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1. EinfUhrung

1.1 Einleitung

Nach Uber sechzig Jahren der efolgreichen und hellsamen Anwendung von Antibiotika in der
Medizin [1, 2], z&hlen diese Substanzen wohl zu den edaunlichsen und wichtiggen
Pharmaka, die im zwanziggen Jahrhundet ihren Segeszug angetreten haben. Heutzutage
snd ge ds Helbringer kaum mehr aus unserem Leben wegzudenken. Wer mag sich noch
vorsellen, dass, in unserer modernen  Sichtweise, harmlose  Entzindungen  oder
vergleichsweise smple bakteridle Infektionen noch vor weniger ds achtzig Jehren durchaus
as ernszunehmende und lebensbedrohende Gefahr gdten. Sait der glicklichen Entdeckung
der ergen Antibiotikaist uns die Angst vor diesen Gefahren weitestgehend genommen.

Doch die Beschrebung ,ergaunlich® deutet schon an, dass es auch wetere, nicht nur
optimigische Eingdlungen gegenlber diesen Wirkgtoffen gibt. Mitunter erhdt man sogar
den Eindruck, dass wetverbretete Menungen bestehen, die besonders kritisch oder gar
ablehnend zu diesen Stoffen stehen, die doch unbedtritten Millionen von Menschen gerettet
haben. Was haben diese Stoffe an sch, das se so ambivaent erscheinen lasst? Erklarung
dafir bieten zwe Grinde, ener substanzspezifisch, der andere eher unglicklicherweise und
durch die Vidsatigket der Schopfung bedingt.

Manche der Stoffe snd dlergieauddsend [3-5], was ihre Behandlung bel prédedtinierten
Personen ausschliel® und mit ernstzunehmenden Komplikationen verbunden wére. Der andere
Grund liegt in dem Mechanisnus der Resgenzentwicklung be Bakterien, durch die ene
erfolgreiche Behandlung von Infektionen stark erschwert werden kann [6-11].

Aufgrund diessr Mdoglichketen jedoch géanzlich auf Antibiotika verzichten zu wollen oder
sogar Angst vor ihrer Anwendung zu haben, wére nicht ratsam und sogar geféhrlich.

Daher ig¢ ene Praxis des umdgchtigen und verantwortungsvollen Einsatzes der richtigere
Mitte-Weg, ds en unbekimmerter Einsaiz oder aber ein ganzlicher Verzicht aus Furcht vor
den Risken. AulRerdem ig die thergpeutische und gegebenenfals prophylaktische
Anwendung bet Mensch und Tier gerade aus ethischen Griinden nicht in Frage zu stellen.

Haben wir uns entschiossen, Substanzen zu nutzen, die unser Leben schitzen sollen, miissen
wir uns anderersaits aber auch Uber die Konseguenzen dieser Nutzung bewusst werden. Die
Frage, die sch direkt aus der Anwendung ergibt ist, was mit den Substanzen nach ihrer
Einnehme oder Anwendung geschient. Da en vollséndiger Abbau der Stoffe auch nach



Aufnahme in und Passage durch den Koérper nicht geschieht, it klar, dass sch Ricksténde,
sowie Metaboliten in den Ausschedungen wie Urin und Faces finden lassen. Damit ist der
Eintraggpofad in die Umwdt via Abwasser und Gillle vorbestimmt. Um sch bewusst zu
machen, was die aktudle Anwendungspraxis umfassend bedeutet, it es nicht nur wichtig,
Klarheit Uber das Auftreten von Ressenzen im Krankenhausbereich (inklusve der dort
afdlenden Abwésser), ds den Ort ener verstérkten Anwendung, oder direkt im Korper von
Mensch und Tier beobachtend zu erlangen, sowie das Auftreten von Allergien zu erfassen,
sondern erganzend auch die Stuation in der Umwelt zu beleuchten und zu bewerten [12-14].

Somit seht die Sch damit befassende organische Umwedtanaytik mit ihren Kompetenzen auf
dem Gebiet der Anadytik und der Chemie, ihre Aufgaben und Verantwortungen auch im
Bereich des Umwdtschutzes und auf dem Gebiet des gesundheitlichen Verbraucherschutzes.
Se vemag es, auftretende Konzentrationen von Ricksténden und von Metaboliten in der
Umwet zu efassen und mit Hilfe angrenzender Disziplinen zu bewerten. lhre Erkenntnisse
werden gesucht, geschétzt und von verschiedensten Interessengruppen genutzt.  Einersats
kan die Indusrie mit dem Wissen und den Erfahrungen der organischen Umwetanalytik
Schliisse ziehen und in Neuentwicklungen von Phamaka enflieflen lassen. Anderersats
egeben dch fur die Politik Folgerungen, die dch in - Wechengdlungen in  der
Chemikdienpolitik auswirken.

Mit dieser Arbeit soll dazu beigetragen werden, die Datenlage Uber das Auftreten von
Antibiotika in der Umwet und die Wege des Eintrages zu verbreitern und zu aktudideren.
Ergdnzend zu Beobachtungen von Resstenzentwicklungen und Allergieaudbreitungen kann
de hdfen, ene objektive Schtwese und Einschézung, sowie ene fundierte Bewertung Uber
den Gesamtkomplex der Folgen der Antibiotikeanwendung zu erhaten.

1.2 Problemstellung

Nachdem sait Ende der Neunziger Jahre vereinzet Uber das Vorkommen von Arzneimitteln in
der aguatischen Umwedt berichtet wurde [15-23] und dabel gelegentlich auch Rickstéande
mancher Antibiotika nachgewiesen wurden, <ollte differenziert betrachtet werden, wie en
Eintrag zustande kommt, ob dieser prim& durch Anwendung im Humanbereich zustande
kommt, oder ob auch die Anwendung in der Veterindmedizin und der Landwirtschaft fir



gewise Antele mitverantwortlich ist. Das Hauptaugenmerk war dabe auf das Kompartiment
Wasser, spezidl Oberflachenwasser, zu richten, in das ein Eintrag aus beden Anwendungs-
bereichen vorgdlbar war, das verglechswese empfindlich mittds Multimethode auf
Substanzen sowohl aus der Humant, ds auch aus der Veerindranwendung zu messen war,
und mit seinen Einzugsbereichen en gutes Abbild fir Eintr8ge aus ganzen Regionen darsdlt.
Durch Beprobung vider verschiedener Standorte innerhab von Nordrhein-Westfden sollten
regionde Unterschiede erkant werden, die in Zetrehenuntersuchungen weiter verfolgt
werden sollten.

Ergdnzend dazu wurden Untersuchungen von Gllleproben, Bdoden und Kléranlagenwassern
durchgefihrt, die entweder auf Mehrdoffmessungen per HPLC-MSMS in Bezug auf
Abwassr anadlog zu den Oberflachenwéassern, oder auf Einzelstoffmessungen per ELISA in
Bezug af Gilllee und Bodenproben baserten. Dazu war es einersats nétig, bestehende
ELISA-Tedts auf die Messung von Ziddgoffen in  umwdtrdevanten Matrizes und
Konzentrationen anzupassen, Teds nach Immunogent und Tracersynthesen, sowie
Antikérpergewinnung  nach  Immuniserung  neu  asfzubauen, und andeersats ene
Anreicherungsmethode mittds  Fedphasenextrektion  zu  entwicken,  durch  die
Antibiotikarlicksande im ng/L-Bereich nach  Aufkonzentrieerung mit  entprechendem
Anrecherungdektor mit  Hilfe ener bestehenden HPLC-MSMS Methode im  Extrakt
gemessen werden konnen.

Zun&chs war es wichtig, in Screeninguntersuchungen zu ermitteln, ob ene Beastung
vorliegt, und welche Substanzen in Konzentrationen welcher Hohe zu finden sind, um danach
genauer auf die Unterschiede zwischen verschiedenen Hussgebieten einzugehen und
Ursachen fir die gefundenen Eigenaten mancher Gebiete zu finden. Wichtig war auch die
Betrachtung der Entwicklung im Jahresverlauf, um besonders dadurch zu ermitteln, ob neben
eventudlen regionden gewasserpezifischen  Bdastungs-  und  Gefdhrdungsschwerpunkten
auch innerhab des Jahresverlaufs kritische und ernst zu nehmende Gehdte an Ricksténden
auftreten  konnen, die in vednzdten Stichprobenuntersuchungen nicht zwangdéufig zu
erkennen sind, die moglicheweise aber dennoch auftreten und ebenfals ein Riskopotentid
fur Umwelt oder Mensch haben konnten.






2. Grundlagen

2.1. Antibiotikain der Anwendung

2.1.1 Allgemeines

Der amerikanische Mikrobiologe Selman Abraham Waksman prégte Anfang der 40er Jahre
des 20. Jahrhunderts den dem Griechischen entlehnten Begriff ,Antibiotika (anti = gegen,
entgegen und biotikos = zum Leben gehdrig), in sainer urspringlichen Bedeutung, fir solche
Stoffe, die niedermolekulare  Stoffwechsdprodukte von Mikroorganismen snd und die in
geringen Konzentrationen andere Mikroorganismen in ihrem Wachsdum hemmen oder de
abtoten [2, 24, 25]. Dabe handdt es sSch im egentlichen Sinne um Stoffe mit Molekilmassen
von weniger as 2000 g/mol und nicht um Enzyme, Toxine oder um komplexe Proteine. Mit
der Entdeckung ener anderen antibiotisch wirkenden Substanzklasse, namlich die der
Peptidantibiotika (z.B. Bacitracin, Vancomycin, Cydosporin  A), wurde die Definition
inofern  erweitert, dass nunmehr auch solche Stoffe mit eingeschlossen snd, die deutlich
grolkere  Molekilmassen aufweisen [26, 27]. Auch die Beschrankung auf Stoffe rein
mikrobiologischen Ursprungs hat im heutigen Sprachgebrauch nicht mehr Bestand, womit
nun  biosynthetisch, semigynthetiscch  und  vollsynthetisch  (zB.  die  egentlichen
Chemothergpeutikad) hergestellte  Subgtanzen  ebenfdls ds  Antibiotika bezeichnet werden
konnen [7].

Es wird geschétzt, dass insgesamt mehr ads 8000 verschiedene Antibiotika mikrobiellen
Ursprungs exidieren [2]. Allerdings ig ene Vidzahl von lhnen nicht auf verschiedenartige
Funktionsmechanismen begrindet, sondern auf Nebenkomponenten aus Fermentationen
bekannter Substanzen. Zusdizlich gibt es neben dieser Anzahl der aus Bakterien und PFilzen
gewonnenen Antibiotika, sowie deren Derivate noch ene Vidzahl (schézungswveise 3000),
die aus Hechten, Algen, tierischen Organismen und vor dlem Pflanzen entsdammen. Die
wichtigsen Produzenten mikrobidler Antibiotika snd Actinomyceten (65 % der Gesamtzahl),
vor dlem Streptomyceten. Daneben ist der Ursprung von 13 % in der Produktion durch
Eubakterien, hier v.a Bacillus-Arten (zumeist Peptidantibiotika) und von 22 % durch Filze zu
sehen.

Obwohl diese Vidzahl von Stoffen bekannt ist, de dle antibiotisch wirken und somit auch
en potenzidler Einsatz ds Arznemittd denkbar ist, dazu noch jedes Jahr en paar Hundert



weltere Substanzen neu hinzukommen, snd es trotzdem nur wenig mehr ds einhundert, die
tatsachlich insgesamt in der Medizin zum Einsatiz kommen.

Unterscheidungen koénnen zwischen den Antibiotika in Bezug auf ihr Anwendungsgebiet, den
Anwendungsorganismus, die Applikationsart, den  Wirkmechanismus, ihre wirtscheftliche
Bedeutung, ihre Herkunft oder ihren chemischen Stoffklassen geschehen. Die Ublichge it die
letztere, aufgrund derer auch hier eine dlgemene Klassfizierung geschehen soll. Zunéchst
werden aber die verschiedenen Méglichkeiten der Anwendung dargestelit.

2.1.2 Anwendungsfelder

Die Anwendung von Antibiotika it in verschiedengen Bereichen mdglich und Ublich. Dabel
ig mit Scherhet, dlein von den Verschrebungszahlen und den Umsatzmengen gesehen, die
humanthergpeutische  und  humanprophylaktische Anwendung an eder Stele und ds
wichtigstes Einsatzgebiet zu sehen [5, 28]. Neben diesr Anwendung beim Menschen ist auch
der veterinarmedizinische Bereich inklusve der Futtermittd von grof3er Bedeutung [27, 29-
31]. Dabe is ene Unterscheidung zwischen der Anwendung im Bereich der Grol3 und
Nutztiere zwecks Nahrungsmittelproduktion und dem des Heim- und Kleintierbereiches zu
shen. Als drittes Gebiet der Nutzung von Antibiotika ist die Anwendung in enem welteren
Bereich der Landwirtschaft, namlich dem des Obstbaus, von Bedeutung [32-34]. Auf die
sondige Anwendung im Bereich von Zdlkulturen im medizinisch/diagnosischen Bereich soll
hier nur hingewiesen werden, da durch diese ebenfals nicht zu vernachléssgende Mengen an
Antibiotika verwendet werden, diese aber aufgrund der  spezidlen Handhabung in
mikrobiologischen Labors fir die hier bearbetete Themengdlung keine Bedeutung haben.
Dies betrifft auch die Vewendung zur Konsarvierung von Nahrungamitteln, z.B. Naamycin
oder Nisin[35].

2.1.2.1 Humananwendung

Das mengenmddg grof¥e Einsaizgebiet von Antibiotika ist die thergpeutische Behandlung
von Infektionen beim Menschen. Dazu zdéhlen sowohl systemische, ds auch lokde
Infektionen. Daher snd Antibiotika bel verschiedengten Indikationen héufig die Mittd der
Wahl, kdnnen dso be unterschiedlichsen Krankhetsbildern angewandt werden. Gema der
Roten Lige (Arzne@mittdverzeichnis fir Deutschland, untergliedert in - Medikamente und
Materidien aus 88 Hauptgruppen) [36] werden Antibiotika sowohl be  adlgemeinen



Infektionen, ds auch zur Thergpie bestimmter Infektionsherde eingesetzt, so dass e sch
nicht nur in der Arzneamittd-Hauptgruppe der Antibiotika finden lassen, sondern auch unter
den Hauptgruppen der Antimykotika, der AntitussvalExpektorantia, der Gynakologika, der
Magen-Darm-Mittd, der Mund- und Rachenthergpeutika, der Ophthadmika (Augenhelmittd),
der Otologika (Ohrenhellmitted), der Rhinologika (Nasenhellmittel), der Urologika, der
Wundbehandlungamittel und der Zytodtatika Neben diessr Anwendung zur  direkten
Bekampfung von Infektionen, gibt es auch die umdrittene prophylaktische Anwendung, z.B.
be der Verschrebung im Fdle ener Bronchitis, die in mehr ds 90 % der Fdle durch Viren
verursacht is, gegen die Antibiotika nicht wirken, wodurch aber ener Infektion des
geschwéchten Korpers durch Bakterien vorgebeugt werden soll [37]. Dazu werden
Ublicherweise die gleichen Prparste verwendet, die auch zur thergpeutischen Behandlung
zum Einsatiz kommen.

Die bedeutendste Subgtanzklasse der Antiinfektiva gdlen die 3-Lactamantibiotika dar, zu
denen sowohl die Penicilline, ds auch die Aminopenicilline gehdren, und die mit ener
Gesamtverordnungszahl von 109,0 Mio. DDD! im Jahr 2002 deutschlandweit am héufigsten
verschrieben wurden (Sehe Tab. 1). Davon entfiden 72,1 Mio. DDD auf die Amino-
penicilling, hauptsichlich  Amoxicillin, und 369 Mio. DDD auf die klassischen Penicilling,
vorwiegend Phenoxymethylpenicillin (PCV). Mit 63,1 Mio. DDD ddlen die Tetracycline,
mit 90 % Antell dlein von Doxycydlin, die nachswichtiggte Klasse, vor den Makroliden inkl.
Clindamycin (CLI) mit 55,6 Mio. DDD (Roxithromycin 19,9 Mio. DDD, Clarithromycin 11,8
Mio. DDD, Erythromycin 9,0 Mio. DDD), da. Etwa glechhaufige Verschrelbungen
verzeichnen die Klassen der Huorochinolone mit dem bekanntesten Vertreter Ciprofloxacin,
der Sulfonamide mit dem Kombinationswirkstoff Cotrimoxazol® (Sulfamethoxazol (SMX) +
Trimethoprim (TRI) 5:1), und der Cephdosporine, z.B. Cefaclor; adle Klassen etwa 25-30
Mio. DDD [37].

Inggesamt gab es im Jahr 2002 in der Indikationsgruppe der Antibiotika und Chemo-
therapeutika 42,2 Mio. Verordnungen, was gegeniber dem Vorjahr einen Rickgang um 0,8 %
bedeutet. Um diese Zahl der Gesamtverordnungen mit der Gesamtzahl der Verordnungen in
Tagesdosen zu vergleichen, muss de sowohl mit der mittleren Anwendungsdauer in Tagen,
als auch mit der durchschnittlichen téglichen Dosis multipliziert werden.

' pDD defined daily dosis, durchschnittliche Tagesdosis auf Basis von Werten des WHO
Collaboration Centre for Drug Statistics Methodol ogy



Tabelle 1. Antibiotika-Klassen, sowie Haufigkeiten der Verschreibung und DDD

der Hauptvertreter

Substanzklasse Verordnungen Anderung zu DDD [g/Tag; orale
Hauptvertreter 2002 - [Mio. DDD] 2001 - gesamt [%] Applikation]
Peniclline 36,9 - 40

PCV 32,8 - 40 2
Aminopenidlline 72,1 + 54

Amoxidllin 66,2 + 55 1
Tetracycline 63,1 - 08

Doxycydin 58,6 - 08 0,1
Makrolideinkl. CLI 55,6 - 26

Roxithromycin 19,9 - 69 0,3
Fuorochinolone 27,1 + 19,2

Ciprofloxacin 6,9 - 42 1
Sulfonamide 25,2 - 6,3

SMX + TRI 24,5 - 58 2 bzw. 0,4
Cephaosporine 27,7 + 43

Cefaclor 8,3 +175 1

gesamt 307,7

Der Grof¥ell der Antibiotika wird vor dlem be dlgemenen Infektionen ord eingenommen,
wodurch eine Vertelung der Subgtanzen im Korper, nach der Aufnahme im Magen-Darm-
Trakt gewdhrleiget wird. Auch die parenterdle Applikation fuhrt dazu, dass die Stoffe im
Korper weiter verbreitet werden. Be manchen Indikationen, wie z.B. lokden Infektionen ist
jedoch ene dritte Dareichungsform angebracht, be der die Antibiotika direkt an der
betroffenen Stelle angewendet werden. Haufig ig dies be den Gynékologika und den
Ophthamika (Augenhellmitte) der Fdl; dazu konnen die Antibiotika aulerlich as Tropfen
oder dermal a's Salben und Cremes aufgetragen werden.

Ein weterer wichtiger und héufiger Einsaizbereich, bel dem die Wirkstoffe vor alem topisch,
dso af de Hat angewendet werden, is der ds Demaika und ds Stoffe zur
Wundbehandlung.  Insggesamt  zéhlen die Dermaika zu den  verordnungsstérksten
Arznemitteln in Deutschland, wovon die Gruppe der Aknemittd etwa 8 % der Verordnungen



in Tagesdosen ausmacht (gesamt 794 Mio. DDD, Aknemittedd 63 Mio. DDD) und die der
Antiinfektiva 9 % (73 Mio. DDD). Neben der Anwendung von Fusdinsdure und Gentamicin,
welche auch in Ophthamika héufig eingesetzt werden und der Verwendung von Neomycin,
Badtracin und Sulfadiazin (6,9 Mio. DDD) in antiinfektiven Dermatika, i auch das
Tetracyclin Doxycyclin ds intern anzuwendendes ordes Aknemittel zu nennen [38], aber vor
dlem das Méakrolid Erythromycin und das Lincosamid Clindamycin ds topische externe
Aknemittd. Allen in der Vewendung as Einzeprdparat wird Erythromycin mit 9,8 Mio.
DDD zur Aknetherapie verschrieben. Dazu kommen noch 81 Mio. DDD, in denen es as
Kombinationgpréparat  vorliegt. Im Vergleich dazu betrégt die Verschrelbungsmenge von
eythromycinhdtigen Prparaten (orde Aufnehme) zur dlgemenen Behandlung von
Infektionen lediglich 90 Mio. DDD. Die Aknebehandlung ist im Unterschied zu der
Behandlung von ,normden* Infektionen mit einer etwas langeren Thergpiedauer verbunden.
Dauert ene reine Infektionsbehandlung im Normafdl etwa 310 Tage, so kann die Dauer der
Aknebehandlung mit topischen Antibiotika auch schon eéinma 4-6 Wochen dauern.

2.1.2.2 Veterinaranwendung

Die Verwendung von Antibiotika im Veterindrbereich I&ésst dch in zwe grol}e Einsatzgebiete
entelen, namlich in Thergpie und Prophylaxe zur Behandlung von Infektionskrankheiten ds
Hauptanwendungsgebiet und in den Einsaiz zur Lesungsforderung in der Landwirtschaft [7,
27].

Innerhalb  des Gebietes der Thergpie/Prophylaxe ldsst dch ene feinere  Untertalung
vornehmen. Hier ig zum enen die Varschrebung im Hem- und Kleintierbereich zu sehen, in
dem die prophylaktische Anwendung eher untergeordneten Rang hat, und es dtatt dessen mehr
um die thergpeutische Behandlung von Infektionen geht [39]. Der mengenmddg grolere
Bedaf ergibt sch aus der Behandlung von Grof3 und Nutztieren in der landwirtschaftlichen
Tierhatung. Thergpeutisch werden verschiedenste Arten von bakteridlen Infektionen, z.B.
des Atmungstrektes, des Magen-Darm-Traktes, der Harnwege und Geschlechtsorgane, sowie
Euter- und Gebarmutterentziindungen, Geenkentziindungen, Haut- und  Wundinfektionen,
aber auch bakteridle Sekunddrerkrankungen bel  Virusnfektionen behanddt [40]. Dazu
werden die gleichen Antibiotikaklassen verwendet, die auch in der Humanmedizin eingesetzt
werden. Mitunter Sind es sogar genau die gleichen Wirksoffe. Bei manchen gibt es dlerdings
ene drikte Trennung, entweder zulassungsbedingt, oder aber in der Marktpréasenz. So wird
be den Fuorochinolonen in der Veterinarmedizin  Enrofloxacin eingesetzt, das nicht im
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Humanbereich angewendet wird, dort jedoch Ciprofloxacin, welches nicht zu den
Veterindaphamaka zéhit [41]. Gleches gilt auch im Bereich der Sulfonamide, bel denen
Sulfadimidin  (vet) ds Pendant Sulfamethoxazol (hum.) gegentbergestelt is. Sowohl im
Hem und Klentiecbereich, ds auch be den Grof3 und Nutztieren gibt es von den
Substanzen her keinen Unterschied, es werden die gleichen Wirkstoffe eingesetzt [40].

Der prophylaktische Einsatiz wird vorgenommen, um eine bekannte Gefahr fur die Gesundheit
der Tiere zu vermeiden. Dies it dann der Fal, wenn enzene Tiere schon erkrankt snd und
die Krankheit droht, auch andere Tiere zu befdlen, bespidsveise bei Darminfektionen bel
Hihnern, oder bel der Eingalung von Ferkeln aus unterschiedlichen Bestdnden [27]. Dabel
werden ebenfals die Ublichen thergpeutischen Antibiotika verwendet. Die Applikation erfolgt
haufig aus praktischen Grinden as Zumischung Uber das Futter, oder das Trinkwasser; be
lokden Infektionen aber auch durch topisches Auftragen auf die betroffene Stdle. Die
Injektion des Mittels it eine weitere M 6glichkelt.

Be der Legungsorderung werden die Stoffe ausschliedich dem Futter beigemischt. Sie
sllen dazu dienen, die Futtevewertung zu verbessan. Dazu  werden de in
ubthergpeutischen  (nutritiven) Dosen engesstzt, die nicht ausreichen, um Keime abzutGten,
sondern dazu dienen, das Keimgpektrum im Verdauungstrakt zu verschieben, sodann den
Stoffwechsd der gewiinschten Keme etwas zu démpfen und s0 @n gundigeres Kemmilieu
zu <chaffen [30]. Diese Kembeanflussung <oll dazu flhren, dass weniger Eiwel3-
Abbauprodukte gebildet werden, die den Stoffwechsd der Tiere belasten konnten und die
Nahrgoffkonkurrenz zwischen  Darmbakterien  und  Wirtsorganismus  gemindert  wird.
AuRerdem findet ene reduzierte Ausscheidung von mikrobidl gebildeten Enzymen und ene
dadurch bedingte verminderte Bildung von Ammoniak dait [42, 43]. Durch diese Effekte
kann ene hohere Nahgoffverfigbarkeit und ene bessere Nahrgtoffdurchldssgket der
Darmwand erziet werden, wodurch die Futterverwertung verbessert wird, die Tiere schneller
wachsen und mehr Fleisch ansetzen.

Was die Antibiotika angeht, die zum Zweck der Lesungsforderung eingesetzt werden, SO
bestent nach einer Ubereinkunft innerhdb der EU der Grundsatz, dass hierfir keine Stoffe
zugdasen werden, die in der Humanmedizin zum Einsaiz kommen [7]. Es gibt dso ene
drikte  Trennung  zwischen den  Einzdwirkstoffen  zur  Thergoie  und  den
Futtermittel zusatzstoffen.  Allerdings bestent diessr Grundsatz nur fir die enzdnen Stoffe,
nicht aer fir die engesstzten Antibiotikaklassen, so dass fir die verschiedenen
Anwendungshereiche Antibiotika der gleichen Klassen sehr wohl angewendet werden diirfen.
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Aktudl snd zum Zweck der Lesungsforderung noch vier Substanzen zugdassen [44],
nachdem in den letzten Jahren mehr und mehr Stoffe verboten wurden (seit 1997 Verbot von
seben Stoffen) [5]. Doch auch die Anwendung dieser letzten vier Stoffe soll entsprechend
enem Vorschlag der Europdischen Kommission aus dem Jahr 2002 fir eine neue Verordnung
zur Regdlung von Futtermittezusatzstoffen bis Januar 2006 eingedtellt werden [45]. Gemdl3
eng Entschedung der EU-Agraminister wurde dieses komplette Verbot jedoch soweit
aufgelockert, ds dass das leisungsfordernde Avilamycin auch tber 2005 hinaus noch welter
in der Trutenmast verwendet werden daf [46]. Zur Zet besteht die Zulassung zur
Lestungsforderung daneben auch fur Ferkel, Schweine und Masthiihner.

Ebenfdls in den Bereich der Veterindranwendung von Antibiotika falt die Fischzucht, die
aber in Deutschland eher untergeordnete und regionde Bedeutung hat. Werden in
Aquakulturen Antibiotika eingesetzt, so helld das, dass die Stoffe direkt in das Wasser
gegeben werden, wodurch dle Tiere gleichzeitig behanddt werden [47].

2.1.2.3 Anwendung im Pflanzenschutz

Auch im Obgbau kann bzw. konnte der Einsatz von Antibiotika erfolgen. Besonders beim
Kernobst (Apfelanbau) gibt es ene bakteridl bedingte Pflanzenkrankheit, den Feuerbrand,
durch den Triebe, Zweige und Blétter vertrocknen und wie verbrannt aussehen. Zusdtzlich
gibt es Triebdeformationen und die Abscheidung eines Sekretes, das Uber die Verbretung
durch Vogd, auch andere Zweige und Baume infizieren kann [32]. Dringt der Erreger
(Erwinia amylovora) bis in den Stamm vor, bedeutet das das Absterben des Baumes. Da auch
tiefes Ausschneiden betroffener Pflanzentelle oder die Rodung von Plantagen die Krankheit
nicht auseichend eindammen, und das vermehrte Auftreten manche Obstbauern in
exigenzbedrohende Lagen gebracht hat, i man in der Vergangenheit dazu Ubergegangen,
Streptomycin zur Bekdmpfung einzusetzen [33]. Urspringlich bestand zwar die Maxime, dass
Antibiotika, die in der Humanmedizin eingesetzt werden (so auch Streptomycin), nicht bel
Pflanzenkrankheiten verwendet werden sollten, aber aufgrund der grofRen Probleme erfolgte
ab 1994 die Zulassung ds Ausnehmeregelung. Ab Mé&z 2000 wurde dann die generelle
Zulassung etelt. Da aer die Untersuchung von Honigen Rickstandsgehate Uber der
fedtgesetzten Hochsgmenge von 20ugkg ebrachte, da anschenend auch Antele des
Wirkgoffes in die Obghlite gdangen, wurde die Zulassung seit Beginn 2001 ruhen gelassen
[34]. Zur Zeit wird der Wirkstoff nur in begrenzten Genehmigungsfdllen zu Versuchszwecken
angewendet, in denen das Rickstandsverhaten in Honigen geklat werden soll [48]. Eine
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routinemddge Behandlung mit diessem Pflanzenschutzmittel in ener Befdlsstudtion i somit
momentan nicht maglich.

2.2 Antibictikaklassen

Die Antibiotika lassen dch in unterschiedliche Klassen aufgrund ihrer chemischen Struktur
entelen. Auch die Kategoriserung aufgrund ihres Syntheseweges, entweder natirlich durch
Mikroorganismen,  habsynthetisch  durch  Modifizierung  mikrobiologisch  hergestellter
Grundgeriste, oder rein chemisch ist eine wetere mogliche Vorgehensweise, jedoch nicht so
ublich, wie die der chemischen Stoffklassen. Hier sollen die in der Verschreibung und
Anwendung bedeutsamsten Klassen vorgestdl It werden.

2.2.1 (3L actamantibiotika

Urspriinglich aus dem Rilz Penicillium notatum gewonnen, leiten sch diese Substanzen in der
Grundstruktur  von der 6-Aminopenicillansdure und namensgebend von deren  Untereinheit,
dem viergliedrigen 3-Lactamring ab. Natlrlicher Herkunft, entstehen Se durch Biosynthese
aus den Aminosturen Cysen und Vdin unter Bildung eines Thiazolidin- und des besagten
-Lactamringes [49]. Durch Variaion der Sdatengruppen an der  6-Amino-Pogtion
unterscheiden sich die einzelnen Wirkstoffe dieser Gruppe.

Eine Untereintalung der Gruppe kann durch Unterscheidung in Penicilling, Aminopenicilline
und Cephaosporine geschehen [37]. Die Aminopenicilline unterscheiden sch von  den
,normalen Penidillinen in @ner Aminogruppe in a-Stelung zur Amidbindung des Restes an
den (-Lactamring (Sehe Abb. 1). Dies fihrt zu ener veranderten Wirksamkeit gegeniiber
Bakterien; wirken klasssche Penidlling wie Benzylpenicillin  und Phenoxymethylpenicillin
gegen grampodtive Keme so gdten Aminopenicilling, wie Amoxidllin und Ampiallin ds
Breitbandantibiotika, die zusdtzlich gegen gramnegative St&bchenbakterien wirken [1, 50].
Aufgrund dieser erweiterten Moglichkeit der Anwendung und etwa vergleichbaren Kogen fur
die Therapie i auch erschtlich, weshdb die Verschrebungshdufigkeit der Aminopenicilline
weter zunimmt, wahrend jene der Penicilline @bnimmt. Die Bedeutung der penicillinassfesten
Penicllline  (Hudoxadillin, Didoxacllin), die den Abba+ und Schutzmechanismen der
Bakterien besser entgehen konnen ds die herkdmmlichen, i jedoch aufgrund hoher
Therapiekosten von eher geringerer Bedeutung [37].
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Die Cephdogporine haben datt der Verknlpfung enes Thiazolidinringes mit  dem
3-Lactamring enen sechggliedrigen Dihydrothiazin-Ring. Auch de lassen dch noch welter
differenzieren in [3-Lactamase-resstente bzw. -sendgtive Substanzen, sowie in ora- und
parenterd-appliziete  Vertreter.  Ihr  Wirkungsspektrum i verglechbar mit dem der
Penicilline, zumd de ja dem glechen Grundtypus entsorechen. Bedeutsame Substanzen
diesr Klase snd Cefaclor, Cefuroximaxetil, Cefixim, die im Verglaech zu den Penicillinen
aber deutlich hohere Therapiekosten verursachen.
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o/ ’ NH, yam CHs
COOH @)
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R/ \NH-—:A:‘/S CHs R \NH—-'—I/|
/_N Chy /—N = C/o CH,
(@) 9) H,
COOH CO,H O
Penicilline Cephalosporine
Abbildung 1: Grundstrukturen der 3-Lactamantibiotika

Die Wirkung dler [3-Lactamantibiotika beruht auf den gleichen molekularen Prinzipien. Ihr
Einsaiz geschient zum Zdtpunkt der Zdltelung, wéhrend der Ausbildung der neuen
Zdlwand. Um die antibiotische Wirkung zu entfdten, missen se in der geschlossenkettigen
Form vorliegen. Wéhrend des Zdltellunggprozesses is das fur die Ausbildung der neuen
Zdlwand notwendige Enzym Peptidoglycansynthetase (D-Alanin-Transpeptidase) aktiv - und
greift nucleophil an den Carbonyl-Kohlenstoff des 3-Lactamrings an, 6ffnet dedurch den Ring
und bindet kovdent das Penicillin, wodurch es zu ener Inaktivierung des Enzyms kommt.
Dadurch kann in der Konsequenz das Mureingerist zur Zdlwandsynthese nicht vollsténdig
ausgebildet werden. Es kommt nur zur unvollkommenen Quervernetzung des Gerligtes, 0
dass es durch den nicht-kompensierten Druck der Zelle zur Lysis kommt [49].
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Da die antibiotische Wirkung der R3-Lactamantibiotika nur in der geschlossenkettigen Form
entfdtet werden kann, sind die Abwehrmechanismen der Bakterien vorwiegend darauf
angelegt, den -Lactamring der Penicilline zu &ffnen, bevor ene Wirkung eintreten kann.
Dies gexchient durch Katayse mit Hilfe des Enzyms 3-Lactamase. Dieses bindet zundchst
kovdent den Wirkgtoff, indem es, wie auch die Transpeptidase, am Carbonyl-Kohlenstoff
nucleophil angreift und dadurch den Ring Offnet. Im folgenden Schritt wird die entstandene
Egterbindung hydrolysiert, wodurch zum einen das Penicillin mit gedffnetem, hydrolysertem
und somit insktivem Ring fregesetzt wird, und zum anderen die [Lactamase wieder
regeneriert und somit wieder aktiv ist [51]. Die genetische Information fUr die 3-Lactamasen,
die urspringlich nur in enigen Pilzen und Bakterien gebildet wurden, kann chromosomd
oder durch Plasmide von Bakterien zu Bakterien weitergegeben werden, so dass solche
Resistenzen bei manchen Arten welt verbreitet Sind.

Eine wetere Mdglichket der Zidorganismen, die antibiotische Wirkung zu umgehen, besteht
in der grukturdlen Veranderung der Transpeptidasen, so dass diese nicht mehr an den
[3-Lactamring angreifen, oder in Zelmembranverdnderungen, durch die das Eindringen der
Wirkgtoffe verhindert werden soll.

Strategien zur Umgehung von Ressenzmechanismen bestehen in der  Entwicklung von
Peniclllinen, die R3-lactamasestabil sind und daher nicht hydrolysert werden konnen, oder in
der zusitzlichen Gabe von [3-Lactamase-Inhibitoren (z.B. Clavulansiure), aso Substanzen,

die diese Enzyme blockieren, indem Seirreversbd an se binden.

Die Resgenzdtuation bzw. der Status der Verbreitung von Resstenzen i sehr differenziert
zu betrachten. Aufgrund der grof3en Unterschiede in den Lebensr&umen der Bakterien, gibt es
auch Unterschiede betreffend Haufigkeit, Spektrum und Konzentrationen von Antibiotika,
denen Mikroorganismen ausgesetzt snd.  Sehv unterschiedlich ist auch die Resktion der
Bakterienarten und -familien. Daher konnen hier nur bespidhaft prozentude Angaben fir
Resgenzen in manchen Arten und in bestimmten Matrizes aus denen Se isoliert wurden,
gemacht werden: Gegen Ampicillin wurden in klinischen Isolaten von Escherichia coli 36 %
resstente gefunden, von Klebsiella pneumoniae 73 %, von Enterococcus faecium 49 %, von
Enterococcus faecalis 0,5 %. Gegen das Cephalosporin Cefazolin z.B. 6 % resstente E. cali,
84 % be Enterobacter cloacae. Gegen Penicillin G waren beispidswveise 80 % der
untersuchten Staphylococcus aureus Stdmme resisent und 84 % der coagulasenegativen
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Staphylokokken [9]. In Isolaten aus Klawerken waren von 15 isolieten Stdmmen (v.a
Aeromonas hydrophila) tber 90 % resstent gegen Amoxicillin und 50 % gegen Cefeclor [8].

2.2.2 Tetracycline

Wie auch die Penicilline wurden die erden Tetracycline aus natrlich vorkommenden Arten
gewonnen. Stait eines Filzes ds Produzent, waren es im Fdle der Tetracycline verschiedene
Streptomyces-Arten [2, 52], dso Bakterien aus der Klasse der Actinomyceten. Sebst
grampositiv, wirken auch die von ihnen produzierten Tetracycline auf grampostive, aber auch
auf zahlreiche gamnegative Keime.

lhre Struktur baset auf enem NaphthacenGrundgeris, wobel dSch die enzdnen
Tetracycline durch unterschiedliche Subdituenten an diesem Vierer-Ring ergeben (dehe
Abb. 2). 1948 isolierte Duggar Chlortetracyclin ds ersen Vertreter dieser Gruppe;, heutzutage
gechieht die Hergtdlung durch Fermentation in Submerskulturen, bzw. durch Partidsynthese

(weitere chemische Veranderung) der fermentativ gewonnenen Substanzen.

Tetracycline 4-epi-lsomere der Tetracycline
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Abbildung 2: Strukturen von Tetracyclinen und den zugehérigen 4-Epimeren
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Die bedeutsamgten Vetreter dieser Klasse snd Tetracyclin  (TCY), Doxycyclin (DCY),
Chlortetracyclin (CTC), Minocyclin (MCY), Oxytetracyclin (OTC). Davon werden in der
Humanmedizin vor dlem Doxycydin und Minocydin angewendet, in der Tiemedizin
hingegen  Chlortetracycdlin - und  Oxytetracyclin.  Die  Thergpiekoten snd  in der
Humananwendung extrem geaing und mit DDD-Kosten von 02-03 € fir
Doxycydlinprgpararte mit en Grund fur die Verschrebungshéaufigket.

Zusizlich zu der Anwendung im Fal ener bakteridlen Infektion werden Tetracycline,
namlich Minocyclin und Tetracydin, auch zur Aknebehandlung engesetzt, wobe erderes
ord appliziet wird, Tetracyclin aber topisch ds Sdbe aufgetragen wird. Die ,normae’
Infektionsbehandlung i jedoch das weitaus grof¥ere  Anwendungsgebiet mit zehnma so
vielen verschriebenen DDD.

Die Wirkung der Teracycline beruht auf der Hemmung der  Protenbiosynthese
(bakteriogtatisch). Nach Eindringen in die Bakterienzelle binden se an der 30 S Untereinheit
des 70 S Ribosoms. Dadurch wird verhindert, dass die Aminoacyl-tRNA an die Akzeptor-
Seite des mMRNA-Ribosomenkomplexes binden kann. Als Folge it die Elongationsphase der
Proteinsynthese  unterbrochen und Polypeptidstiicke, datt  vollsandiger Proteine, bleiben
zuriick [53].

Es exidieren jedoch Resistenz-Mechanismen, die die Wirkung der Tetracycline mindern oder
umgehen konnen. Be einer Mdglichkeit wird die Bindungsstelle am Ribosom so verdndert,
dass Tetracycline dort nicht mehr binden konnen, die Proteinbiosynthese aso ungestort
ablaufen kann. Eine zweite Moglichkeit it der aktive Transport der Wirkstoffe aus der Zdle
(aktive Membranpumpe), um die Konzentration zu veringen und somit auch die
Hemmwirkung zu senken. Da diese Arten der Resgtenz recht einfach durch Transformation,
Transduktion oder Konjugation von ener Bakterienzele an eine andere weitergegeben
werden konnen, Sind auch Resistenzen gegen Tetracycline recht weit verbreitet [1].

Von 12 Isolaten von Keimen aus Krankenhausabwassern waren nehr as 90 % resistent gegen
Doxycylin; in 15 Isolaten (davon 8 Aeromonas-Arten) aus Klaranlagenwassern waren 40 %
ressent gegen den glechen Wirkstoff. Da Kreuzresstenzer? innerhdb der Gruppe der
Tetracycline recht hdufig and, ist zu vermuten, dass aso nicht nur gegen Doxycyclin, sondern
auch gegen Chlortetracyclin oder Tetracyclin Resstenz besteht [8].

2 Kreuzresistenz: Die Resistenz gegen einen Wirkstoff kann gleichzeitig auch die Resistenz gegen einen
anderen Stoff bedeuten. Haufig bei Substanzen mit dhnlicher Struktur, also innerhalb
der gleichen Antibiotikaklasse.
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Des weteren waren klinische Isolate von Proteus mirabilis zu 96 % resstent gegen DCY,
von Enterobacter cloacae hingegen nur 6 %. Bel Enterococcus faecalis wiesen 62 %, und bel
Enterococcus faecium 59 % Resstenzen gegen DCY auf [9]. Die Untersuchung von Akne-
Patienten ergab, dass bel 53 % der Behanddten (38 der 72 Personen) aus Hautabtupfungen
Propionibakterien (Propionibacterium acnes und P. granulosum) nachgewiesen werden
konnten, die resstent gegen Tetracyclin waren. Zu bemerken ist hier, dass be 51 der 72
Petienten zuvor ord und/oder topisch Tetracyclin in ihrer Behandlung angewandt worden ist
[38].

2.2.3Makrolide

Die Makrolid-Antibiotika dnd makrocyclische Verbindungen, die dch  von  enem
vidgliedrigen (12-17) Lacton-Ring (innerer Egter) ableten, welcher mit 1-3 sdtenen Zuckern
(auch Aminozucker) glycosdisch verknipft ist. Wie die Teracycline werden auch ge
natlrlicheewelse gewonnen, bzw. durch Patidsynthese aus biosynthetisch hergestdlten
Grundstrukturen  verandert. Neben der Moglichkeit der Gewinnung aus Streptomyces-
Kulturen (Erythromycin ersmdig 1952 aus Streptomyces erythreus von McGuire isoliert
[54]), besteht heutzutage auch die Mdglichkeit der Vollsynthese.

Sie wirken vor dlem gegen grampositive Keime, da diese Makrolide um enen Faktor von bis
zu 100 besser in dch aufnehmen konnen, ads gramnegative. Grund it die &ul¥ere Membran,
durch die das Eindringen in die Zdle der gramnegativen Erreger erschwert wird. Es gibt aber
auch gramnegdive Vetreter, die in ihrem Wachdum gehemmt werden konnen (Haemo-
philus, Neisseria, Legionella, Campylobacter) [50].

Die wichtiggen Meéakrolide snd, bezogen auf ihre Anwendungshéufigket, Roxithromycin
(ROX), Erythromycin (ERY), Claithromycin (CLA), Tylosn (im Veterinabereich) (sehe
Abb. 3). Die Thergpiekosten snd dabel recht unterschiedlich; wéhrend Erythromycin-
Prgparate recht kostenglingtig sind (meist unter 2 €/DDD) liegen Roxithromycdin-Préaparate bei
2,50 €/DDD im Durchschnitt und Clarithromycin bet 4-5 €/DDD, was unter anderem auch
daran liegen mag, dass ROX und CLA erst durch Partidsynthese aus ERY hergestellt werden
[2, 37].

Makrolide werden héufig bel Infektionen der Atemwege, des Hals-NasenOhrenbereiches und
be bakteridlen Entzindungen der Haut und der ableitenden Harnwege angewendet. Unter
den Antibiotika, die gegen Akne angewendet werden, i ERY das héufigse. Hierba liegen
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die DDD-Kosten mit etwa 0,50 € unter denen von Prdparaten mit anderen Wirkstoffen (z.B.
Tetracyclin, Clindamycin).
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Abbildung 3: Strukturen verschiedener Makrolide

Die bakteriogatische Wirkung der Méekrolide berunt auf ener Hemmung der
Proteinbiosynthese. Dazu binden se an der 50 S Untereinheit der 70 S Ribosomen und
blockieren dort die Trandokation, wahrend der die Peptidyl-tRNA von der Akzeptor- auf die
Donorgele Ubertragen wird. Die Elongation des Peptidstranges wird unterbrochen und die
Proteinsynthese nicht zum Ende gebracht, was im Endeffekt eine bakteriogtatische Wirkung
zur Folge hat [1].
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Resgenzmiglichkeiten der Bakterien gegen Makrolide gibt es viderle. Eine beruht darauf,
die Aufnahme in die Bakterienzele zu verhindern oder zu reduzieren. Da die Aufnahme im
Wesentlichen auf passver Diffuson beruht, kann eine Gegenmanahme darin bestehen, die
Substanzen aktiv aus der Zele auszuschleusen. Des weiteren kann die Ziesruktur an der
50S Unterenheit s0 verdndet werden, dass ein Andocken der Makrolide nicht mehr
geschehen kann und die Proteinsynthese ihren gewohnten Gang geht. Eine dritte Mdglichkelt
besteht darin, die Makrolide mit Hilfe enzymatischer VVorgange zu inaktivieren [S0].

Hier, wie auch be den Teracydinen, exigieren oft chromosomde Kreuzresstenzen
innerhab der Méakrolid-Gruppe. Klinische Isolate von Enterococcus faecium und von E.
faecalis waren zu 59 % bzw. 32 % resdgent gegen Erythromycin; Coagulase-negative
Staphylokokken und Staphyl ococcus aureus zu 53 % bzw. 17 %.

Hautabtupfungen von 72 Aknepatienten ergaben bel 68 (94,4 %) Personen, dass die in den
Abgtrichen vorhandenen Propionibakterien resstent gegen Erythromycin waren. Lediglich bel
4 Personen waren diese Keime noch sensbd gegen den Wirkstoff. Von den 72 Patienten
waren nachweldich 62 zuvor ord und/oder topisch mit Erythromycin behandelt worden. Vor
dlem die topische Anwendung dieses Makrolids selt im Verdacht, die Ausbildung von
Resgtenzen zu unterstiitzen [38]. Zu beachten i, dass be der topischen Aknethergpie die
Substanzen Uber eine deutlich léngere Zeit angewendet werden, as dies bei der Ublichen
Thergpie ener Infektion der Fdl is. So dauet die Behandlung oft mehrere Wochen, im
Gegensaiz zu  3-10 Tagen. Mit Zunadhme der Behandlungsdauer nimmt auch die
Wadhrscheinlichkeit der Resgenzentwicklung zu, da die Bakterien, sofern Se nicht
vollgandig abgetttet worden snd, deutlich mehr Zeit haben, sch den verdanderten
L ebensbedingungen anzupassen und Uberlebensmechanismen zu entwickeln. Daher sollte die
Gabe von Antibiotika im adlgemeinen nur Uber kurze Zet, daflr aber mit ausreichend hohen
K onzentrationen geschehen, was Se fir die Aknebehandlung nicht so sehr auszeichnet.

Um Akne dennoch mit Makroliden zu behanddn und ener  ausgeprégten
Resgenzentwicklung vorzubeugen, besteht die Moglichket der gleichzeitigen Gabe von
Schdmitteln, wie Benzoylperoxid (Antiresgtenzmittel), Tretinoin oder Isotretionin, was auch
zu besseren Wirksamkeiten fihrt.
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2.2.4 Sulfonamide und Trimethoprim

Im Gegensaiz zu den hisher vorgestdlten Antibiotikeklassen snd die Sulfonamide nicht
natlrlichen  Ursprungs, sondern  synthetisch  hergestdit. Daher werden se auch ds
Chemothergpeutika bezeichnet. Sie ldten sch vom Sulfanilamid ab, das ergmdig 1908
gynthetisert wurde und dessen antibiotische Wirkung 1932 von Domagk erkannt  wurde [49].
Die Wirksamkeit beruht auf der p-Aminobenzolsulfonsduregruppe, weshdb ausgehend vom
Sulfanilamid  vide Tausend verschiedene Vebindungen hergestelt worden snd, die
antibiotisch wirksam sind und von denen etwa 30 in Arzneimitteln verwendet werden.

Das Wirkspektrum besteht aus grampostiven und gramnegativen Kokken (Streptokokken,
Pneumokokken, Meningokokken), Actinomycetes, Nocardia, Escherichia coli, Enterobacter,
Klebsiella, Salmonella, Shigella, und anderen.

Auch in diese Gruppe der Chemothergpeutika zéhit Trimethoprim, welches mest gleichzetig
in Kombinationspréparaten gegeben wird, da es im Vehdtnis 1.5 besonders synergistische
Wirkung zeigt. Es latet d9ch in der Struktur hingegen nicht vom Sulfanilamid ab, sondern
besteht aus einem Diaminobenzylpyrimidin (Sehe Abb. 4) [50].

Die bekanntesten und wichtigden Vertreter dieser Klasse snd Sulfamethoxazol (nur im
Humanberaich), Sulfamerazin, Sulfadiazin, Sulfadimidin  (Veterinbanwendung). Es  snd
relativ  kogengiingige Medikamente. Die Therapiekosten liegen zwischen ca 0,3 und
0,5 €/DDD bei Cotrimoxazol®-Praparaterr.

Ord appliziet, werden se be Harnwegsnfektionen, Infektionen der oberen und unteren
Luftwege, der Atemwege, Infektionen im Has-Nasen-Ohren-Bereich, des Magen-Darm-
Traktes, und anderen angewandt. Zusdizlich wird Sulfadiazin auch in Dermatika ds Creme
topisch aufgetragen zur Wundbehandiung nach Verbrennungen und anderen Schédigungen
der Haut [36]. Sulfadimidin i in der Veeinamedizin sehr weit verbreitet zur Behandlung
von Infektionen dler Art, vor dlem mit order Applikation, aber auch ds Sdbe zum
Auftragen auf infizierte Wunden [40].

3 Cotrimoxazol® Kombinationspréparat aus Sulfamethoxazol und Trimethoprim im Verhdtnis 5:1
Sulfamethoxazol wird in Deutschland nur in dieser Kombination as Arzneimittel
angewendet.
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Abbildung 4: Strukturen von Sulfonamiden und Trimethoprim

Die Wirkung der Sulfonamide ist bakteriogtatisch. Aufgrund der strukturdlen Ahnlichkeit zur
p-Aminobenzoesdure (p-ABS) greifen die Sulfonamide in die bakteridlen Synthesewege der
Folsure ein. Se gdten daher ds Antimetabolit und binden andatt der p-ABS an die
Dihydropteroinsdure-Synthetase.  Dadurch  kann  Hydropteroinsdure ads Vorstufe  der
Dihydrofolsdure nicht mehr gebildet werden. Dihydrofolsaure (DHF) wird aber von den
Bakterien bendtigt, um nach Reduktion daraus Tetrahydrofolsdure (THF) zu synthetiseren,
die zur DNA und RNA-Synthese und somit auch fur die Proteinsynthese benGtigt wird [1].

Dieser Effekt der Sulfonamide wirde auch in den Humangtoffwechsd eingreifen, doch den
menschlichen Korper trifft diese Wirkung nicht, da e Folsaure nicht synthetiseren kann und
daher ds Vitamin aus der Nahrung aufnehmen muss. Bakterien hingegen konnen Folséure
nicht von auf3en aufnehmen und werden so nach ener gewissen Zet gehemmt. Bevor es zur
Wachgumshemmung kommt, wird zundchst noch vorhandene Folsaure aufgebraucht, erst
dann wird die Konkurrenz (kompetetive Hemmung) zwischen p-ABS und den Sulfonamiden
gchtbar. Da es sch tatsachlich um eine Konkurrenz und Verdrangung an den Bindungsstellen
des Enzyms handdt, muss auch die Konzentration an Sulfonamiden grol3 genug sein. Wére
némlich mehr p-ABS vorhanden, so wiirden dadurch eher die Sulfonamide verdrangt werden.

Dieser Eingriff in den FolsureMeabolismus kann zusitzlich durch die Gabe von
Trimethoprim (TRI), ds Syneqgid, vesakt weden. TRl i¢ en Hemmdoff der
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Dihydrofolsaurerduktase, durch die DHF zu THF reduziert wird. Durch die kombinierte Gabe
von Sulfonamiden mit TRl wird dso die Folsuresynthese an zwe  unterschiedlichen Stellen,
und somit recht effektiv, unterbrochen.

Obwohl Siugerzdlen sdbst nicht DHF synthetiseren konnen, bedtzen se dennoch die
Dihydrofolsiurereduktase, um aufgenommene DHF in die aktive THF zu reduzieren. Hier
konnte Trimethoprim hemmend engrefen, da aber die Affinitd zur bakteridlen DHF-
Reduktase 52.000 mal hoher ist ds zur DHF-Reduktase des Menschen, stdlt die Gabe fir den
menschlichen Organismus kein Problem dar.

Durch Resgenzmechanismen kann auf verschiedene Weise die Wirkung der Sulfonamide
und des Synergigen abgeschwécht werden: Zum enen kann die Bindungsstelle der
Dihydropteroinséuresynthetase so  verdndert werden, dass ene niedrigere  Affinitéa  for
Sulfonamide resultiet und p-ABS vermehrt gebunden wird. Des weteren kann in der
Bakterienzelle die Produktion von p-ABS erhoht werden, so dass die Konkurrenz durch
Sulfonamide kompensert werden kann. AulRerdem konnen Mechanismen zur Inaktivierung
von Sulfonamiden entwickdt werden, so dass ene versérkte Metaboliserung der Substanzen
erfolgt.

Auch die Aushildung von Resstenzen gegen Trimethoprim kann auf der Verdnderung der
Bindungsstelle des betreffenden Enzyms beruhen. Eine andere Moglichkeit die Wirkung des
Synergisten zu reduzieren, besteht in der vermehrten Produktion des Enzyms, durch die die
vorhandene Konzentration an Trimethoprim kompensiert werden soll [50].

Resgenzen gegen Sulfonamide treten recht héaufig auf, zumd, wenn Sulfonamide nicht in
Kombination mit TRI, sondern ds Einzesubstanzen angewandt werden. Gegen Cotrimoxazol
waren in klinischen Isolaten z.B. von Escherichia coli 23 %, von Enterobacter cloacae 19 %,
von Klebsiella pneumoniae 10 % und von Coagulase-negativen Staphylokokken 30 %
resgent [9]. In Krankenhausabwéssern waren von 12 |solaten 50 % resstent gegen
SMXI/TRI; in 15 Isolaten aus kommunalen Abwéssern waren 40 % resistent [8].

Generdl gilt auch hier, dass besonders die Anwendung in zu niedrig gewdhlten
Konzentrationen oder aber die Gabe Uber enen langen Zetraum das Auftreten von
Resgenzen begingigen. Die kombiniete Gabe von Sulfonamiden und TRI kann aufgrund
der Doppelblockade und der damit verbundenen stérkeren Wirkung, vie stérker die Bakterien

hemmen und s0 die Res senzentwicklung verzogern.
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2.2.5 Gyrasehemmer/Fluor ochinolone

Auch die Gyrasshemmer/Huorochinolone sind, wie die Sulfonamide, synthetisch hergestelte
Subgstanzen, und werden daher zusammen mit ihnen as Chemotherapeutika bezeichnet, da
gch in der Naur keine Vorbilder finden lassen. Von der Grundstruktur her haben se en
Chinolingeris und leiten sch von der 4-Oxochindlin-3-carbonséure ab (sehe Abb. 5) [2].
Ergmdig wurde 1962 mit Naixidinsdure ein Vertreter dieser Gruppe angewandt. Seitdem hat
dgch diexe Gruppe unter anderem durch die Einfihrung eines Huoratoms welterentwickelt,
besonders was das Wirkungsspektrum angeht. Das besondere an diesr Gruppe ist der
Wirkungsmechanismus, der im Gegensaiz zu den anderen Antibiotikaklassen enen neuen
Ansaiz verfolgt, ndmlich die Hemmung der Gyrase.

Die HFuorochinolone wirken bakterizid und haben en bretes Wirkungsspektrum gegen
grampogtive und gramnegative Keime. Se kdnnen auch noch gegen Bakterien wirken, die
afgrund  von  Multiresstenzert  nicht  mehr  sensbd  gegeniiber  viden  anderen
Antibiotikaklassen sind (Reserveantibiotikum®) [50].

Die wichtigden Vetreter diesr Klasse snd Ciprofloxacin, Levofloxacin, Moxifloxacin,
Norfloxacin, Enrofloxacin  (Veterindrbereich). Letzteres kann  durch  Abspdtung  der
Ethylgruppe am Piperazinylring zu Ciprofloxacin abgebaut werden (Sehe Abb. 5).

Eingesetzt werden die Huorochinolone be  Atemwegsnfektionen, bea  bakteridlen
Darmerkrankungen, bel  Harnwegsinfektionen, Infektionen des Has-Nasen-Ohrenbereiches,
Lungenentziindungen, Infektionen des Genitabereiches und auch be  Infektionen der
Knochen. Das im Veerindbereich zugdassene Enrofloxacin wird ebenfdls bel ener Vidzahl
von  Infektionen  (Respirdions-, Digegtionstrakt, bakteridle  Sekundérinfektionen,
Mischinfektionen, etc) be Kdbern, Ferkeln, Schweinen, Puten, Hihnern, ua angewandt
[4Q].

Die Applikation efolgt ord, mit Ausnahme der Anwendung in Sdben und Tropfen ds
Ophthamika (Augenmitte). Preidich liegen die Prgparate deutlich Uber den meisten anderen
Antibiotika. Betragen die DDD-Kosten bei Norfloxacin-Mitteln noch moderate 2 €, so liegen
Ciprofloxacin-Medikamente bel Uber 8 €/DDD.

4 Multiresistenz: Resistenz gegen mehrere Antibiotika aus verschiedenen Klassen, und mit
unterschiedlichen Wirkmechanismen; z.B. Penicilline und Tetracycline

® Reserveantibiotikum:  Antibiotikum, das nur in den Fallen eingesetzt wird, in denen andere Mittel aufgrund
von Resistenzen versagen. Werden zumeist nicht routineméflig, sondern in
Ausnahmefallen angewandt
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Abbildung 5: Srukturen von Gyrasehemmern/Fluorochinolonen

Fluorochinolone wirken bakterizid, indem dge die bakteridle DNA-Gyrase (genauer
Topoisomerase 1) hemmen. Die Gyrase i fur die Bakterienzdle lebenswichtig, um die DNA
in die richtige Form zu bringen, d.h. Se fdtet und verdrillt die DNA (Supercoiling), so dass
ge plazsparend in die Zdle passt. Aber nicht nur die Unterbringung in die Zelle wird dadurch
gewdhrleget, sonden auch normae Vorgdnge wie Replikation, Transskription oder
Reparatur der DNA. Funktioniert die Gyrase nicht mehr einwandfrel, so treten eine Rethe von
Fehlfunktionen auf, die in der Konsequenz den Tod der Zelle bedeuten. Die Fluorochinolone
binden an die Gyrase und bilden sabile Komplexe, so dass die Verdrillung der DNA nicht
mehr gattfinden kann [1].

Dachte man zunéchds, dass es kaum zur Ausbildung von Resstenzmechanismen gegen
Fluorochinolone kommen wirde, so musste man fesstelen, dass die bakteridle Evolution
doch zu verschiedenen Moglichkeiten gefiihrt hat. Eine berunt auf der Verdnderung der
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Bindungsstdlle an der Topoisomerase |l, ene andere auf der aktiven Ausschleusung der
sdrenden Substanzen aus der Zdle. Mitunter Snd diese Resistenzen sehr stark verbreitet, z.B.
waren klinische Isolate von Enterococcus faecium zu 73 % resstent gegen Ciprofloxacin und
zu 85 % gegen Ofloxacin, be den Coagulase-negativen Staphylokokken waren es jewells
45 %. Dagegen zeigten Isolate von Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae und K. oxytoca Ressenzen gegen Ciprofloxacin und Ofloxacin nur zu
5 % und weniger [38]. Isolate aus Krankenhausabwéassern zeigten bei einem Spektrum von 12
verschiedenen Keimen zu kngpp 30 % Redgtenz gegen Ciprofloxacin, in Klaranlagenablaufen
(13 Isolate) waren es jedoch weniger als5 % [8].

2.2.6 Lincosamide

Lincosamide werden sowohl mit Hilfe von Kulturen aus Streptomyces lincolnensis gewonnen
(Lincomycin, ersdmals 1962 isoliert), ds auch durch partidsynthetische Veranderung dieses
biosynthetisch  hergestditen  Antibiotikums  [2].  Aufgrund nur  geringfligiger  chemischer
Vaiaion konnte mit dem Wirkstoff Clindamycin ein hadbsynthetisches Derivat hergestelt
werden, das Uber eine 2- 10fach héhere Wirksamkeit verfligt, als sein natlrliches Pendant.

In der Struktur leiten Se sch von enem subdituieten Pyrrolidinring und enem  Octo-
pyranosd-Ring ab, die Uber eine Amidbindung miteinander verknipft snd (Sehe Abb. 6). Sie
werden mes zusammen mit den Makroliden genannt, weniger aufgrund der chemischen
Struktur, die doch sehr verschieden ig, ds vidmehr wegen der Wirkweise und des
Wirkungsspektrum. Auch die Lincosamide wirken gegen grampostive Kokken, sowie gegen
gramnegative Anaerobierarten, nicht aber gegen Enterokokken und aerobe gramnegative
Bakterien [50].

Se kommen daher zum Einsstz be Infektionen der tiefen Atemwege, des Bauch- und
Beckenraumes, bel Infektionen der Knochen und Geenke, bel bakteridlen Infektionen des
Has-Nasen-Ohrenbereiches, bel  Infektionen im  Zan- und Kieferbereich, sowie bel
Infektionen des weiblichen Geschlechtsbereiches. Dabel erfolgt die Applikation ord mit ener
Vefugbarkeit von 70-90 % des Wirkstoffes [1]. Auerdem wird Clindamycin, wie
Erythromycin auch, in Dermatika zur Behandlung von Hautinfektionen und bei Akne topisch,
as Cremes, in Gelen oder Ldsungen verwendet [36].

Aufgrund der geringeren Wirksamkeit wird Lincomycin heutzutage in der Humananwendung
nur sdten veraoreicht, hier hat Clindamycin einen wesentlich htheren Stellenwert, so dass es
in 2002 mit 58 Mio verordneten DDD im Anwendungsbereich der normaen Infektionen nur
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etlwas sdtener ds das Makrolid Erythromycin (9,0 Mio. DDD) verschrieben worden ist [37].
In der Behandlung von Akne und von anderen Hautkrankheiten i die Verwendung von
Clindamycin deutlich sdtener ds die von Erythromycin (von Lincomycin gibt es ken
Préparat). Die Thergpiekosten sind be diesen Mitteln mit 1€/DDD etwa doppelt so hoch wie
vearglechbare ERY-Préparate. Die Kosten der ord gpplizieten Mittel betragen hingegen
sogar ca 5€/DDD, im Gegensatz zu durchschnittlich 2 €/DDD fur Medikamente auf ERY -
Bass.

Anders seht die Stuation im Veeinabereich aus. Dort wird Clindamycin lediglich in einem
enzigen Prdparat fir Hunde engesetzt [40]. Den Haupttel der Lincosamide macht hier
Lincomycin aus, welches in viden Prdparaten fir Hunde und Katzen, aber auch fir Nutztiere
wie v.a Schwene, Kdber und Hihner, oft in Vebindung mit Spectinomycin (mit den
Aminoglycosden verwandt), zur Behandlung verschiedener Erkrankungen der Atemwege,
des MagenDarmtraktes oder von Gdenkentziindungen eingesetzt wird.

THS CHs THS CHs
—N HC—Cl —N HO—CH
C N—-CH C—N——=CH
/ H / H

o OH o o OH o)

OH OH
S S
OH Sery OH ey
Clindamycin Lincomycin
Abbildung 6: Strukturen von Clindamycin und Lincomycin

Lincosamide haben bekteriostatische Wirkung. Sie wirken, &nlich wie die Makrolide,
wéhrend der Proteinbiosynthese. Dazu binden de an die 50S Untereinheit der Ribosomen
genau im aktiven Zentrum. Hierdurch wird die Resktion der Aminoacyl-tRNA mit dem
Peptidyltranferasezentrum  blockiert, und es kann nicht zur weiteren Elongetion der
Peptidkette kommen; die Proteinsynthese it unterbrochen [1].

Die Hilfsmechanismen der Bakterien, diese antibiotische Wirkung zu umgehen, beruhen auf
dhnlichen Prinzipien wie bel den Makroliden: So konnen Storsubstanzen in den Zdlen, durch
Abbau oder durch Metaboliserung, enzymatisch inaktiviert werden. Ein anderer Weg is die
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aktive Auschleusung aus der Zdle, um die Konzentration zu erniedrigen. Die Verdnderung
der Zidgrukturen (Mutation der RNA), dso des aktiven Zentrums in der 50S Untereinheit, so
dass ene Anbindung der Antibiotika daran nicht mehr geschehen kann, ist ene dritte
Mdoglichkeit.

Da diese Mechanismen sowohl bei den Makroliden, ds auch be den Lincosamiden sehr
ahnlich and, snd Kreuzressenzen gegen diese beiden Gruppen wet verbretet. Vidfach
berunend auf Punktmutationen der RNA, unterscheidet sch das Kreuzresstenzverhaten von
der Stdle der Punktmutation. Geschieht eine Mutation an einem Basenpaar, S0 kann das eine
etwa glechdarke Kreuzresstenz bzgl. Erythromycin und Clindamycin benhdten. Ist jedoch
das néchste Basenpaar verandert, so kann das schon bedeuten, dass Resistenz gegen ERY
besteht, aber keine gegen CL1 [38].

Resgenzen gegen Clindamycin traten in  klinischen Isolaten von  coagulasenegativen
Staphylokokken zu 28 % auf, bel Staphylococcus aureus zu 8 % [9]. Besonders die
Behandlung von Akne, per topischer Applikation, fuhrt vermutlich zu erhdhtem Auftreten
von Resgenzen. So konnte in Untersuchungen der Hautabtupfungen von 72 Petienten und
Isolation der darin  vorkommenden Propionibakterien, gefunden werden, dass bel 65
Petienten (90 %) gegen CLI resstene Keime vorkamen. Dabe hatten von den 72 nur 17
Petienten CLI-hdtige Mittdl in der Zat zuvor angewendet, aber 62 ERY (manche hatten dso
mehrere  Medikamente verwendet), was auf die verbreitete Kreuzresstenz zwischen
Makroliden und Lincosamiden hindeutet. Von den CLI-resistenten Propionibakterien (also
von 65 Patienten (90%)) waren nur Isolate von 32 Peienten gleichzeitig resstent gegen CLI
und ERY [38]. Ba manchen Bakterien kahn dso die Anwendung eines Mittels bedeuten, dass
nicht gegen dieses Mittd Resgenzen entwicket werden, sondern nur gegen en &hnliches.
Dea Einsatz von Antibiotika, besonders der topische, i dso unter Resstenzbetrachtungen
sorgsam abzuwagen.

2.2.7 Aminoglycoside

Die Stoffe diessr Gruppe snd klasssche Antibiotika, die von natirlichen Produzenten
(Actinomyceten) hergestdlt werden und zumelst auch kener weiteren  synthetischen
Veédnderung bedirfen. Als erser Vetreter der Aminoglycosde wurde 1943 Streptomycin
aus Streptomyces griseus von Schatz, Bugie und Waksman entdeckt [25, 55, 56]. Es folgten
Neomycin aus Streptomyces fradiae 1949, Kanamycin aus Streptomyces kanamyceticus 1957
und Gentamicin aus Micromonospora purpurea 1962 [2]. Ein paar weniger bedeutsame
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Vetreter (Amikacin) werden auch partidsynthetisch aus fermentativ  vorgebildeten Produkten
hergestelIt.

De Struktur nach snd es Tri- oder Oligosaccharide, die aus einem mehrfach subdituierten
Aminocyclohexandl-Ring und Zuckern und/oder Aminozuckern bestehen, die glycosdisch
miteinander verkniipft sind (Sehe Abb. 7).

Das brete Wirkspektrum der Aminoglycosde umfast v.a gramnegdive Erreger, wie
Enterobakterien, Pseudomonaden, aber auch Staphylokokken, Samondlen, Shigellen und
Mycobakterien [49, 50]. Diese Erreger missen zwangdaufig aerobe Erreger sein, da die
Aminoglycosde nur Uber en Sauerdoff-abhangiges Trangportsysem in die Bakterienzele
aufgenommen werden. Da anaerobe Bakterien nicht Uber sauerstoffabhdngige Mechanismen
verfiigen, wirken bel ihnen auch die Vertreter dieser Stoffklasse nicht .

Anwendung finden se be Infektionen der Nieren, Han- und Geschlechtsorgane, aber auch
der Haut, der Weichtelle und des Zentrdnervensysems, wobel se sysemisch wirken. Loka
wirkend, werden se be bakteriellen Infektionen von Wunden, und besonders am Auge
angewandt (Uber 40 Mio. DDD dlen ds Ophthdmika, mit durchschnittlich 0,2 €/DDD).
Wichtig bzgl. Sireptomycin it seine Verwendung as Mittel gegen Tuberkulose.

Nicht unbedeutend ig auch die Vewendung in der Tiermedizin, wo ebenfdls Gentamicin,
Kanamycin und Streptomycin zum Einsaiz kommen. Dabel werden se sowohl fir Haus- ds
auch fir Nutztiere verwendet zur Bekampfung von Infektionen des Atmungstraktes, des
Magen-Darmtraktes, der Harn- und Geschlechtsorgane, des Gehdrgangs und anderen, aber
auch zur Behendlung von Mischinfektionen, bel denen Streptomycin in Kombinaion mit
[3- Lactamantibiotika eingesetzt wird.

Zu ewdhnen ig ebenfdls die grundsiizliche Moglichkeit der Verwendung im Obstbau zur
Bekampfung des Feuerbrandes, deren Zulassung aber zur Zeit runt (vergleiche Kap. 2.1.2.3,
S.11[7, 34, 48)).

Aminoglycosde wirken bakterizid, indem Se die Proteinsynthese hemmen. Im Gegensatz zu
den Makroliden und Lincosamiden binden de aber nicht nur dlein an die 50S Einhet der
Ribosomen. Streptomycin wirkt  &hnlich wie die Tetracycline, indem es an der 30S
Untereinheit ansetzt und durch die Bindung zu enem Proten diesr Unterenhet die
Ausbildung des Startkomplexes fur die Proteinsynthese verhindert. Dies bewirkt eine Stérung
der Bindung der N-Formylmethionint-RNA und somit ene Hemmung schon in der
Initiationsphase  [57]. Die anderen Aminoglycosde wirken durch Bindung an bede
Untereinheiten.
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Abbildung 7: Strukturen von Streptomycin und Gentamicin

Das Ansetzen an die 50S Untereinheit hat zur Folge, dass wie be den Méakroliden das
Umdocken der Peptidyl-t-RNA von der Akzeptorselle an die Donorstelle unterbunden wird
und dadurch die Synthese nur unvollsténdig verlauft. Des weiteren werden Fehler bei der
Tradation ausydds, wodurch fasche Enzym- und Strukturproteine aufgrund fascher
Sequenzen entstehen, sogenannte ,Nonsense®-Proteine. Diese haben zur Folge, dass
Membranschédigungen  auftreten, welche zum Audritt von niedermolekularen Bestanditeilen
(zB. Aminosiuren, Nuclectide, Kdium) aus der Zedle fuhren und schlieldich zum Zdltod.
Der Effekt, ob es nur zu fehlerhaften Peptidverlangerungen oder zur Hemmung der Synthese
kommt ist bel den Aminoglycosiden konzentrationsabhangig.

Aber auch gegen die Aminoglycoside haben Bakterien rasch Resstenzen entwickeln kdnnen,
die auf Folgendem beruhen:

- Inektivierung der Subganzen mit Hilfe von enzymaischen Phosphorylierungen,
Adenylierungen, Acetylierungen. Diese Resgenzmechanismen beruhen  auf R-
Faktoren und Plasmiden as Informationstrager, wodurch eine Waterverbreitung recht
einfach moglich igt [49].

- zum Schutz gegen Sireptomycin kann die Bindungsstdle an der Unterenhet der
Ribosomen inihrer Form oder Struktur veréndert werden
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-  sauerdoffabhangige Transportmechanismen der Bakterien durch die Aminoglycoside
durch die Membran in die Zdle eingechleust werden, konnen zeitwelse ausgesetzt
werden

Gegen Gentamicin waren in klinischen Isolaten von Escherichia coli 6 %, Proteus mirabilis
9 %, Enterobacter cloacae 2 % resistent, von Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus
und coagulasenegativer Staphylokokken hingegen 17 %, 14 % bzw. 49 %. Die Redgtenzen
gegen Tobramycin zeigten ein sehr dhnliches Bild [9]. In Krankenhausabwéassern waren 5 von
12 Isolaten (> 40 %) resgent gegen Kanamycin, in Klaranlagenwassern (Zulauf, Ablauf),
sowie in einem Oberfldchengewasser jedoch weniger als 10 % [8].

2.3 Resistenzpr oblematik
2.3.1. Ausmal? und Bedeutung von Resistenz

Wie ewdnt, i es durchaus moglich, dass ein Kam Resstenzen gegen Antibiotika aus
verschiedenen Klassen trégt [38]. Mitunter kann es sogar vorkommen, dass durch erworbene
Multiressenzen scheinbar  kein  Antibiotikum mehr  zu  wirken vermag.  Untersuchungen
zeigten, dass manche Stamme besonders héufig Mehrfachresstenzen tragen. So betrug die
durchschnittliche Anzahl be Pseudomonas aeruginosa-Sté&mmen 6 Resstenzen. Es wurden
auch schon EnterokokkentSt@mme isoliert, die bis zu 14 verschiedene Resstenzen trugen
[27]. Solche Bakterien waren zum Tel nur noch sensbd gegen Resarveantibiotika wie
Vancomycin, welches lediglich in den Fdlen engesstzt wird, wenn andere Antibiotika
verssgen. Allerdings wurden auch schon Erreger gefunden, die gegen dieses Antibiotikum
resistent sind, z.B. Enterokokken (VRE)® [6]. Es ist aber auch moglich, dass Bakterien die
erworbenen Resgtenzen wieder verlieren (wenn der Stamm gewisse Zeit der Substanz nicht
mehr ausgesetzt ist) und dadurch wieder sensibel werden [58, 59].

Schliedich sa erklat, dass auch Bakterien, die ds resstent bezeichnet werden, sich noch
welter mit dem Wirkstoff behandeln lassen, gegen den diese Resstenz besteht. Es wird sogar
von wissenschaftlicher Seite empfohlen, gegen solche Erreger welterhin diesen Wirkstoff zu
verwenden, jedoch mit deutlich hoheren, hemmenden Konzentrationen, um die Bakterien s-
cher abzutéten. So wird verhindert, dass Resistenzen gegen die Stoffe weitergegeben werden
und dem vorgebeugt, dass Resstenzen gegen andere Antibiotika entstehen [60] Da sich der

6 VRE: Vancomycin resistente Enterokokken
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Beyiff ,Resgenz’ auf eine festgdegte Einsatzkonzentrationen der Antibiotika bezieht, heil¥
»Resgenz‘ namlich nicht, dass ein Stoff Uberhaupt nicht mehr wirkt.

Man muss in eénem solchen Fal eben die Konzentration mindetens auf die minimde
Hemmkonzentration (MHK) erhthen Liegt be Escherichia coli die MHK z.B. be 2 mglL
Ampicillin, so heil¥ das, dass man mindesens eine slche Konzentration verwenden muss,
um E. coli wirksam zu bekdmpfen. In Deutschland snd die Begriffe ,resgtent”, ,intermediar”
und ,sensbd“ gemd? ener DIN-Vorschrift’ definiet [61-64]. Diese gibt fir jedes
Antibiotikum im Einzdnen die Konzentrationstufen an, die as Grenze fur Senghilitét bzw.
Resgenz, bezogen auf gewisse Kontrollsdmme, gdten. So snd bespidsveise ds
Grenzwerte fur Erythromycin angegeben: sensbe < oder = 1 mg/L, resstent > oder = 4 mg/L
(intermedidr = 2 mg/L) [65. Die minimde Hemmkonzentration von Erythromycin fir
sensble Stamme darf hier dso hochstens 1mg/L betragen. Liegt die MHK darunter, wird das
Wachsum aso vidleicht sogar schon be 0,25 mg/L gehemmt, 0 i der Stamm natirlich
ebenfdls sensbd. Wéchs en Stamm dagegen noch ba ener Konzentration von 4 mg/L und
wird erst bei 8mg/L gehemmt (Angieg der MHK), so gilt ds resgent, kann aber immer noch
mit dem gleichen Antibiotikum bekampft werden.

2.3.2 Audldsung von Resistenzen

Die Entsehung von Resgenz ig en Vorgang, der sowohl von der Konzentration der
Antibiotika, ds auch von der Dauer der Einwirkung abhéngig ist [6, 7, 9. Bea den
Ublicherweise eingesstzten Konzentrationen ist durchaus auch mit der Induktion von
Redgenzen zu rechnen, sofern diese Konzentrationen nicht gerade bakterizid wirken.
Besonders die Anwendung in subthergpeutischer Doserung (sai es falschlicher Weise oder
gewollt, sehe Kegp. 2122) geht im Vedacht, die Ausbildung von Redgenzen zu
unterstitzen.  Allerdings muss  unterschieden  werden  zwischen der Entwicklung  von
Resgtenzen (z.B. durch Mutationen der Plasmide) und der Verbreitung und Weitergabe. Steht
die Entwicklung direkt in Abhéngigkeit von der Anwesenheit von Antibiotika, so kann die
Weitergabe durch Transduktion, Transformation und Konjugation auch ohne deren Présenz

weitere Grenzwerte, die zur Beurteilung der Sensibilitdt oder Resistenz eines Stammes
herangezogen werden konnen, gibt das NCCLS (National Committee for Clinica
Laboratory Standards), das SFM (Comité de |I” Antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie Communiqué), das BSAC (British Society for Antimicrobial
Chemotherapy) oder das GENARS (German Network for Antimicrobial Resistance
Surveillance)
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dattfinden, da es hier nur um die Verbreitung oder den Austausch von genetischem Materid
geht, welches die erforderliche Information schon enthdt [1].

Durch Untersuchungen klinischer Isolate (Sehe auch Kap. 2.2) konnte gezeigt werden, dass
die Ublichewedse in de Humanr und Veeindmedizin engesstzten Konzentrationen
(thergpeutisch,  prophylaktisch, oder ds Legungsforderer in  subtherapeutischen  und
nutritiven Dosen) zur Resstenzentwicklung fuhren konnen [5, 7, 9]. Allerdings gdlt sch die
Frage, welche Konzentrationen mindestens erforderlich snd, um ene Resstenz auszuldsen.
Denn auch wenn gewisse Konzentrationen nicht gerade bakteriogtatisch oder bakterizid
wirken und eine Wachstumshemmung nicht direkt deutlich schtbar wird, so kann es dennoch
sn, dass dlen die Anwesenheit der Stoffe dazu fuhrt, dass Bakterien manche Prozesse
umgdlen. Die Anwendung in subthergpeutischer Konzentration hat zwar keine abtttende
Wirkung, aber es entdeht dennoch mdglicheweise eine Beenflussung oder Hemmung, da
zB. éne gewisse Anzahl von Bindungsstdlen besstzt wird oder Zidmechanismen in den
Bakterien beainflusst werden, was sich auf VVorgange in den Bakterien auswirken kann.

Dies geschieht in den Fdlen und ab den Konzentrationen, durch die das mikrobiologische
Gleichgewicht eines Biotops (z.B. Schleimhéute, Darm, Haut) gestért wird. Werden durch die
Anwesenheit bestimmter Konzentrationen sensble Bakterien in ihrem Wachsum  behindert,
0 konnen hingegen resgente Mutanten Wachdumsvortelle elangen. Dazu  snd
normaeweise Konzentrationen ndtig, die Uber dem Bereich der minimaden Hemmkonzen
tration liegen, dso im niedrigen mg/L Bereich (bei manchen Spezies liegt diessr sogar nur bel
10-30 pg/L [63]). Es gibt aber auch Mechanismen, die bel Konzentrationen darunter ausgel 6t
werden, z.B. regulatorische Prozesse, wie die Erhohung der Produktion von Substanzen,
damit Zdlvorgdhge weter ablaufen konnen, oder Produktion von Enzymen zur
Ausschleusung von Storstoffen aus der Zdle, so dass vorlbergehend ene erhdhte Toleranz
gegentiber Antibiotika bestent [66]. Solche regulatorischen Prozesse ddlen aber keine
gigentliche Resstenz dar, die durch Gentransfer weitergegeben werden kann. Wéhrend die
nicht-gengesteuerten  Mechanismen zum Schutz  der  Bakterienzdlle schon be  ewas
niedrigeren Konzentrationen aktiviet werden, die mdglicherweise im  ug/L-Bereich liegen,
and zur Induktion von Resgenzen dso Konzentrationen ndtig, die gewohnlich im mg/L-
Bereich liegen, in Ausnahmefdlen (je nach Medium und Bakterienart) auch etwas darunter.

Neben diesr ,ezwungenen* Resgenz kann es dlerdings auch zu natirlichen Resgenzen
kommen, aso ohne den Sdektionsdruck, den Antibiotika ausiben. Wie bereits gesagt,
handdt es dch be den Redgenzen oft um Mutationen der Gene. Diese konnen in
Bakterienzellen durchaus auch spontan auftreten, was mit ener Wahrscheinlichkeit von 10°®
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bis 10'° geschient [67, 68]. Im Normafal sind diese Mutanten dem Wildtyp unterlegen, doch
wenn Antibiotika auftreten, haben se einen entscheldenden Vortell.

2.4 Einsatzmengen

2.4.1 Therapeutische Dosen von Humanar zneimitteln

Die MHK® der meisten Antibiotika zur Einteilung in sensible und resistente Keime liegen firr
die Hemmung von sensblen Kemen meg im Bereich von wenigen mg/L. Da dies aber nur
ene Schwele zur Abgrenzung i, kann es san, dass die tatsichliche MHK der meden
Keime noch deutlich darunter liegt, dass se dso schon in geringeren  Konzentrationen
abgetttet werden. Dies hangt aber sowohl von den Keimen, ds auch entscheidend von den
Antibiotika ab. Um dcherzugelen, dass eine hemmende Wirkung auch tatsichlich auftritt,
muss die Konzentration, der die Bakterien ausgesetzt werden, mindestens so hoch wie die
aktudle MHK sain, besser deutlich dartiber und Uber eine gewisse Dauer. Das heild aso, dass
ene Konzentration be systemischer Anwendung im Koérper durchschnittlich eher 5-20 mg/L
betragen sollte (oft wird daher eine Spitzenkonzentration des Serum- oder Gewebespiegels
von enem Mehrfachen, sogar das 10-20fache, der MHKgo des Erregers erreicht und
angestrebt [69-72]°%). Damit diese Konzentrationen wahrend der Therapie auch (iber enen
gewissen Zetraum im Korper vorliegen und der Taspiegd nicht oder nur sdten unter die
Wirkungsschwele absankt, it es nétig, dass manche Préparate mehrmas téglich genommen
werden missen [73, 74]. Grund dafir ist die unterschiedliche Habwertszeit der Substanzen
im Korper [74-76], die je nach dem 1 Stunde, aber auch 70-100 Stunden lang sein kann (Sehe
Tab. 2). Um fir Prparate der gleichen thergpeutischen Gruppe ene gleiche Wirkungsstérke
zu erechen (auch unter Bericksichtigung des Abbaus), bedirfen manche schwécher
wirksame ener hoheren Doserung as andere. Daraus ergeben sch die Unterschiede in den
DDD. Zwischen verschiedenen thergpeutischen Gruppen (z.B. Behandiung von Infektionen
versus Aknethergpie) ist die Wirkungsstérke jedoch nicht zu verglechen, da unterschiedliche
Indikationen behandelt werden sollen. Auch i eine Vergleichbarkeit zwischen topischer,
order und parenterder Applikation nur schwer moglich.

8 gemal DIN 58940

9 MHKgo Minimale Hemmkonzentration, bei der 90 % der isolierten Erreger in ihrem Wachstum
gehemmt werden, 10 % brauchen nicht mit Hilfe dieser Konzentration gehemmt zu
werden
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Tabelle 2: Halbwertszeiten, Applikationshaufigkeit, und errechnete tagliche Dosen
verschiedener Antibiotika bei oraler Applikation
Antibiotikum Halbwer tszeit Applikation [mg] tagl. Dosis'® DDD [mg]**
[mg]
Amoxidllin 1-2h 2-4x 1500-3000 1000
Azithromycin >14h 2 a600 pro Woche - 300
Cefdoclor ~2h 3x 500 1500 1000
Cefixim ~2h 1x 400 400 400
Ciprofloxacin 3-4h 2 x 125 his 2 x 500 1000 1000
Clarithromycin 2-5h 2 X 250 500 500
Clindamycin 2-3h 4 X 600-1800 1200
Doxycydin 10-20 h 1 x 200 200 100
Erythromycin <25h 2-4X 1500-2000 1000
Hudoxadillin 1-2h 3x2a500 3000 2000
Levofloxacin 7-8h 1 x 250 bis 1-2 x 500 500-1000 500
Moxifloxacin >10h 1 x 400 400 400
Sulfamethoxazol 10 h 2 x 800 1600 2000
Tecoplanin 70-100 h 1 x 400 400 400
Trimethoprim 10 h 2 x 160 320 400
Vancomycin 6-8h 4 x 250 1000 2000

Nimmt man eine Standardtagesdosis von 1000 mg an, so ergibt sich direkt nach Applikation,
unter der Annahme, dass ein Erwachsener 50 kg flUssgketshdtiges Gewebe hat (adso
anndhernd 50 L), eine Gewebekonzentration von 20 mg/L. Sinkt diese bedingt durch ene
Abnahme wahrend des Tages bis zur nachsten Applikation um 50-75 %, so resultiert dennoch
en Tdsgiegd von 5-10 mg/lL, der auseichen soll, um ene Hemmung weiter zu legen.
Bezogen auf das Korpergewicht liegen die durchschnittlichen téglichen Dosen je nach
Wirkungsstérke der Substanz zwischen 5 und 50 mg/kg Korpergewicht. In  schweren

10tagl. Dosis

1 ppD

aus der Applikation berechnet

gemad ATC/DDD Index des WHO Collaboration Centre for Drug Statistics

M ethodology
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Infektionsfdlen kann diese Konzentration auch schon ma auf 100 mg/kg KGW/d angehoben
werden (z.B. ba Hucloxacillin [36]).

Schwieriger abzuschétzen snd die Konzentrationen, die be lokder Applikation auftreten. Da
aber das Auftragen der Sdben, Cremes oder Tropfen nur auf kleine FHiéchen erfolgt und keine
wetere Vetdlung geschiet, snd hier die DDD deutlich klener as be order oder
parenteraler Anwendung.

2.4.2 Therapeutische und leistungsfordernde Dosen in der Veterinaranwendung

Die Hemmkonzentrationen, die zur Bekdmpfung von Kemen eforderlich snd, snd
weltestgehend unabhéngig vom Wirtsorganismus [7]. Folglich sollten auch die Serum- und
Gewebekonzentrationen der Antibiotika zur therapeutischen Behandlung im Tier &nlich
der bem Menschen s@n. Doderungen von Tierazneimittd-Préparaten werden gewohnlich
direkt in mglkg KGW angegeben, so dass die Gabe auf pdes Tier individudl nach der Grole
abgestimmt werden muss. Eine andere Ubliche Doserungsat efolgt Uber die Einmischung
ins Futter, oder in das Trinkwasser, so dass die Konzentrationen darin auf die Futter- bzw.
Trinkwasser- Aufnahme des Tieres abgestimmt werden muss [40].

Die Mengen pro kg KGW sind vergleichbar mit der Anwendung bem Menschen. Sie liegen
zwischen 25 mglkg KGW/d zum Beispid fur Enrofloxacin, 10-40 mg/kg KGW/d Ampiaillin,
20 mg/lkg KGWI/d fir Chlortetracyclin und 50-100 mg/kg KGW/d fur Sulfadimidin. Um zu
verhindern, dass ein gewisser Tdspiege unterschritten wird, i es in Abhdngigkeit von der
Habwertszeit im  Tierkérper eforderlich, manche Prdpaate mehrmds am Tag zu
verabreichen. Nimmt das Tier die Wirkstoffe selbsténdig Uber das Futter auf, so braucht nicht

damit gerechnet zu werden, dass die Konzentrationen einen Sollwert unterschreiten.

In der Lestungsforderung werden die Wirkstoffe nur direkt mit dem Futter aufgenommen.
Da de af de Damflora lecht hemmende Effekte haben sollen, bzw. deren
Zusammensgtzung in énen gewlnschten Bereich verschieben sollen, snd die eingesetzten
Mengen deutlich niedriger ds in der thergpeutischen und prophylaktischen Anwendung [5,
27, 30, 40]. Dadurch, dass es aber andere Wirkstoffe sind, sind die Dosen jedoch nicht direkt
vergleichbar. Zur Einmischung in das Futter, oder auch in direkter fertiger Mischung bestehen
fur die vier erlaubten Wirkstoffe Mindest- und Hochstgehdte, die eingehdten werden miissen
und die einen leistungsfordernden Wirkbereich einschlief3en (sehe Tab. 3) [77].
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Tabelle 3: Zidtierarten und Grenzwerte flr antimikrobielle Leistungsforderer in

Alleinfuttermitteln [ mg/kg]

Wirkstoff Tierart Mindestgehalt Hochstgehalt
[mg/kd] [mg/kg]
E717  Avilanydn Ferkel 20 40
Mastschweine 10 20
Masthiihner 2,5 10
E712  Havophospholipol Kaninchen 2
L egehennen 2 5
Trut-, MasthUhner 1 10
Ferkel 10 25
Schweine 1 20
Kéaber 6 16
Mastrinder 2 10
E714  Monensn Mastrinder 10 40
E716  Sdinomydn-Natrium Ferkel 30 60
Mastschweine 15 30

Im Vergleich dazu liegen die Datierungen von Futtermitteln mit thergpeutischen Antibiotika
deutlich hoher, zB. Erythromycin wird mit 100 mg/kg Futtermittel fur Zuchtsauen und Ferke
verabreicht, Chlortetracydin bis 600 mg/kg Futtermittel fir Schweine und 400 mgkg flr
Gefligd, Sulfadimidin sogar bis 2000 mgkg Futtermittel fir Schweine und Kdber. Die
prophylaktisch eingesetzten Mengen betragen etwa die Héfte davon [40].

Die zur Ledungdorderung eingesetzten Stoffe werden, verdlgemenet gesagt, nur in
Konzentrationen eingesetzt, die ein Zehntd und weniger der thergpeutischen Dosen betragen.
Folglich liegen auch die Serum und Gewebekonzentrationen in diessr Grolenordnung unter
der therapeutischen Dosis und damit in eénem Bereich, der gerade an der Hemmschwelle fur
die Bekampfung von Bakterien liegt. Ba Monensn flir Madtrinder muss sogar extra darauf
geechtet werden, dass die eingesstzten Mengen nicht zu hohe Gehdte im Tier ergeben.
Gemd? ene Mittalung der EU-Kommisson [77] muss die Gebrauchsanweisung folgenden
Hinwels enthdten: “Die Menge an Monenan-Narium in der Tagesration daf fur 100 kg
Korpergewicht 140 mg nicht Uberschreten”. Daraus ergibt dch ene theoretische
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Konzentration im Serum oder Gewebe von ewa 2 mg/L, aso dnlich dar MHK-Schwelle
mancher Antibiotika fir sengble Keme (sehe 2.3.1).

Neben dem Einsaz ds antimikrobidle Legungsorderer, werden solche Antibiotika
(Monengn, Sdinomycin) in Futtermitteln auch zu enem anderen Zweck, namlich ds
Zusazgoffe zur Verhinderung der Kokzidiose und Hisomoniads eingesatzt. Dabe liegen die
Konzentrationen in der gleichen Grolenordnung, wie bel den Lesungdforderern, dso nahe
der thergpeutischen Effektivité.

2.5 Verkaufs- und Absatzmengen

Insgesamt, ds Summe dler Anwendungen be Menschen und Tieren, wurden 1997 in der EU
(inkl. Schweiz) 12752 t Antibiotika verbraucht. Davon wurden 7.659 t fur de
Humananwendung und 5093 t im Veterindbereich angewendet. Zum therapeutischen und
prophylaktischen Einsatz kamen hiervon 3494 t, zur Lestungsférderung 1.599 t. Im Jahr
1999 nahm die Gesamtmenge (bezogen auf 1997) um knapp 4 % zu, wahrend die Menge an
Leisungsforderern um 50 % abnahm [28]. Thergpeutische und prophylaktische Zwecke bei
Mensch und Tier lielen die Antibiotikeabsitze um jewels etwa 11 % andeigen (Sehe
Tab. 4).

Tabelle 4: Einsatzmengen von Antibiotika in der EU (inkl. Schweiz)

Einsatz 1997 1999 Differenz
Gesamtmenge 12.752t 13.216t + 36%
Humananwendung 7.659t 8.528t +11,4%
Veterindranwendung 5.093t 4.688 t - 80%
- therapeut./prophylakt. 3494t 3.902t +11,7%
- Leisungsforderung 1599t 786t - 50,8 %

Grund fir den daken Rickgang bel den Lesungdorderern igt wahrscheinlich, dass
zwischen 1997 und 1999 dlein finf Substanzen fir diesen Zweck verboten worden sind [44,
78], namlich Avoparcin, Zink-Baditracin, Virginiamycin, Tylosn und Spiramycin. Mit dem
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Verbot von Carbadox und Olaquindox 1999 dirfte der Bereich der Leistungsforderung
seitdem noch sérker zurlickgegangen sein. Das erwéhnte Verbot dler Lestungsforderer, bis
auf Avilamycin, ab 2006 wird sein Ubriges tun, dass dieser Bereich weiter abnimmt.

Fir Deutschland gibt es keine genauen Angaben was die Gesamtabsatzmenge betrifft, oder
auch die Menge an verbrauchten Veterindrantibiotika. Spezidl zu letzterem gibt es nur grobe
Abschétzungen oder regionde Erhebungen, die aber nicht unbedingt représentativ fir das
gesamte Bundesgebiet sind, da die Landwirtschaft regiond sehr verschieden orientiert ist [79-
83]. Als Trend war in solchen Untersuchungen und Befragungen jedoch feststdlbar, dass in
der Veterindranwendung der beobachteten Regionen in Deutschland vor dlem Tetracycline
mit Uber 50 % den Haupttell ausmachten (Sehe auch [84]). Daneben wurden knapp 20 %
Sulfonamide eingesetzt und danach folgten erst Aminoglycoside und andere'?.

2.5.1 Absatz von Antibiotikaim Humanberech

Antibiotika zur Humananwendung wurden 1998 in Deutschland gemd? ener Erhebung mit
412t verschrieben. 103 t davon wurden in Kliniken und Krankenhdusern verwendet, der Rest
nach Verschreibung durch niedergdlassene Arzte [31]. Dabel wurde festgestellt, dass der
Verbrauch innerhdb der letzten Jahre detig leicht andieg. Nach einer anderen Abschétzung
fir das Jar 1995 wurden in Deutschland beispidswvese 25128 t Amoxidllin im
Humanbereich verwendet, 140 t Penicillin V, 16-76 t Sulfamethoxazol, 3-15 t Trimethoprim,
4-20 t Erythromycin, 8-16 t Doxycyclin [15]. Neuere Zahlen bieten das Inditut fir
Medizinische Statigik und das Umwetbundesamt, die den Humanbereich genau auftrennen
zwischen Hospital und Apotheke (sehe Tab. 5) [85].

2 Tierarzneimittel Gemal3 einer Schatzung der FEDESA (Fédération Européene de la Santé des Animaux;
europdischer Verband fur Tiergesundheit) aus dem Jahr 1998 wurden in Deutschland
zw. Juli 1997 und Juni 1998 insgesamt 500 t Antiinfektiva im Veterindrbereich
angewandt .
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Tabelle5: Verkaufsmengen von verschiedenen, absatzstarken Antibiotika der
Humananwendung in 1998 und 2001 [ kg/a]

Substanz 1998 1998 2001 2001 1998 2001
Hospital Apotheke  Hospital Apotheke Gesamt Gesamt

Amoxidllin 13068,0 92282,7 12574,2  102809,8| 105350,6 115384,0
Ampidllin 11734,1 2613,6 11487,2 1932,1 14347,7 13419,3
Ciprofloxadn 4423,1 8421,9 5588,5 12384,8 12845,1 17973,3
Clindamycin 2021,3 8142,4 3062,5 13018,3 10163,7 16080,8
Doxycydin 369,7 13109,7 304,6 12039,6 13479,5 12344,2
Erythromyain 1586,1 25456,3 1279,0 17920,0 27042,3 19199,0
Peniallin V 1530,7 88452,2 1360,0 81163,3 89982,9 82523,3
Sulfamethoxazol 7297,6 51066,2 6539,2 47061,1 58363,9 53600,3
Trimethoprim 1531,5 10964,5 1369,0 10057,6 12496,0 11426,6
Vancomycin 716,7 60,4 986,9 61,5 777,1 1048,4

Anhand der Tabele kann man deutlich sehen, dass es grof¥e Unterschiede in den
Verschreibungspraktiken gibt: Manche werden deutlich héufiger von niedergelassenen Arzten
verordnet, wohingegen andere fast nur im Krankenhausbereich zum Einsatz kommen (z.B.
Vancomycin, welches ds Reserveantibiotikum gilt). Auch zwischen verschiedenen Jahren
kann es zu Vednderungen kommen. Der Trend bei den Makroliden und Lincosamiden
(weniger ERY, dafir mehr CLI) hat sch auch im folgenden Jahr welter fortgesetzt [37].
Grinde dafir konnen héufig das Erscheinen eines Generikapraparates auf dem Markt sein, die
Neueinfihrung von anderen Wirkstoffen oder aber eine veranderte Redgtenzdtuation. Was
die Gesamtzahlen betrifft, so machen dleine die hier ausfgeiseten 10 Substanzen ene
Verkaufsmenge (in 2001) von Uber 340 t aus. Davon wurden im Schnitt 15 % CUber die
Hopitdler abgesetzt. Diese Zahl setzt sch dlerdings sehr unterschiedlich zusammen: Bel
Ampicillin betrug der Anteil der Hospitder 86 %, be Vancomycin sogar mehr ds 94 %. Im
Gegensatz dazu geschah der Absatiz von Doxycydin und Penidllin V' mit jewels mehr ds
97 % fast auschliefdich Uber die Apotheken.

Um zu aktudlen Zahlen zu gdangen, i es ndtig, die Anzahl der gesamten verordneten Dosen

enes Wirkdoffes innerhadb des gewlnschten Jahres zu kennen, was aber anhand des
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aktudlen Arzneverordnungsreportes [37] moglich ist. Erschwerend kommt alerdings hinzu,
dass die Wirkgoffe in verschiedensten Indikationsgruppen verwendet werden, und ene
Vidzahl von Prdparaien betrachtet werden muss. Hat man die Gesamtzahl der verordneten
Tagesdosen, so kann man durch Verrechnung mit den DDD (Werte der WHO snd dffentlich
zuganglich [86], es konnen DDD auch anhand der Applikationen der verschiedenen
Medikamente abgeschétzt werden) fir den jewdligen Wirkstoff ene verordnete
Gesamtmenge pro Jahr erhdten. Bepidhaft sa dies hier fir en paar Substanzen getan,
wobe es sch zum einen um solche Prdparate handdt, die nicht derma appliziet werden,
sondern auschlieldich ord oder parenterd (bei Saben, Cremes und Gelen ist die Angabe
ene DDD sehr schwierig, da mit diesen topischen Mitteln, je nach Aussehen der Infektion
unterschiedlich grof®e Héchen behanddt werden). Ergdnzend sa aber auch fur topisch
aufgetragene  Antiaknemittel am Beispid von Prpaaen des Erythromycins ene solche
Berechnung versucht.

25.1.1 Amoxicillin (ds mengenmd3ig bedeutendstes Antibiotikum)

Sortiert nach Anwendungsgebieten, aso den Hauptgruppen der Arznemitte, werden in
Deutschland  Amoxidllin-Prégparate nur as generéle Antibiotika/Antiinfektiva (Hauptgruppe
10 des Arznemitteverzeichnisses fir Deutschland ,Rote Ligte') verwendet. Daneben gibt es
en Prgparat, das als Magen-Dam-Mittel (Hauptgruppe 60) angewandt wird. Innerhalb der
HG 10 gab es 66,2 Mio. verordnete DDD mit Amoxicillin as dleinigen Wirkgoff, und 4,9
Mio. DDD ds Kombinationsprégparat mit Clavulansdure bzw. Flucloxacillin. Das Prgparat der
HG 60 wurde mit 1,1 Mio. DDD in 2002 verordnet. Bel den Einzelwirkstoffpréparaten wird
je nach Schwere der Infektion eine Tagesdosis von 1,5-3 g angestrebt (im Mittd aso 2,25 g),
be den Kombinationsmedikamenten und dem Magen-Darm-Mittel eher 1,5 g. Bezogen auf
diese DDD, wurden von Amoxicillin 2002 etwa 158 t verwendet. Bezieht man die
Verschreibungen auf die DDD der WHO von 1000 ng, so sind es etwa 72 t, die abgegeben
wurden. Da bei Amoxicillin die Anwendungsdosis stark von der Infektionsart abhangt, ist
ene genale Aussage betreffend Gesamtanwendungsmenge nur sehr bedingt zu treffen. Se
wird wohl zwischen den beiden berechneten Werten liegen.
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2.5.1.2 Cotrimoxazol® (Sulfamethoxazol/Trimethoprim- K ombinationspréparat)

Diese Wirkstoffe werden nur in Hauptgruppe 10 angewendet, aso zur dlgemeinen
Behandlung von Infektionen. Dabel werden de nur in der Kombination von 51 (auf die
Mase bezogen) angewendet. Trimethoprim  besteht darlber hinaus auch  ds
Einzdmedikament af dem Markt, zéhit aber nicht zu den Medikamenten mit héufigem
Einsaiz. Die zwe enzigen Prgparate, in denen es ds Einzdsubstanz verwendet wird, wurden
mit ingesamt 1,1 Mio. DDD zu 400 mg (WHO ebenfdls 400 mg) verschrieben.
Demgegeniiber wurden von den Kombinationspraparaten 25,2 Mio. DDD*® verordnet, wobei
die DDD fur Sulfamethoxazol 1600 mg (WHO 2000 mg) und fir Trimethoprim 320 mg
betragen. Insgesamt wurden somit im Jahr 2002 ca. 40 t (50t, gem. WHO-Werten) an SMX
und knapp 9t (11 t, WHO) an TRI in Deutschland im Humanbereich angewendet.

2.5.1.3 Phenoxymethylpenicillin (Peniallin V)

Dieses klasssche [3-Lactamantibiotikum ist im Humanbereich, wie auch Cotrimoxazol, nur in
Préparaten zur dlgemeinen Bekdmpfung von Infektionen zu finden (Hauptgruppe 10). In
dieser Gruppe exisieren 22 Prgparate, die PCV ds dlenigen Wirkgtoff verwenden und en
Préparat, in Kombination mit Benzathin. Von diesen 23 Mittdn zéhlen 16 zu den 3000
verordnungsstérksten Medikamenten in Deutschland. Die redlichen Seben snd bel ener
Verordnungshaufigkeit von  jewells weniger ads 33 Tausend Veschrelbungen (nach
Umrechnung in verordnete DDD sind das weniger ads 0,3 Mio. pro Medikamert, dso weniger
ds 21 Mio. DDD gesamt) nicht in der Liste der haufigsten aufgefihrt und haben daher nur
untergeordnete Bedeutung; zumd die redlichen Prégparate mit 339 Mio. DDD mindestens
94% der PCV-Mittd dbdecken. Mit ener durchschnitilichen Tagesdoss von  etwa
2000 mmg/Tag (3-4 x 590mg reinem Wirkstoff, -WHO auch 2000 mg-) ergibt dies ene
Gesamtmenge von etwa 68t Penicillin V, die in Deutschland im Jahr 2002 verschrieben

wurde.

13 Cotrimoxazol-Prap. Gemald Rote Liste 2002 waren im Jahr 2002 in Deutschland 21 Sulfamethoxazol-
Préparate (in Kombination mit Trimethoprim) auf dem Arzneimittelmarkt verfligbar.
Die hier aufgefiihrten 25,2 Mio. DDD stammen von 16 Praparaten, die zu den 3000
verordnungsstéarksten Medikamenten gehdrten. Die flnf restlichen Préparate wurden
mit jeweils weniger as 0,2 Mio. DDD deutlich seltener verschrieben (insgesamt unter
1 Mio. DDD; genaue Zahlen sind jedoch nicht verfiigbar)
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2.5.1.4 Erythromycin

Erythromycin wird in verschiedenen Arzneimittelgruppen eingesetzt, so dass es ene Vidzahl
von Medikamenten gibt, von denen dlerdings enige recht sdten verordnet werden, somit
kaum Bedeutung haben und hier in der Berechnung nicht enbezogen werden. Betrachtet
werden daher nur Medikamente, die unter die 3000 am haufiggen verordneten fdlen. Die
Haupteinsatzgebiete snd die ,normae’ Bekdmpfung von Infektionen (HG 10: Antiinfektiva)
und die Behandlung von Akne (HG 32: Dermaika); daneben gibt es auch den Einsaz in
Augensaben (HG 67: Ophtalmika) und in Hustenmitteln (HG 24: Antitussva/Expektorantia).

Die Prgparate der HG 10 werden, wie schon in Tab. 2 aufgeftihrt, mit téglichen Dosen von
1500-2000 mg eingesetzt (WHO 1000 mg). In diese Indikation fiden Verschreibungen von
9,0 Mio. DDD, was eine Masse von 13,5-18 t (9 t, WHO) bedeutet. Die Anwendung im Fal
der Aknebehandlung, ergab im Jahr 2002 sogar 9,8 Mio. DDD von Einzdpréparaten und 8,1
Mio. DDD von Kombinationsprgparaten (mindestens, da ja verschreibungsschwache
Medikamente nicht darin enthdten sind). Die Prdparate (Einze- und Kombinations-) snd
meis auf Konzentrationen von 2-4 % engedelt. Einzene Ldsungen, Sdben oder Gede
enthdten auch nur 1 % des Wirksoffes Zumeds efolgt die Anwendung zwemd taglich,
morgens und abends, wobel die Mitte (dinn) auf die betroffenen Hautstelen aufgetragen
werden. Am Anfang ener Behandlung, dso in den ersen vier Wochen, kommt héufig die
Séakere Konzentration zum Einsatz, die dann in der Fortfihrung durch die geringer
konzentrierten Mittel ersetzt wird. Dabel kann sch die Anwendung oft Uber vide Wochen
erstrecken, s0 dass auch Behandlungen von bis zu dre Monaten erreicht werden. In den
verschiedenen Aknefdlen, in denen solche Mitte verschrigben werden, gibt es zum einen
Petienten, bei denen nur enzene klene Stelen behanddt werden, zum anderen aber auch
Petienten, bel denen grol3ere Partien des Geschts, auch des Ricken und des Brustbereiches
behanddt werden. Werden in ersterem Fal recht geringe Mengen der Losungen bendtigt
(mdglicherweise nur 05 mL oder g pro Tag), so kann es im anderen Fall durchaus zu Mengen
von 1-2 mL taglich kommen.

Sazt man fir die Abschdizung enes Gesamtaufkommens von derma  applizieten ERY-
hdtigen Mitteln die mittlere t&gliche Menge auf 1 mL bzw. g der Préparate, so ergibt dies bel
durchschnittlich 2 %igen Ldsungen ene mittlere tégliche Doss von 20 mg (WHO-Werte
exidgieren nicht). Insgesamt werden dso be 17,9 Mio. verordneten DDD nur 04t
Erythromycin durch topische Mitted im Humanbereich verbraucht. Verglichen mit den ord
genommenen Mitteln nur en Viezigdd. Auch unter Vewendung ener madglicherweise
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hoheren Einzddoss von 1 g enes demd applizieten Mittds be ener zwemdigen
Auftragung pro Tag dso 2 g, so Snd die sch daraus ergebenden Q8 t doch vergleichsweise
unbedeutend.

De Einstz in der HG 67 efolgt nur durch en enziges Mittd, von welchem aber 38 Mio.
DDD verordnet wurden. Bel diesem Augenpréparat  efolgt die Anwendung ds Sdbe
(Konzentration = 5 mg/g) oder ds Tropfen (5 mg/mL) mehrmds téglich (dle 2-3 h 1-2
Tropfen*), wobei insgesamt schdtizungsweise 5-10 mg ERY pro Tag verwendet werden. Die
Gesamtmenge dieses Ophthamikums dirfte dso 0,04t im Jahr nicht Uberseigen und wird
somit nur @nen vermnachldssgbaren Antel am  gesamten ERY-Aufkommen  liefern.
Berlickschtigt man die enzdnen Anwendungsgebiete, so  ergibt sch  en  totder
Jahresverbrauch 2002 in Deutschland von 14-191t.

2.5.1.5 Clindamycin

Eine auf andogen Berechnungen baserende Daenerhebung ergibt fur Clindamycin, welches
in @nlicher Breite wie ERY zum Einsaiz kommt, deutlich geringere Anwendungsmengen in
2002. Auch CLI wird vor dlem in HG 10 (Antiinfektiva) engesatzt, zusdzlich in
Antigknemitteln  (HG 32), in Gynéologika (HG 46) und in Biomaeridien/medizinischen
Kungstoffen (HG 88). Die normaen orden Antibiotika ergeben bei 58 Mio. DDD und mit
einer DDD von 600-1800 mg im Durchschnitt 7t. Das einzige Antigknemittel ergibt bel 2,2
Mio. DDD (von 10-20 mg/Tag) nur etwa 0,04t. Von dem gynékologischen Préparat wurden
2002 05 Mio. DDD verordnet, die unter Berlickschtigung der Doserungsanweisung der
Packungshellage mit einer Anwendungsmenge von 100 mg/Tag, einen Betrag von 0,05t zur
gesamten Menge leisten. Der totde Jahresverbrauch 2002 von Clindamycin dirfte somit fast
ausschliefdich durch orde Mittd abgedeckt werden und in einem Bereich von ca 7t (bzw.
4-10t, aufgrund der DDD-Spanne) liegen.

2.5.1.6 Ciprofloxacin

Die Anwendung von Ciprofloxacin efolgt hauptsachlich in der HG 10 mit 69 Mio. ord
verabreichten DDD in 2002, aber auch durch en Prgparat in HG 67 (Ophthamika) mit 3,5
Mio. DDD. Von diessm Augenmittel werden je nach Indikation zwischen 10 und 100 Tropfen
(3 mg CFL/mL) am Tag verwendet. Die daraus resultierenden 3-30 mg/Tag tragen trotz der

% Tropfen als Ubliche TropfengréfRe werden 0,1 mL angenommen; 810 Anwendungen a 12
Tropfen pro Tag ergeben folglich 0,8 bis2,0mL
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haufigen Verschreibung (3,5 Mio. x 330 mg) mit 0,01-0,1 t zur Gesamtjahresmenge von CFL
nur wenig bel. Ungleich bedeutender is der Antell der ord verdoreichten Mittd mit ener
DDD von 1000 mg, die 6,9 t ausmachen.

Tabelle 6: Zusammenstellung der eigenen Abschédtzung von  Jahresauf-

wandmengen ver schiedener Antibiotika

Substanz Arznemitte-HG Jahresmengein 2002
Amoxidllin 10, 66 72-158t
Ciprofloxacin 10, 67 7t
Clindamycin 10, 32, 46, 88 7-8t
Erythromycin 10, 24, 32, 67 14-19t
Phenoxymethylpenicillin 10 68t
Sulfamethoxazol 10 40-50t
Trimethoprim 10 9-11t

2.6 Rechtliche Regelungen zu Antibiotika, sowieihrer Verbretung in die Umwelt

2.6.1 Humanar zneimitte

Die rechtlichen Regdungen fir Humanarzneimittd beseren auf den EU-Regeungen der
Richtlinie 65/65/EWG [87], die mit dem deutschen Arzneimittelgesetz [88] umgesetzt worden
and. Dain festgdegt snd die Regdungen betreffend Definition, Anforderungen, Herstelung,
Prifung, Abgabe, Uberwachung, Zulassung etc. Die in  Deutschland  vermarkteten
Arznémittd, die der Birger im dlgemenen aunimmt, snd gemdd Ddinition fasg nur
Fertigarzneimittel™®. Fir verschreibungsoflichtige Arzneimittel gelten iber des AMG  hinaus
auch die Besimmungen der Verordnung Uber verschrelbungspflichtige Arzneimittd [89], die
aufgrund der Bestimmungen des AMG erlassen worden is. Darin geregdt ist, dass Stoffe, die

15 Fertigarzneimittel Fertigarzneimittel sind Arzneimittel, die im voraus hergestellt und in einer zur Abgabe
an den Verbraucher bestimmten Packung in den Verkehr gebracht werden. (8 4 Abs. 1
AMG)
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in der Anlage der VO aufgefiihrt snd, nur nach Vorlage einer Verschreibung abgegeben
werden dirfen. In der ewdhnten Anlage snd sowohl Stoffe und Zubereitungen zur
Anwendung beim Menschen, ds auch bem Tier aufgefihrt. Alle Antibiotika, die in
Deutschland zur Thergpie und Prophylaxe verwendet werden, finden sch in dieser Anlage,
und dirfen daher nur nach Vorlage eines &ztlichen Attests oder einer Verordnung abgegeben
werden. Es i adso ausgeschlossen, dass Personen diese Medikamente direkt und ohne
aztiche Behandung ehdten. Somit wird Eigenmedikation vermieden und en
madglicherweise einhergenender Missbrauch. Ausgeschlossen wird dadurch jedoch nicht, dass
Einzdpersonen Antibiotikareste nach der Behandlung ihrer Infektionen nicht sachgerecht
entsorgen, sondern in e@nem  vermentlichen Bedafddl egenstdndig und ohne fachliches
Wissen wieder anwenden.

Vor de Zulassung von Stoffen zur Anwendung in Arznemittedn, missen sSe g én
Verfaren, gemd3 AMG durchlaufen. Mittlerweile wird sait 1998 durch das Siebte Gesetz zur
Andeung des Arznemittelgesstzes en Zulassungsverfaren auch im  Hinblick auf die
Umwetvertraglichkeit der zuzulassenden Arznamittd durchgefihrt [90]. Dazu sdnd nach
8§22 (2) Nr. 1, 2 neben der Vorlage verschiedenster Unterlagen und Angaben auch Ergebnisse
von durchgefihrten  physikdischen, chemischen, biologischen oder  mikrobiologischen
Vesuchen und von pharmakologischen und toxikologischen Versuchen  vorzulegen.
Demnach sand dem Antrag ,dle fir die Bewetung des Arzneimittds zweckdienlichen
Angaben und Unterlagen, ob ginstig oder ungingtig, beizufiigen. Des weiteren findet Sch
eine genauere Regdlung betreffend der Umwetvertraglichkeit in 8 22 (3c):

,Ergibt die Aufbewahrung des Arznemitteds oder seine Anwendung oder die Besdtigung
sing Abfédle besondere Vordchtss oder Scherhetsmalinahmen, um Gefahren fur die
Umwelt oder die Gesundheit von Menschen, Tieren oder Pflanzen zu vermeiden, so it dies
ebenfals anzugeben. Angaben zur Verminderung diesr Gefahren snd bezufigen und zu
begriinden.”

Das benhdtet, um zu wissen, ob bestimmte Ma¥ahmen eforderlich snd, und welche
Vorkehrungen getroffen werden sollen, dass das Mittd zundchst ener Prifung auf
Gefédhrdung der Umwelt unterzogen werden muss. Wird de nicht durchgefihrt, so bedeutet
das, dass die Unterlagen, die zur Zulassung vorgdegt werden missen unvollstandig sind und
nach § 25 (2) Nr. 1 die Zulassung versagt werden kann. Zuvor waren solche Prifungen nur
fUr Tierarznemittel vorgeschrieben. Zu beechten ig waelter, dass diese Regdungen nur neue
Arznemittd betreffen, weshdb ba bisher schon zugdassenen Alt-Arzneémitteln ene solche
Umwetvertréglichkeitsprifung nicht durchgefiihrt werden muss, Erforderlich i ein solches
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Vorgehen dso nur be den Arzneimitteln, fir die ab 1998 ene Zulassung beantragt worden
ig. Allerdings exidieren bis jetizt noch kene vebindlichen Regeungen, wie diee
Umwdtbewertungen von Humanarzneémitteln  durchzufihren  snd. Einen Ansatz  biget
jedoch eine EMEA-Letlinie!® [91], die bisher nur as Entwurf vorliegt, innerhab des Jahres
2004 in Kraft treten soll, aber dennoch nicht rechtsverbindlich sein wird.

Ob im Fdle einer Umwdtschédlichkeit eines Mittels, diese ds Grund zum Versagen der
Zulassung augeicht, i umdritten, zumd die deutsche Umsetzung der  europédischen
Richtlinie nicht den glechen Wortlaut verwendet. Gemdd Kapitd I Art. 5 der RL
65/65/EWG, in der Anderung durch RL 93/39EWG [92], wird einem Mittd die
Genehmigung ,,... versagt, wenn sich nach Prifung der in Artike 4 angefiihrten Angaben und
Unterlagen ergibt, (...) dass die Arznespeziditdt be bestimmungsgemdem Gebrauch
schadlich it ... Da die Umwdtriskobeschrebung Bestandtell der Prifungen nach Art. 4 i,
kaon maen folgern, dass Sch der Begriff ,schédlich® auch auf eine Schédigung im Sinne der
Umwet bezieht. Im deutschen Arznemittdgesstiz wird ,schédlich®  dlerdings in - @nem
anderen Bezug gesehen. Nach AMG 8 25 (2) Nr.5 ig eine Zulassung zu versagen, wenn ,,be
dem Arznemitted der begrindete Verdacht bedteht, dass es be  bestimmungsgeméliem
Gebrauch schédliche Wirkungen hat, die Uber ein nach den Erkenntnissen der medizinischen
Wissenschaft  vertretbares Mal3  hinausgehen”. Hier wird nur der medizinische Fokus
betrachtet und nicht eine Umwedtreevanz, so dass aus okotoxikologischen Studien nach der
nationden Gesetzgebung kein direktes Versagen ener Zulassung zu folgern id. ES ig nun
fraglich und wird bespidsvese im Bericht des Bund/Landerausschusses fir Chemikalien
scherhet BLAC von 1998 zu dem Arznemittd Clofibrinsure diskutiert [93], ob en
Vesagen nach AMG 8 25 (2) Nr. 7 begrindet werden kann: ,Die zudtandige
Bundesoberbehtrde daf die Zulassung nur versagen, wenn das Inverkehrbringen des
Arzneimittels oder seine Anwendung bei Tieren gegen gesetzliche Vorschriften oder gegen
eine Verordnung oder eine Richtlinie oder eine Entscheidung des Rates oder der Kommission
der Europdschen Gemenschaften vergtoRen wirde’. Wenn  wirklich  eine  Nicht-
Umwedtvertraglichkaeit as schéadlich im Sinne der europdischen RL anzusehen id, und das
Mittel daher nicht rechtskonform ist, so béte AMG 8 25 (2) Nr. 7 eine verbindliche Regelung,

um die Zulassung auch aus Griinden des Umweltschutzes zu versagen.

16 EMEA European Medicines Evaluation Agency; européische Behdrde zur Harmonisierung der
Arzneimittelzulassung
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Wird ene Schédigung der Umwedt nicht ds ,schéadlich® im Sinne des Artikds 5 der RL
65/65/EWG angesehen, so wére daraus zu folgern, dass zwar entsprechende Prifungen
durchgefihrt werden missen, auch, dass gegebenenfdls besondere Kennzeichnungen des
Mitteds gemacht werden miissen, nicht aber, dass die Zulassung eines Mittels versagt werden

muss. Somit wére die Bedeutung einer solchen Prifung nur relativ gering.

2.6.2 Veterinararznamittd

Veterindrarznemittdl werden in Deutschland  ebenfdls durch das AMG [88] und die
daraufhin erlassene  Arzneimittdverordnung [89] geregdt. Dabel baset das AMG im
Hinblick auf die Tiermedikamente auf der Bads der Richtlinie 8/8SVEWG [94]. In der
Umsetzung in das AMG wurden sowohl die europdischen Regdungen fir Human ds auch
Veeindraznemittd zusammen behanddt. Daher gdten fir beide Bereiche grundsdizlich die
gleichen Zulassungsvorausseizungen; nach 8 23 snd aber darlber hinaus noch weitere
» Besondere Unterlagen bel Arzneimitten fir Tieré' bezubringen.

Fir Tierarzneémittel geten ebenso wie ba Humanaznemittedn die Vorschriften des
822 (3c), wonach bei der Erforderlichkeit besonderer Vorsichts oder Sicherheitsmal3nahmen,
un Gefahren fur die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen, Tieren oder Pflanzen zu
vermeden, diee Maiahmen ebenfdls in den Zulassungsunterlagen anzugeben snd. Hier igt
dso ebenso e@ne Umwedtvertraglichkeitsprifung  durchzuftihren. Wird dies nicht getan, <0
snd die Unterlagen nicht vollsténdig (sehe Angaben zu AMG 8§ 25 (2) Nr. 1, hier in Kapitdl
26.1), oder das Arznemitte i nach dem jewels gescherten Stand der wissenschaftlichen
Erkenntnisse nicht ausreichend geprift worden ( 8 25 (2) Nr. 2). Snd Prufungen durchgefiihrt
worden und hat das Arznemittd nicht vertretbare Auswirkungen auf die Umwet, so hat das
die geche Rdevanz wie ba den Humanarzneémittdn, namlich, dass ene Zulassung nicht
zwangdaufig versagt werden kann (nur Uber den fraglichen Brickenschlag der Wortwahl
.,hadliich® gemdd der europdschen Richtlinien und nicht des AMG ig¢ evil. en
Verssgensgrund  vorgdlbar).  Folglich hat auch hier die  Umwdtrdevanzprifung enen
ebensolchen Stellenwert wie ba den Humanarzneimitteln, mit dem Unterschied dass solche
Prifungen be Veeindraznemittdn schon friher ds bel Humanmitteln  vorgeschrieben
waren. Auch wenn die Umwdtvertréglichketsprifung insgesamt fir ene Zulassung nicht
unbedingt groRe Relevanz hat, s0 i se dennoch nicht Uberflissg, da bem Vorliegen
erforderlicher besonderer Vorgchtsmadnahmen, diese auf den Behdtnissen und Umhillungen
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der Pr8parate angegeben werden missen (AMG § 10 (1) Nr. 13, und auch in den
Fachinformationen fur Arzte etc. gem. AMG 8§11 (1) Nr. 16a).

Fir Tieaznemittd gibt es genaue Vorschriften, wie diese Prifungen gedtdtet werden
missen. Der europdische Gesetzgeber hat dies mit der RL 81/852/EWG [95] getan, in der die
Angaben zur Prifung umweltrdevanter Eigenschaften anhand enes Anforderungskataogs
konkretisert werden. In Deutschland finden dch diee in der Allgemeinen Vewadtungs-
vorschrift zur Anwendung der Tierarzneimittdlpriffrichtlinien vom 20. M&z 1995'7 [96-98].
Aulerdem gibt es von der EMEA ene genaue Anleitung [99] dazu, wie eine solche Prifung
gestatet werden sollte.

Man muss dch aber in Erinnerung rufen, dass ene entsprechende Prifung nur  far
Arznamittel ndtig i, fur die ene Zulassung neu beantragt wird. Fur dte, vor dem Jahr 1998
zugdassene  Medikamente war ene solche Prifung nicht notwendig, und braucht fir
Altarzneimittel auch nicht nachtréglich vorgdegt werden.

Eine wetere wichtige Vorschrift fir Tiearznemittd bzw. fir die Hochgmengen ihrer
Ruckstande in Nahrungsmitteln tierischer Ursprungs ist die EU-Verordnung 2377/90 [100].
Dain dand MRL (maximum resdue limits), adso Hochstkonzentration von Ricksténden aus
der Vewendung von Tieaznamittdn fir die verschiedenen tierischen Lebensmitte
festgdegt. In ihren Anhéngen finden sch Verzeichnisse von Stoffen, 1. fir die Hochsmengen
festgesetzt snd (Anhang | der VO), 2. fur die keine Hochsmengen festgesetzt zu werden
brauchen, da Ricksande der darin aufgeliseten Stoffe unbedenklich snd und keine
Geféhrdung des Schutzes der menschlichen Gesundheit darstellen (Anhang |l der VO), 3. fir
die vorlaufige Hochgmengen festgesetzt snd (Anhang Il der VO), 4. fur die kene
Hochsmengen festgesetzt werden, da Rickst@nde des betreffenden Stoffes in Lebensmitteln
tierischen Ursprungs in jeder Konzentration eine Gefahr fur die Gesundheit des Verbrauchers
dargdlen (Anhang IV der VO). Diexe letzteren Stoffe snd zur Verdbreichung an Tiere, die
zur Nahrungsmittelerzeugung genutzt werden, verboten. Aul3erdem it es gemd3 Art. 14 der
VO verboten, be Tieren solche pharmakologischen Stoffe anzuwenden, die nicht in den
Anhéngen aufgdiget dnd. Somit dirfen dso ds Arznemittd be  lebenamittdliefernden
Tieren nur Wirkstoffe verwendet werden, die sch in Anhang I-111 befinden.

7 avv Diese Verwaltungsvorschrift ist eine direkte Umsetzung des Anhangs der RL
92/18/EWG zur Anderung des Anhangs der RL 81/852/EWG, jetzt enthalten in der
Richtlinie 2001/82/EWG
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Dadurch kann es vorkommen, dass zwar manche Antibiotika gemd? des Anhangs der
Arzneémittdverordnung zur Anwendung bea Tigen zugdassen dnd, ene Gabe an
lebensmittelliefernde Tiere aber durch die VO 2377/90 verboten ist. Solche Stoffe dirfen
dann dso nur an nicht-lebenamittelliefernde Tiere, z.B. Klentiere oder Haudtiere, angewendet
werden.  Antibiotika, die &ktudl in Deutschland in der tierischen Erzeugung der
Landwirtschaft zum Einsatz kommen, dnd folglich sowohl in der Anlage der
Arzneimittelverordnung, ds auch in @nem der Anhénge I-11l der VO 2377/90 aufgefihrt®®.
Be manchen Antibiotika ist eine genauere Betrachtung notwendig, da die AM-VO manchmd
nur Oberbegriffe verwendet, wie z.B. bal den Sulfonamiden, die dort ausgedriickt werden ds
»Ulfanilamid, seine Sdze und Derivate, sowie deren Sdze' und keine Einschrénkung haben.
Das hel¥: grundsitzlich ig be Mensch und Tier ene Anwendung dler Sulfonamid-
Antibiotika moglich. Eingeschrankt wird das nur dadurch, dass Arzneémittd gem. AMG
zugdlassen werden missen, und be diesr Zulassung moglicheweise insowelt  trennend
vefaren wird, dass Humanarzneimitted nur mit anderen Sulfonamiden zugelassen werden,
ds Veeaindarznemittd. Eine wetere Einschrénkung konnte durch die 2377/90 geschehen,
aber auch dort ig in Anhang | ein gemeinsamer Hochstwert fir Sulfonamide enthelten. Ein
Blick in die Rote Lige und in die Lila Lige zegt dlerdings, dass Sulfamethoxazol nur in
Humanprdparaten zu finden ig und in keinem Veeingaznemittd, dagegen aber
Sulfadimidin nur im Veeindberach und nicht in der Humanmedizin. Als weteres Beispid
sden die Huorochinolone vorgestdlt. Laut AM-VO ig die Ciprofloxacin-Verwendung nicht
auf Mensch oder Tier beschrankt, wohl aber die von Enrofloxacin auf Tiere. Geméld VO
2377/90 ig Enrofloxacin mit MRL aufgefuinrt, Ciprofloxacin jedoch in keinem der Anhédnge,
was dso die Vewendung be Iebenamittdliefernden Tieren ausschliefld. Die Schtung der
Lisgen ergibt ds Ergebnis, dass es von EFL nur Veeindamittd gibt und von CFL nur

Humanmittd.

18 vet-Antib. fast alle Praparate dieser pharmazeutischen Mittel sind in der aktuellen Lila Liste
aufgefuhrt; sowohl solche fir die Anwendung bei Klein- und Haustieren, als auch fur
lebensmittelliefernde Tiere
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2.6.3 Futtermittdzusatzstoffe

Aufgrund der immer geringer werdenden Bedeutung, bis hin zum Verbot ab 2006 [45, 46],
cll die rechtliche Stuation hier nur  Uberblicksveise  beschrieben  werden.
Futtermittel zusatzsioffe, wie die Legsungsiorderer unterliegen in der EU und in Deutschland
nicht der Gesatzgebung der Arznemittd, sondern anderen Bestimmungen, die auf nationaer
Ebene Einzug in das Futtermittelgesetz [78] und die Futtermittelverordnung (FMVO) [44]
gefunden haben. Dies hat zur Folge, dass de nicht einer tierdrztlichen Verschrelbungspflicht
unterliegen, sondern einfach erworben werden kénnen. In der Anlage 3 der FMVO snd dle
zugdassenen  Futtermittdzusatizstoffe  genannt, so auch  die  Antibiotika, die  zur
Leisgungsforderung eingesetzt werden. Da die Stoffe hier nicht durch das AMG geregelt
werden, ¢ auch die Zulassungsstudion anders Fir Arznemittd efolgt die Zulassung
firmenspezifisch und fir enzelne Préparate, d.h. auch wenn die gleche Substanz verwendet
wird, sO muss en anderes Prparat mit diesem Wirkstoff extra zugelassen werden. Bel
Futtermitteln liegen dagegen generdle wirkgoffbezogene unbefrigete Zulassungen fir Stoffe
vor. Gemdl? EU-Recht missen von den Mitgliedsstasten Zusatzstoffe des Anhangs | der RL
70/524/EWG [101] zugelassen werden, bzw. konnen zugeassen werden (Anhang I1). Zur
Eintragung in den Anhang | der genannten RL kann ein Stoff aber nur gelangen, ,,...soweit er
be dem fir Futtermittd zugdassenen Gehdt der menschlichen oder tierischen Gesundheit
oder der Umwedt nicht schadet..“. Hier gibt es dso eine wirkliche Zulassungsbeschrankung,
bae Nicht-Umwdtvertréglichkeit. Die efordelichen Prifungen dezu snd in den ,Letlinien
zur Beurtelung von Zusaizsoffen in der Tiererndhrung® (RL 87/153/EWG) aufgefuhrt [102].
Dazu gehdren zB. die Untersuchungen der Rickstdnde in den Ausscheidungen, Persstenz in
Gille, Dung, Streu, Abbau; Persgenz und Eliminationskingtik im Boden, Auswirkungen auf
Boden- und Wassarfauna.

Zusammenfassung der bisherigen relevanten rechtlichen Vorschriften

Die Dadgdlung der rechtlichen Bestimmungen fir die verschiedenen Einsatzgebiete der
Antibiotika hat gezeigt, dass es keine generélle Trennung der Verwendung von antibiotischen
Subgtanzen gibt. Vide von ihnen kénnen sowohl im Vetering- ds auch im Humanbereich
angewendet werden. Manche werden dagegen nur in einem Gebiet eingesetzt, was anhand
von verschiedenen Vorschriften und Prdparatekatdogen fir jede Substanz einzeln geprift

werden muss.
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In Bezug auf die Vebratung von Antibiotika, ihr Erscheinen in und ihre Auswirkungen auf
die Umwdt konnte erkannt werden, dass es zwar Umwedtvertraglichkeitsprifungen gibt, die
ene Zulassung vorausgehen, deren Folgen aber bis auf eventudle Hinweise und Angaben
auf den Mittdn nicht zwangdaufig zu weteren Konsequenzen, wie z.B. des Versagens ener
Zulassung, fuhren  (ausgenommen  Futtermittedzusatzdioffe). Dartber  hinaus ha  die
Betrachtung der Zulassungsverfahren und die Sichtung der Rechtstexte ergeben, dass
auggehend von den Ergebnissen aus Umwetvertraglichketsprifungen, wie auch immer de
geatet dnd, keine Grenzwerte dbzuleiten snd, die ene Einschrankung des Gebrauchs
(vorgellbar, wenn nach der Zulassung sehr hohe Konzentrationen in der aguatischen Umwelt
beobachtet wiirden) nach sch ziehen. Is eine Zulassung einma gewéhrt worden, so hat die
Umwetrdevanz zwar ihre Auswirkung auf die Packungsangaben des Produktes und evtl. auf
ene besondere Gebrauchsat; auf neue Entwicklungen und Einflisse, bedingt durch das
Auftreten in der Umwdt, nach normdem routinemddgen Gebrauch kann de aber nicht
reagieren (z.B. durch Grenzwerte oder weitere beschrénkende Malinahmen) *°.

Die dnzigen Grenzwerte bereffen das Vorkommen in  Ricksténden in  Lebensmitteln.
Gleichwohl gibt es innerhdb der Umwetvertraglichkatsprifungen nach EMEA Grenzwerte,
bzw. eher Orientierungswerte [91, 99], diein Kap. 2.6.5 noch vorgestel It werden.

2.6.4 Regelungen bzgl. diver ser Umweltkompartimente

Es gibt keine rechtlichen Regdungen, die den Gehdt von Arznemittdn in Abwass,
Oberfléchenwasser und Grundwasser betreffen. Gemd? Trinkwassaerverordnung  [103]  gilt
jedoch die Anforderung 8 6 (1) dass im Wasser fir den menschlichen Gebrauch chemische
Soffe nicht in Konzentrationen san  diurfen, die ene Schadigung der menschlichen
Gesundheit besorgen lassen. Aufjerdem sollen nach 8 6 (3) ,,Konzentrationen von chemischen
Stoffen, die das Wasser fir den menschlichen Gebrauch verunreinigen oder seine
Beschaffenheit nachtellig beeinflussen koénnen, (...) so niedrig gehdten werden, wie dies nach
den dlgemen anekannten Regen  der  Technik mit  vertretbarem  Aufwand  unter
Berlickdchtigung der Umgtdnde des Einzdfdles mdglich ig*. Grenzwerte exidieren fir
Arzneimittd jedoch nicht. Im Wasserhaushdtsgesetz [104] § 7a (1) ist die dlgemene
Anforderung fir das Einlaten von Abwasser beschrieben: ,Eine Erlaubnis fir das Einleiten

19 Evtl. ist eine weiter einschrankende Mal3nahme mdglich, wenn die Zulassung mit der

Auflage verbunden war, dass Gehalte und Effekte in der Umwelt nach normaler
Anwendung weiter zu beobachten sind und beim Auftreten von Umweltrisiken, als
Folge bestimmte Anderungen im Umgang mit dem Produkt zu erfolgen haben.
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von Abwasser daf nur ertellt werden, wenn die Schadgtofffracht des Abwassers so gering
gehdten wird, wie dies ba Einhdtung der jewells in Betracht kommenden Verfdren nach
dem Stand der Technik mdglich is.”. Aul¥erdem it nach § 18a (1) Abwasser so zu bessitigen,
dass das Wohl der Allgemenhat nicht beantréchtigt wird. Inbegriffen in dem Terminus
~Abwasserbesatigung® und den damit verbundenen Anforderungen it auch das
Oberflachenwasser  nach  Einleitung von Abwassr. Fener i€ mit de  EG-
Wassarahmenrichtlinie [105] ds Bewirtschaftungszid fur oberirdische Gewasser in 8§ 25a
des WHG die Forderung hineingenommen worden, dass se so zu bewirtschaften sind, dass 1.
ene nachtelige Veranderung ihres okologischen und chemischen Zustandes vermieden und
2. en guter Okologischer und chemischer Zugand erhdten oder erreicht wird. Die
Abwasserverordnung  [106] regdt zwar genauere Anforderungen an die Einleitung von
Abwasser (8 3 in Verbindung mit den Anhéngen, zB. Anh. 1 fir kommunaes und h&udiches
Abwasser), gibt aber eher dlgemene Paameter und keine Grenzwete vor, die
phamazeutische Mittd  betreffen.  Lediglich aus den spezidlen Anforderungen an  die
chemische Indudgtrie (Anh. 22) wé&e mit den Grenzwerten fur Giftigkeit (Fisch-, Daphien,
Algengiftigkeit, Bakterienleuchthemmung, eic) ene Konsequenz fur Antibiotika zu ziehen.
De Haupteintraggpfad fur Antibiotika Uber das kommunale Abwasser ist hiervon jedoch
nicht betroffen.

Grundsiizliche Regdungen zum  Boden finden sSch im Bundes-Bodenschutzgesetz
BBodSchG [107] und der Bundesbodenschutzverordnung BBodSchV [108]. Der 8§ 4 des
BBodSchG besagt beztiglich Gefahrenabwehr, dass jeder, der auf den Boden einwirkt, sch so
zu verhdten hat, dass schéadliche Bodenverdnderungen nicht hervorgerufen werden. Gemdld
87 betrifft das auch die Vorsorge mit der damit verbundenen Vermeidung oder Vermin-
derung von Einwirkungen. In 8 12 (2) der BBodSchV i festgehdten, dass das Auf- und
Einbringen von Maeridien auf oder in Bdden nur dann zuldssg ist, wenn die Besorgnis des
Entstehens einer sch&dlichen Bodenverdnderung nicht gegeben ist.

Neben diesen dlgemenen Anforderungen finden sch spezidlere Regdungen an das Ein- und
Aufbringen von Maeridien in zwe anderen Verordnungen, die auch in Hinblick auf
Antibiotika rdevant snd. Se decken rechtlich die zwe Haupt-Eintreggpfade in  das
Kompatiment Boden ab. Die Ausbringung von Gille ds Wirtschaftsdinger tierischer
Herkunft ist in der Dungeverordnung [109] geregelt. Gemd3 8 2 (1) Nr. 2 snd Dingemittel
(zB. Gille, Jauche oder Gefligelkot) so auszubringen, dass ,Néhrdoffverluste be  der
Bewirtschaftung, sowie damit verbundene Eintrége in die Gewésser weitestgehend vermieden



53

werden”. Betreffend Antibiotika und ihrem Eintrag in die aguatische Umwedt i § 2 (3)
rdevant und beschralbt genauer: ,Bem Auddaringen von Dingemitteln i im Rahmen guter
fachlicher Praxis en direkter Eintrag in die Oberflichengewdsser, unter anderem durch
Einhdtung enes ausreichenden Abdandes, oder auf benachbarte Héchen, zu vermeiden und
dafir zu sorgen, dass kein Abschwemmen in die Oberfléchengewésser oder auf benachbarte
Héchen efolgt.” Des weteren daf die Ausbringung auf Fldchen nur dann geschehen, wenn
der Boden auch aufnahmefdig dafir ist. Dies ig auch en Grund dafir, dass Gllle, Jauche
und Gefligelkot nach 8§ 3 (4) zwischen dem 15. November und dem 15. Januar nicht
augebracht  werden dirfen.  Grenzwerte fir Antibiotikegehdte in Dingern oder Boden
exidtieren jedoch nicht.

Das Aufbringen von Klé&rschlanm auf landwirtschaftlich genutzten Héchen i nach der
Abfalkldrschlammverordnung [110] gereget. Gemdd 8 3 (1) hat die Ausdringung O zu
efolgen, dass das Wohl der Allgemeinhet nicht beeintrachtigt wird. Den Gewdésserschutz
betreffend, daf Klarschlamm nicht in den Zonen | und 1l von Wasserschutzgebieten, sowie
im Bereich von Ufergtrefen bis zu einer Breite von 10 m aufgebracht werden (8 4 (7)). Auch
wenn die gesamten Aufbringungsmengen reglementiet snd (8 6) und drenge Greezwerte
besonders fir Schwermetdle exidieren, so snd Gehdte von Antibiotika oder anderen
Pharmazeutika nicht geregdt.

2.6.5 Umwdtvertraglichketsprifung

Zur  Ubeprifung der Umwetvertraglichket von  Veeingarzneimitteln, die  gemal
Arznemittelgesetz bzw. der RL 2001/82EWG vorgeschrieben ist, snd die Vorgaben der
EMEA-Letlinie [99] s hilfreich. Se ig aufgebaut auf enem Zweiphasensystem [93, 111].
In Phase | wird geschaut, welche und wie vide Tiere wie oft behanddt werden, wie die
Applikation geschient, mit welchen Konzentretionen in der Gllle gerechnet wird, ob en
Abbau nach Giillegpplikation erfolgt, ob en direkter Eintrag von Weidetieren geschehen
kann. Stoffe, die nur sehr geringe mengenmddge Bedeutung haben, werden auch nur geringe
Umwetauswvirkungen haben und mussen deshdb nicht weter Uberprift werden. Zentrae
Frage der Phase | Prifung ist, wie hoch die rechnerisch abgeschétzte Umweltkonzentration
enes Stoffes is (PEC?). Diese Abschézung beriicksichtigt die Behandlungsrate, die
Besaizdichte, den Abbau, Gulleproduktion, maximae Ausbringung pro Jahr, Pflugtiefe.
Ergibt sch, dass der PEC-Schwellenwert von 100 pug Wirkstoff/kg Boden Uberschritten wird,

2 peC predicted environmental concentration
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0 muss die Prifung nach Phase Il fortgesetzt werden. Wetere Grinde, die zur Phase I
fihren, snd die Uberschreitung des PEC fir Grundwasser von 0,1 pg/l, wenn in
Aquakulturen PEC von mind. 1 pg/L auftreten oder, wenn es sch um Antiparadtika handelt.
In Phase Il wird nun die genaue PEC mit den niedrigden Wirkkonzentrationen aus
verschiedenen okotoxikologischen Tests verglichen. Dazu werden mit dem zuzulassenden
Prgpaat Teds bezlglich Giftigkeit gegenlber Daphnien, Bodenmikroorganismen, Algen,
Erdwirmern und Pflanzen durchgefihrt. Anschlieffend werden je nach Test die effektive
Dosis 50, die letde Dosis so, bzw. minimade Hemmkonzentrationen oder PNEC-Werte?
bestimmt und auf den PEC bezogen. Ist z.B. das Verhdtnis PEC/PNEC > 1 , so snd weltere
und genauere Berechnungen und Tests zu Expostion und Effekten erforderlich. Bleibt danach
das Vehdtnis weterhin Uber 1, so sind verbunden mit der Zulassung des Mittes gewisse
Mal3nahmen erforderlich, die be der Anwendung des Prgparates beachtet werden missen, um
das Umwetrisko abzuschwéchen. Solche Maiahmen konnen zB. dain bestehen, dass
behanddte Tiere nicht in die Ndhe von Obefléchengewéssarn gdangen dirfen, dass Gllle,
die Ricksénde des Mitteds enthdlt, vor der Audbringung ene gewisse Lagerungsdauer
aufweisen muss, oder dass nur eine bestimmte Menge der Gille pro Héche ausgebracht
werden darf.

21 pNEC predicted no effect concentration, abgeschétzte Konzentration, die sicher keine Effekte
mehr ausldsen kann; berechnet ausgehend von der PNOEC predicted no-observed
effect concentration, also der Konzentration, bei der kein sichtbarer Effekt gefunden
werden konnte und die durch einen Sicherheitsfaktor von meist 100 dividiert wurde
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2.7 Eintrag von Antibiotika in die Umwelt

Ansatzweise wurde in den vorherigen Kapiteln schon auf die Eintragspfade eingegangen, die
hier ndher beleuchtet werden sollen. Bedingt durch die Anwendungsarten, snd auch fur den

Eintrag in die Umwet verschiedene Vaianten zu berlicksichtigen (Sehe Abb. 8) [14, 15, 18,
19,112] .
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Abbildung 8: Eintragspfade von Antibiotika
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2.7.1 Eintrag von Humanphar maka

2.7.1.1 Korperpassage

Nach der orden oder parenterden Verabreichung unterliegen Antibiotika dem korpereigenen
Metabolismus, durch den die Substanzen je nach chemischer Eigenschaft mehr oder weniger
gut ab- bzw. umgebaut werden. Wie Hirsch et d. beschreiben [15], kann dies dazu fihren,
dass manche Substanzen zu 85 % metabolisert werden und nur 15 % der Ursprungssubstanz
in Urin oder Faeces zu finden snd (Sulfamethoxazol). Andere hingegen, wie z.B. Amoxicillin
oder Doxycydin gelangen hauptsachlich in unverénderter Form aus dem Korper und liegen
nur in Antellen von 10-20 % in Form ihrer Metaboliten vor [113]. Manche (z.B. Tetracycline)
konnen aber auch zum Groldell im Korper verbleiben und in Gewebe oder Knochensubstanz
eingebaut werden, was auf die Bindung an zwewertig podtiv gdadene lonen, wie Cdcium
zurickzufihren ist [114-116]. Die Konzentrationen, die nach der Korperpassage in den
Ausscheidungen auftreten konnen, snd zum enen bedingt durch die thergpeutischen Dosen
und zum anderen durch die jeweligen Abbauraten. Nach sechstdgiger Anwendung von
Trimethoprim oder Doxycydin fanden Hoeverdadt et d. (in [15]) in menschlichen Faeces
Konzentrationen zwischen 3 und 40 mg/kg, von Erythromycin sogar 200-300 mg/kg.

Be topisch applizieten Mitteln ist der Abbau geringer ds nach order oder parenteraer
Anwendung. Da se au3erlich auf die Haut aufgetragen werden, unterliegen de nur bedingt
dem korpereigenen Metabolismus. Denkbar ist bei ihnen hochstens ein Abbau durch die
Mikroflora der Haut, der aber geinger auddlen dirfte, ds wenn die Substanzen den
spezidiserten metabolen Prozessen des Kopers unterworfen werden, die auf enzymatischer
Spdtung, Glycosylierung, Acetylierung oder Hydrolyse beruhen [1, 117, 118].

2.7.1.2 Eintrag ins Abwasser

Mit dem Abwaschen der topisch applizierten Prgparate von der Haut, was vor jeder erneuten
Auftragung geschehen soll, tritt der Wirkstoff via Waschwasser direkt in den Abwasserpfad
en [119]. Im Korper angewandte Pharmazeutika bzw. deren Rickstande und Metaboliten
werden mit den Ausscheldungen nach der Korperpassage Uber die Toiletten ins Abwassernetz
eingetragen. Ublicherweise efolgt debel eine starke Verdiinnung. Als Abwassermenge pro
Person und Tag werden im Durchschnitt 150 L angenommen (Sehe [85], oftmas werden
200 L veranschlagt, was aber fur die deutschen Verhdtnisse etwas zu vid is [91, 120]). Mit

ene solchen Abwassarmenge werden die Ausscheidungen von 2-3 kg pro Person und Tag



57

folglich 50-75fach verdinnt. Aus Konzentrationen in Faeces behanddter Personen im
zweigdligen mg/kgBereich resultieren dann Konzentrationen im Abwasser solcher Patienten
im Bereich von mehreren Hundert pg/L bis in den unteren mg/L-Bereich.

Ein wdterer Eintrag ins Abwassr kann durch die nicht-fachgerechte Entsorgung nicht-
genutzter Medikamente erfolgen, sofern de direkt in die Toiletten geworfen werden. In einem
solchen Fdl efolgt en plotzlicher Eintrag hoher Mengen, durch den rener unmetaboliserter
Wirkgtoff eingetragen wird. Wirde von einer Person nur eine Tablette mit Ciprofloxacin (500
mg, Sehe Tabdle 2) auf diese Weise entsorgt, so wére die Konzentration im Abwasser des
gesamten Tages dieser Person im Durchschnitt mehr als 3 mg/L.

2.7.1.3 Abwasser leitung

Die héudichen Abwéssyr snd die Haupt-Entsorgungswege engenommener Medikamente.
Mit der Vemischung des genutzten Wassars der enzenen Haushdte efolgt ene
Vedinnung kontaminierter Patien mit unbdagteten. Je nach Erkrankungssituation der
Bevolkerung snd die Konzentrationen in den gesammelten Abwéssern hoher oder niedriger.
Nimmt bel einer Bevilkerung von entausend Personen ene enzene Antibiotika en, so
reduziet dch die Konzentration vom enddligen mg/L-Bereich des enzenen Haushdts
abwassers auf Konzentrationen im eingeligen pg/L-Bereich im gesammedten.

Besonders exponierte Einzelabwasser konnen auch von Krankenhdusern stammen, in denen
zum Tel ene erhohte Anwendung von Antibictika erfolgt (dehe Tab. 5). Untersuchungen
von Krankenhausabwassern im  Auftrage des Landesumweltamtes Nordrhein-Westfdens
belegten, dass im gesammdten Abwasser enes Universtéasklinkums Konzentretionen vieer
veschiedener Antibiotika im  pg/L-Bereich  auftreten, mit  Spitzenkonzentrationen  von
Fiperacillin von 26 pg/L, Sulfamethoxazol von 17 pg/l oder Ofloxacin von 24 pg/L [121].
Die Messungen efolgten dabe par LC-MSMS nach vorheriger Renigung  und
Aufkonzentrierung  durch  Fediphasenextrektion.  Mithilfe diesss LC-MSMS  Vefahrens
konnten 29 verschiedene Antibiotika untersucht und durch Aufnahme von Tochterionen
spektren identifiziert werden.

Die vednigien Haudshdts, sowie Krankenhausabwasser, sofern de nicht Uber egene
Entsorgungs- oder Behandlungssysteme verfligen, gelangen Uber die Abwasserleitungen ds
Zuaife zu den kommunden Abwasserbehandlungsanlagen (Kl&ranlagen). Die Abwasser-
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mengen enes Klinkums mit grof3er Bettenzehl snd dabei nicht unerheblich und  kodnnen
enen sarken Einfluss auf die Antibiotika- Konzentrationen im Klaranlagenzulauf haben.

In das Sysem der Kandisaion gdangen neben den verschiedenen Einleitungen von
genutztem Wasser melst auch Zuldufe aus Niederschlagswvasser:

Vefligt ene Gemende Uber eine Mischkandisaion, so wird bel Regenereignissen das
Wassr von versegdten Héchen abgeschwemmt, in das gleiche Kandsysem, wie das
haudiche Abwasser, engdetet und bewirkt ene Verdinnung der Kl&ranlagenzulaufe [122).
Im Normadfdl wird das Regenwasser mit dem Abwasser dann zusammen gekléart. Ist das
gesamte trangportiete Volumen im Kana jedoch so hoch, dass eine Uberlastung der
Klaanlage efolgen wirde, 0 kann es zur ,Entlastung® kommen, indem en Tel des
Volumens nicht der Kl&ranlage zugefuhrt wird, sondern direkt enem Vorfluter. Dabel wirde
auch ein Tell des Abwasser ungeklért in die Oberflachengewasser gelangen.

Ba enag Trennkandisaion bestehen zwe unabhdngige Syseme in enem wird das
haudiche, gewerbliche und ggfls. indudriele Schmutzwasser trangportiert, in einem anderen
das Wasser aus Niederschidgen. Das erstere wird zur  Klaranlage geleitet, das andere direkt in
enen Vorfluter. Dabel erecht Wassyr von vesegdten HFachen (mdglicherweise
verunreinigt) direkt ein Oberflachengewéasser.

2.7.1.4 Behandlung des Abwasser s

In der Klaanlage beruht die Behandlung des Abwassers je nach Ausbaustufe auf
verschiedenen Schritten und umfasst im  Idedfdl neben ener mechanischen Klaung
(Grobrechen, Sandfang), eine bhiologische Renigungsstufe (mit Bedebtschlammverfahren und
Denitrifikation), sowie ene chemische Stufe (Falung, Oxidation). Wéahrend diesr Verfahren
efolgt zwischen dem Zulauf und dem Ablauf eine Reduzierung der Schadgtofffrachten (auch
der Pharmaka). Abhéngig ig die Eliminaiondeisung dabei von den angewandten Verfahren,
sowie von den Wirksoffen, was zu erheblichen Unterschieden fihren kann. Werden bel
manchen durch Verdanderung des Molekils, entweder durch mikrobidlen Abbau, oder durch
Veranderungen wie Oxidationen oder Reduktionen tatsichlich hohe Abbauraten oder nahezu
komplette Eliminationen von mehr 99 % erreicht, 0 i es mdglich, dass andere nur durch
Adsorption an Festpartike aus der Wasserphase entfernt werden und wieder andere nahezu
unverdndert bleiben. Die in den Ablaufen auftretenden Konzentrationen der verschiedenen
Wirkgtoffe knnen daher in enem welten Bereich liegen.
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- Verhalten von Pharmaka im K l&ranlagenprozess-

a) leicht abbaubare Stoffe

Besonders hohe Abbauraten werden in Kl&anlagen von Penicillinen erecht, so diese
Substanzen Uberhaupt die Klé&ranlage ds intakte Molekile mit dem Abwasser-Zulauf
ereichen. Grund it die leichte Hydrolyserbarkeit (auch schon von Tyczkowska et d., sowie
Myllyniemi e d. beschrieben [123, 124]), die vor dlem unter dem Einfluss von
[3-Lactamasen von Mikroorganismen efolgt und welche die Aufspdtung des R3-Lactamringes
zur Folge hat. Die offenkettigen Metaboliten haben in diessr Form keine antibiotische
Wirkung mehr. Da gerade in Abwasser und in Belebungsbecken von Klaanlagen sehr hohe
Kemzahlen vorliegen, kdnnen in den Ablaufen und den Vorflulern kaum mehr intakte
Muttersubstanzen von Penicillinen gefunden werden. Hirsch e d. [15] fanden nach
Lyophilisstion und Messung per LC-MSMS (Bestimmungsgrenze = 20 ng/lL) weder
Rickgénde von Penicillinen in Klaanlagenablaufen, noch in Oberflchenwasser. Auch der
Bund/Lander Ausschuss Chemikdiendcherheit (BLAC) konnte in e@nem umfangreichen
Messprogramm  Penicilline nach SPE-Behandlung und Messung per LC-MSMS nur sehr
dten und in s@r  geingen  Konzentrationen (maxima 150 ng/l  Amoxicllin)  in
Klaranlageneblaufen finden [85]. Wenn dennoch gewisse, wenn auch geringe Gehdte zu
finden snd, 0 liegt das zum enen daran, dass die Einsstizmengen von Amoxicillin die
héchgen dler Antibiotika in Deutschland sind, dass auch be hohen Abbauraten Eintrége in
die Gewasser geschehen konnen, zum anderen aber daran, dass de, wie Hucdloxacillin zu den
penicillinasefesten (- L actamanti biotika gehtren und daher etwas schwerer abgebaut werden.

Nicht zu den Antibiotika gehtrend, aber sehr leicht abbaubar ist auch Coffein, welches in
Baliner Klaanlagenzuldaufen in Konzentrationen bis zu 640 pg/l gefunden wurde, in
Ablaufen aber hochstens bis zu 3 pg/L. Die Abbaurate betrégt mehr als 99,9 % [125].

b) adsorbierbare Soffe

Eine Subgtanz, die im Klaanlagenprozess weniger eine Veranderung des Molekill-Gerlistes
efahrt, as vidmehr durch Adsorption an Festtoffmatrix aus der Wasserphase entfernt wird,
ig das Fuorochinolon Ciprofloxacin. Golet et a. [126] fanden, dass es zu mehr ds 90 %
durch Adsorption an die Schlammphase aus dem Abwasser entfernt wird, und dass der
biologische Abbau nur eine untergeordnete Rolle spidt (Messung der wéssrigen Proben nach
Festphasenextraktion an enem Kationen-Austausch-Materid per HPLC mit Huoreszenz-
detektion; Messung der Schlamme nach ASE-Extraktion und Festphasenextraktion ebenfdls
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per HPLC mit Huoreszenzdetektion). Die Konzentrationen im Schlamm erechten von
Ciprofloxacin 1,7-3,5 mg/kg, von Norfloxacin 1,7-3,3 mg/kg. In ener anderen Untersuchung
schweizerischer Klaranlagenabléufe [127] fanden se Gehdte von Ciprofloxacin in Hohe von
250-405 ng/L. Deutlich zu ekennen ig die Eliminaiondegung fir Huorochinolone im
Klaranlagenprozess in Studien, in denen Zulaufe und Abléufe untersucht werden. Alexy et 4d.
[128] beprobten eine Klaanlage mit ca 8.000 angeschlossenen Einwohnern, konnten aber
bilanziete Werte in Zulaufen und Gehdte in Ablaufen fur Ciprofloxacin andytisch nicht
bestétigen. Obwohl 25 ng/L bilanziet worden waren, lagen die Konzentrationen in der
Wasserphase unter der Nachweisgrenze. Hingegen im Belebtschlamm und im  Uberschuss-
schlanm konnte CFL im zweddligen pgkgBereich nachgewiesen werden, was fur die
sarke Sorptionsféhigkeit von Vertretern dieser Substanzklasse spricht. Ebenso konnte auch
Norfloxacin und Enoxacin nicht in der Wassarphase, wohl aber im Bedebt- und
Uberschussschlamm  (bis 380 bzw. 140 pg/kg) gefunden werden. Ofloxacin konnte zum Telil
auch im Zulauf (bis 220 ng/L), sowie im Ablauf (bis maxima 200 ng/L)und ebenfdls in den
Schlammarten gefunden werden.

In der Studie des BLAC wurden in Ablaufen Hochsigehdlte von 190 ng/L Ofloxacin bzw.
144 ng/L Ciprofloxacin gemessen, was aber deutlich unter den Gehdten anderer Antibiotika,
wie Sulfonamide oder Makrolide liegt, die bis zu Gehdten von wenigen pg/L nachweisbar
waen. Ahnlich deht die Elimindiondeisung von Tetracydinen aus die in  dner
Untersuchung von Hirsch et d. [15] in keinem der untersuchten Kléaranlagenabldufe (BG = 50
ng/L) Gehdte finden konnten. Dies ist wahrschenlich begrindet durch die Bildung Stabiler
Komplexe mit zwewertigen Kationen, wie Cdcium oder Magnesum, die auch fir den
Einbau in Knochensubstanz verantwortlich ist (Sehe Kap. 2.7.1.1) [129-131]. Dieser Prozess
der Komplexbildung wird im Kl&anlagenprozess, sowie spaer auch in den Vorflutern und
welterfihrenden Gewassern durch Adsorption der Tetracycline an Sedimentschichten oder an
andere Feststoffe fortgesetzt [130]. Liegen Se dann gebunden vor, o ist es zwar maglich,
dass se durch das darlber liegende Wasser wieder herausgewaschen werden konnen, aber
gemdd ihren Kg gogen- bzw. ihren Kow-Werten [131] liegen se doch lieber in der Festphase
vor. Somit ist anzunehmen, dass Tetracycline, wenn se noch im Zulauf enthdten sind, durch
Adsorption eine Reduzierung der Gehdte in der Wasserphase erfahren und im Ablauf- und
Oberfl&chenwasser daher nur noch ein Bruchtell zu finden ist.
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¢) schwer und mittelschwer abbaubare Stoffe

Soffe deren Eliminaionsrate im Kl&ranlagenprozess nur sehr gering i, snd von den nicht-
Antibiotika beispidlsveise 1buprofen, Diclofenac oder Carbamazepin, die zu 80-100 %
unverdndert durch die Kl&aanlage gdangen, wie Heberer e d. in @ner Untersuchung aus
Berlin herausfanden [125]. Im BLAC Untersuchungsprogramm lagen aber auch die Mediane
der Konzentrationen von Sulfamethoxazol, Trimethoprim oder Roxithromycin in den
Klaanlagenzu- und -ablaufen auf der gleichen Hohe, so dass diese anscheinend in geringerem
Mal3e abgebaut werden, ds manch andere Stoffe. Die Konzentrationen im Zulauf erreichten
daba von Sulfamethoxazol ds Median 390 ng/L (max. 9 pg/l) und von Trimethoprim
65 ngL (max. 04 pg/lL), im Ablauf, mit einem Median von 330 ng/L Sulfamethoxazol und
100 ng/lL  Trimethoprim (max. 4,7 pg/l bzw. 15 pgl) nicht zwangdaufig weniger. Se
konnen daher ds gut mobil gdten, zumd Se nur eine geringe Sorptionsaffinitdt an Festdtoff-
und Bodenpartike haben [131]. Nach Alexy et d. [128] wurden Gehdte an Sulfamethoxazol
im Zulauf von 220-660 ng/L (Trimethoprim 110-330 ng/L) und im Ablauf von 170-370 ng/L
Sulfamethoxazol  (Trimethoprim  3-38 ng/L) gefunden. Dass hierbe  anschenend andere
Abbauraten erreicht werden, kann daran liegen, dass die beobachtete Kl&ranlage Uber eine
andere Klaleisung verfigt, ds die im BLAC-Programm untersuchten. Erschwerend fir die
Besimmung der Abbauleisung kommt hinzu, dass innerhdb der Kl&anlagen eine zeitliche
Verzogerung zwischen Eintritt und Audtritt durch die Klarung des Wassers auftritt, und es in
den Becken auch zur Vemischung unterschiedlich kontaminierten Zulaufwassers kommen
kann, weshab Proben nur bedingt miteinander zu vergleichen sind.

Von Makroliden und Lincosamiden konnen die Konzentrationen in den Klaanlagenablaufen
ebenso, wie zB. ba Sulfamethoxazol gesehen, nahezu die gleiche Hohe erreichen, wie in den
Zulaufen. So lagen in der Untersuchung von Alexy e d. [128] die Konzentrationen von
Roxithromycin in Zuléufen zwischen 26 und 130 ng/L, in Ablaufen zwischen 53 und 83 ng/L.
Die Gehdte von Claithromycin und Clindamycn lagen in enem &nlichen Berech,
Erythromycin jedoch in den Zuldufen sogar 120-550 ng/L, in Ablaufen 71-400 ng/L.
Ahnliche Gehdte fanden auch McArddl et d. [132] in Ablaufen, die nach Festphasan
extraktion der Proben an einer Polymerphase und ener RP-18-Phase per LC-MSMS
bestimmt wurden: Claithromycin bis zu 330 ng/L, Roxithromycin bis zu 31 ng/L und
Erythromycin  bis 220ng/L. Letzteres lag dlerdings nur in ener der dre  untersuchten
Klaranlagen Uber der Bestimmungsgrenze. Aus den Konzentrationen und den Abwasser-
volumina konnten Frachten berechnet werden, die in die Vorfluter eingeletet werden. Diese
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emittierten Frachten betrugen von der Klaanlage Kloten-Opfikon (26.000 Anlieger) 1,7-29 g
Erythromycin pro Tag und 1,2-2,7 g Clarithromycin pro Tag. In den anderen Kl&ranlagen mit
276.000 bzw. 35.000 Anwohnern, wurde zwar Erythromycin nicht gefunden, dafir aber
Claithromycin mit 26-58 g/Tag bzw. 0,8-24 ¢/Tag. Dass hier so grole Unterschiede
zwischen dem Auftreten von Erythromycin und Clarithromycin bestehen, liegt daran, dass in
der Schweiz der durchschnittliche Konsum von Erythromycin nur ca. 24 mg/Person im  Jahr
betrégt, von Claithromycin jedoch 254 mg/Person. Im Verglech dazu werden in
Deutschland, ausgehend von Tab. 6, 175237 mg Erythromycin pro Person und Jahr
verschrieben. Die fur die Schweiz ungewohnlich hohen Frachten an ERY in Kloten waren
weniger bedingt durch den Konsum der Schweizer, ds vidmehr durch den FHughafen und die
internationden Huggdste, in deren Heimatldndern deutlich mehr ERY pro Person konsumiert
wird.

Mit den geklaten Abwéssern gelangen die, in der Wasserphase geldsten oder an Kolloide
adsorbierten, nicht abgebauten Rickstdnde, sowie die Metabaliten, Uber die Vorfluter in die
aquatische Umwelt.

2.7.1.5 Entsorgung der Kl&rschlamme

Auch die aus der Wassarphase entfernten Rickstdnde, wie z.B. manche FHuorochinolone, die
gebunden an Bdebtschlanm vorliegen, konnen in die Umwet geangen. Eine gewisse
Reduzierung der Gehdte kann noch wéahrend der Faulprozesse in den Faultirmen der
Klaanlagen geschehen. Anschlief?end gdangen die Klarschlanme zur Entsorgung  entweder
auf Deponien oder zur Verbrennung.

Be da Vebrennung efolgt eine vollsdndige Zersdrung und Entfernung von Rickstanden.
Dies id be der Deponierung nicht der Fdl, hier kann nur im Laufe der Zeit ein Abbau
vondaiten gehen. Ein  unkontrollieter Ausrag von Schadstoffen oder von Pharmaka
ricksanden i bei modernen Deponien im Normafdl nicht moglich, da sch durch die
Bassabdichtung und Sickerwassarfassungen Eintrdge zB. in das Grundwasser vermeiden
lassen. Statt dessen werden Deponiesickerwasser gesammet und einer Klarung zugefihrt. Bel
dteren Deponien konnte es denkbar sein, dass durch Leckagen eine Beanflussung des
Bodens, des Grundwassers oder des Oberflachenwassers geschieht.

Ebenfdls auf die Deponie konnen Antibiotikamengen gdangen, die Uber den Hausmiill
entsorgt werden. Dieser Anteil kann ganz erheblich sain, da laut Althaus [1] nur bis zu 30 %
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der verschriebenen Medikament nach Vorschrift des Arztes eingenommen werden und en
gewisser Tell einfach Uber den Hausmll entsorgt wird.

Eine Untersuchung des BLAC zeigte [85], dass erhebliche Konzentrationen von Arznei-
mitteln in Deponiesckerwéassern  auftreten  konnen, die bis zu wenigen pg/L rechen, zB.
Clofibrinsdure bis max. 35 pg/l, Dimethylaminophenazon 15 pg/l. Antibiotika waren
dlerdings nur sdten zu finden, bis max. 0,7 pg/L Dehydrato-Erythromycin oder 0,35 pg/L
Sulfamethoxazol. Werden die Sickerwasser aber ordnungsgemd? zu Klé&ranlagen abgdeitet,
S0 unterliegen dort die Ricksténde einem erneuten Abbau.

Eine wetere Moglichkeit der Entsorgung von Klarschlammen ig die Verwendung as Dinger
in der Landwirtschaft, welche auch zu enem Eintrag von Humanantibiotika in die Umwelt
fihren kann [13]. Dabel konnen Boden, Grund- und Oberfléchenwasser in der gleichen Art
beainflust werden, wie be der Vewendung kontaminierter Gulle zur Dingung (zur ndheren
Beschreibung dieses Eintrags, siehe Kapitd 2.7.2).

2.7.1.6 Eintrag in die Ober flachengewasser

Die Einlgtung as ene Klé&ranlage in Obefldchengewasser kann entweder kontinuierlich
gechehen, oder chargenweise. Aus ersterer ergibt Sch en glechméddger Antell an Abwasser
in dem Vorfluter, aus letizterer eine Stoflddastung mit kurzzeitig sehr hohem Abwasserantell.
Is der Vorfluter sehr klein und mit nur geringem Wasserdbfluss, so kdnnen auch dort noch
Konzentrationen von Antibiotikariicksténden auftreten, die dhnlich denen des Abwassers sind.
Fiefd dieser Vorfluter in ein anderes Gewéssern, so ergeben sch mit dem Verdinnungseffekt
entsprechend niedrigere K onzentrationen.

Dies fanden auch Hirsch e d., die Gewdssr im hessschen Raum untersuchten [15]. Ein
kleiner Bach im léndlichen Raum zeigte dort die hochsten Konzentrationen an Antibiotika,
die gch in den nachfolgenden Gewédssern mit steigendem Wasserabfluss setig erniedrigten.
Die Ursache fir die hohen Konzentrationen von bis zu 1,7 pg/lL ERY oder 0,56 pglL
Roxithromycin war der hohe Antel von kommundem Abwasser in dem Bach. Meag lagen
die Konzentrationen in diesem  Gewdsseruntersuchungsprogramm  dlerdings  deutlich
niedriger. Ba ene Bestimmungsgrenze von 20 ng/L (Tetracydine 50 ng/L) konnten nach
hundertfacher Anreicherung (nach Lyophilisation) per LC-MSMS von den 18 Antibiotika
nur sechs verschiedene in den Proben nachgewiesen werden. Weder Tetracycline, noch
Penicilline waren zu finden, sondern nur Makrolide, Chloramphenicol und die beiden
Wirkstoffe des Cotrimoxazols®. Das 50 Percentil betrug von Sulfamethoxazol 140 nglL,
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Trimethoprim 90 ng/L, Roxithromycin 200 ng/L, Clarithromycin 150 ng/L und Dehydrato-
Erythromycin 630 ng/L. Auch Ternes [18] berichtet vom Vorkommen von humanpharma-
zeutischen Wirkstoffen (keine Antibiotika) in Oberflachengewéssarn im Bereich bis 2 pglL,
die mit den Kl&anlagenabflissen eingetragen werden. Medt liegen die Konzentrationen
aufgrund des Verdinnungseffektes jedoch im Bereich weniger hundert ng/L. Be Lindsey e
a. [22], die Obefldchengewdsser in den USA beprobten, lagen die Konzentrationen von
Sulfonamiden ebenfdls meg in diessm Bereich, eénmd sogar bis maxima 15pg/lL. Es
konnten auch die Teracycine Chlortetracyclin, Oxytetracyclin und Tetracydin bis 1,3 pg/L
nachgewiesen werden (Messung per LC-MSMS nach Anrecherung an HLB-SPE-Saulen,
enem Maeid mit polaen und unpolaren Antelen). Sacher e d. [133] untersuchten
ebenfdls Oberfléchengewdsser auf Sulfamethoxazol und Trimethoprim und fanden Se im
Bereich zwischen 25 und 163 ng/L bzw. 6,6 und 24 ng/L. Im Jahr 2002 verdffentlichten
Kolpin e d. [134] ene der bis dahin grofdangdegten Studien zum Vorkommen von
Pharmaka in Fliegewassarn der USA. Dain zeigten Se, dass es ene gewise Beziehung
zwischen den Konzentrationen in den Gewéssern und der Anzehl an Klaanlagenaenlatungen
gibt. Die Konzentrationen von Sulfamethoxazol lagen im Median (von 104 Proben) bel
0,15pugl, maximd 19 pglL, andee Sulfonamide deutlich darunter, von Dehydrato-
Erythromycin im Median be 0,1 pglL, maxima 1,7 pg/lL, Chlortetracycin 042 pg/l (max.
0,69 pglL), Lincomycn 006 pglL (mex. 0,73 pg/ll). Die Betimmung efolgte dabe, im
Anschluss an die Anreicherung durch SPE mit HLB Materid und enem Kationen-Austausch
Materid, per LC-MS. In ener deutschlandweiten Studie des BLAC [85] in der 136
reprasentative Oberfl&chenwasserproben auf  Antibiotika  untersucht  wurden,  konnte
Sulfamethoxazol in 82 Proben (bis 377 ng/lL), Trimethoprim in 63 (bis 170 nglL),
Clarithromycin in 48 (bis 950 ng/L), Dehydrato-Erythromycin in 65 (bis 460 ng/L) und
Roxithromycin in 46 (bis 60 ng/lL) nachgewiesen werden. Dabel konnte eine Korrdation
zwichen dem Borgehdt, ds Indikator fir Einletungen aus Kléanlagen, und den
Konzentrationen von Antibiotika festgestellt werden. In  exponierten  Oberflachenwasser-
proben, die dsaker anthropogen beeinfluss snd, war Sulfamethoxazol bis 550 ng/L
bestimmbar, Trimethoprim bis 190 ng/L, ERY bis 290 ng/L, Roxithromycin bis 560 ng/L.
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2.7.2 Eintrag von Veterinarpharmaka und Leisungsforderern

2.7.2.1 Korperpassage

Nach der orden Vedrechung unteliegen Tierarzneimitted (und Leistungsforderer) den
gleichen Abbaumechanismen im Korper, wie dies bam Menschen der Fdl is. Der Abbau ist
dabel je nach Substanz unterschiedlich stark. Auch hier beruhen die metabolen Prozesse auf
enzymatischer Spaltung, Glycosylierung, Acetylierung, Hydrolyse, etc.

Die Konzentrationen, die dch nach der Anwendung in den Ausscheidungen nachweisen
lasen, liegen in enem &hnlichen Bereich, wie beim Menschen, da auch die thergpeutischen
Dosen pro kg Korpergewicht etwa gleich hoch snd. Wie in Kapitd 2.4.2 erwahnt, betragen
diese Mengen zur Infektionsbehandlung bel landwirtschaftlichen Nutztieren zwischen 20-40
(Ampidllin) und 50-100 (Sulfadimidin) mglkg KGW/d. Die Behandlung ener Zuchtsau mit
120 kg KGW oder einer Milchkuh mit ca. 500 kg KGW efordert daher eine Absolutmenge
von 2.400 bzw. 10.000 mg AMP pro Schwein bzw. Kuh oder 6.000 bzw. 25.000 mg SDM.
Bezogen auf eine Gesamtausscheidung von 40 kg pro Tag und Kuh (20 kg Festmaterid + 20 |
Flissgkeitsausscheidung), ergeben sich in den  Exkrementen  Maximakonzentrationen von
250 mgkg Ampicllin oder 625 mgkg Sulfadimidin. Je nach Abbau im Korper liegen die
Konzentrationen jedoch deutlich darunter. In den Schweineausscheidungen ergdben sich
(unter Berlickschtigung der Aufnahme von 2-4 kg fester Nahrung und 8-10 | Trinkwasser,
gesamt etwa 12 kg Gesamtausscheidungen) Konzentrationen von 200 (AMP) bzw. 500 mg/kg
(SDM) beim behandelten Tier.

2.7.2.2 Lagerung der Gulle

Erfolgt in landwirtscheftlichen Betrieben die Lagerung und Sammlung von Giille, so werden
die Exkremente der verschiedenen enzdnen Tiee zusammen aus dem Sdlsysem
abgeschwemmt und Uber Letungs- oder Abflusssyseme enem Behdtnis zur Lagerung
zugefthrt. Dadurch werden kontaminierte Ausscheidungen von  behandeten Tieren mit
solchen von unbehanddten Tieren vermischt. Unter der Annahme, dass im Durchschnitt gets
enes von 50 Tieren behanddt wird (entweder as einzelnes krankes Tier, oder im zeitlichen
Mittel bei Behandlung des Bedandes), ergeben sch aus 500 mg Sulfadimidin pro kg
Ausscheidung beim einzenen Tier maximde Konzentrationen von 10 mg SDM pro kg in der
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Gillle’®. Be haffigerer Behandlung wéare mit entsprechend mehr zu  rechnen. Durch
zusitzliches Wasser, welches zur Sdlrenigung oder zur Spllung des Leatungssysems unter
den Spdtenbtden verwendet wird, oder welches zugesetzt wird, um die Gulle pumpféhig zu
machen, wird die Gllle noch weter verdinnt, so dass mit Gehdten im engdligen mg/L-
Bereich gerechnet werden kann.

Die Lagerung von Gllle, Jauche, Dung oder Sdlmig efolgt in Tanks oder Behdtnissen. In
den USA werden be Grof¥etrieben oftmas sogar Gulleseen angelegt, sogenannte ,,hog
lagoons®. Diese liegen ds grof3e offene Flachen inmitten der Landschaft.

Waéhrend der Lagerung kann mit der Zeit ein gewisser Abbau vongatten gehen, der aber nicht
zwangdaufig i¢, zumad Ublicheweise kene wetere Behandlung der Gllle geschieht. Bel
manchen Antibiotika konnte erkannt werden, dass aus den im TierkOrper gebildeten
Metaboliten wdahrend der Gllldagerung wieder die  Ausgangssubstanzen  zurtickgebildet
werden konnen [135, 136]. Langhammer [117] zeigte, dass bel dem, aus Sulfadimidin
entstandenen, Hauptmetaboliten N-4-Acetylsulfadimidin, ohne besondere Behandlung der
Glille, eine Deacetylierung erfolgte und die urspriingliche Wirksubstanz resultierte.

Hamscher et d. [129] untersuchten gemischte Schweinegille eines Schwenemastbetriebes
und fanden nach flissgflissg-Extraktion mit Ethylacetat und Messung per LC-MS/MS
4 mgkg Tetracyclin, Chlortetracydin hingegen nur zu 0,1 mg/kg. Deutlich geringere Gehdte
wurden fir Tiamulin und Sdinomycin in Schweinegille von Schitisener e d. [137] mit 0,04
bzw. 001 mgkg gefunden (flissgflissg-Extrektion mit Ethylacetat, Reinigung an Diol-
SPE-Phase und Messung per LC-MSMS), was aer auf die geringe Stabilitét dieser
Subgtanzen zuriickzuftihren igt, da 100fach hohere Werte erwartet worden waren. Im BLAC-
Untersuchungsprogranm lagen die Gehdte an SDM in Schweinegille bei bis zu 29 mg/L.
Tetracyclin  konnte hingegen sogar bis zu 453 mg/L gefunden werden, mes aber im
enddligegn mg/L-Bereich (Bestimmung mit der Methode nach Hamscher et d.). Hdler et 4d.
berichten, ebenfdls nach flissgfflissg-Extraktion und LC-MSMS Bestimmung, Uber
gesamt-Sulfonamidgehdte in Schweinegllle von bis zu 20 mg/L, Sulfadimidin dlene hbis
8,7 mg/kg, Sulfathiazol bis 124 mg/kg [138]. Eine Beprobung von ,hog lagoons' in den
USA mit Messung per Radioimmunoasssy nech Vedinnung bzw. per LC-MS nach
SPE-Renigung an Cl18-Materid, zeigte Tetracydin-Rickstande im Bereich mehrerer hundert
Mg/L, bis max. 870 ug/L, so Meyer et d. [139].

22 DM in Gille Die 10 mg/kg basieren darauf, dass kein Abbau stattgefunden hat.



6/

2.7.2.3 Eintragin Boden

Im Veeringbereich gibt es zwel Bereiche, die zum Eintrag von Antibiotika in den Boden
fuhren konnen:

- direkter Eintrag durch Weidevieh
- Eintrag durch Gulleausbringung

Werden mit Antibiotika behanddte Tiere nicht im Stdl, sondern auf Weden gehdten, s0
kann mit den Ausscheidungen en direkter Eintrag auf den Boden geschehen. Die ortlichen
Konzentrationen konnen dabel sehr hoch liegen, besonders bevor ene Auswaschung
geschieht.

Ba Sdlhdtung und Sammlung der anfdlenden Ausscheidungen ds Mig oder ds Glille,
efolgt zumes die Vewendung dieser Stoffe ds Dinger. Stdlmist wird dazu direkt in den
Boden engearbeitet. Gllle wird entweder mit Hilfe von Schleppschlduchen oder mittels
Streutdller auf landwirtschaftlich genutzte Flachen ausgebracht. Dabel efolgt in der Rege
eéne glechmdige Vetelung. Telwese kann aber auch hier nicht ganz vermieden werden,
dass loka mehr ausgebracht wird und es an vereinzdten Stelen zu Pfitzenbildungen kommt,
die durch Eintrocknung dann sogenannte ,,hot spots* darstellen kénnen.

Hamscher e d. [129] konnten in getrockneten Giillekrusen an der Bodenoberfléche
Tetracydin-Gehdte von bis zu 349 pgkg und Chlortetrycydin-Gehdte von bis zu 1435
pMgkg besimmen (flissgflissg-Extraktion mit Ethylacetet, Messung per LC-MSMS). In
Boden, der mit Antibiotika-hdtiger Gllle gedingt und auch gepfligt worden war, konnte
Tetracyclin bis 199 pgkg und Chlortetracyclin bis 7 pg/kg innerhab der obersten 30 cm
betimmt werden. Eine Velagerung in tigfere Schichten fand nicht datt. Aus der
Untersuchung dieses Bodens Uber ein Jahr konnte gefolgert werden, dass sogar ene
Akkumulation von Antibiotika stattfindet.

Im BLAC-Programm [85] wurden Boden untersucht, auf die Schweinegille ausgebracht
worden war. Diese Boden enthidten bis zu 185 pgkg Tetracydin und bis zu 17 pgkg
Chlortetracyclin.  Mit  Mischgille  (Rind/Schwein)  gedingter Boden  enthidt  beide
Tetracycline nur zu 5-6 pg/kg. In Boden, der mit Gefligdmist oder mit Gllle aus der reinen
Milchviehhdtung gedingt worden war, lagen keine besimmbaren Konzentrationen vor.
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Hoper et d. berichten von Boden in denen nach Giille-Ausoringung 11 pgkg Sulfadimidin
gefunden wurden [140Q].

2.7.2.4 Eintrag in Gewasser

Ein Eintrag von Veterindrantibiotikain Gewasser kann auf drel verschiedene Arten erfolgen:

1. Direkteintrag
2. Oberfléchenabfluss

3. Versickerung

Direkteintrag

Ba der Wedehdtung von behanddtem Vieh i es mdglich, dass neben Bdden auch
Gewasser beanflusst werden. Sofern belspielsveise eine Absperrung nicht vorhanden oder
nur ungenligend ig, i durchaus mit enem direkten Eintrag in B&che oder Entwasserungs-
grében zu rechnen.

Wadhrend der Gllleausbringung zu Dingezwecken kann ebenfdls en Direktantrag in
Oberflachengewésser  geschehen. Dies ist z.B. dann der Fdl, wenn be der Ausbringung
mittels Streutdler en zu geringer Abstand zum Gewasser eingehdten wird und direkt Giille
hineingdangt. Auch duch das Uberfahren kleiner Abflussgraben kann eéin Gewdsser durch
Gllle beanflusst werden. Als weitere Moglichkeit ist die Gefahr der Verwehung wéahrend der
Ausbringung zu betrachten.

Leckagen von Glilletanks oder tropfende Ausbringungsbehdter sind Ursache eines anderen
maoglichen Eintrages. Damit kann, wéhrend der Fahrt zur Flache, die gedingt werden sdll, en
Tropfverlus auf Strallen und somit en Eindringen ins Kandsysem oder direkt in en
Gewasser verbunden sein. Auch durch Abwaschen des Aushringungsgerdts kann eine
Kontamination von Wasser oder Gewéssern erfolgen. Der Bonner Generdanzeiger berichtet
in sener Ausgabe vom 01.082003 von einem Fdl, as durch en defektes Ventil enes
Gullebeckens Hunderte Liter Jauche von Schweinen und Puten unbemerkt ausgdaufen und
direkt in die Swist gelangt snd [141].
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Oberflachenabfluss

I& en Eintrag in den Boden gexchehen (entweder durch Gllleausbringung oder bel
Beweidung), s0 kann be groler Aufwandmenge und entsprechendem Gefdle en Eintrag in
Gewésser erfolgen, auch wenn gemd?3 Dingeverordnung daflr Sorge zu tragen i, dass ken
slches Abschwemmen in  Obeflachengewédsser  efolgt. Ein  oberirdischer  Abfluss i
besonders dann beglingigt, wenn die Art des Bodens die rasche Aufnahme verhindert. Dies
is auch ba enem wassergesditigten Boden der Fal. Ebenso kann ene ausgetrocknete
Bodenkrugte die Aufnahme erschweren, bzw. leicht zu einem Abfluss fihren.

Starkregenereignisse  tragen zusdtzlich dazu bel, dass ausgebrachte Gllle oder Boden
abgeschwemmt wird und eine Kontamination der Gewasser geschieht, wie Ternes [18] oder
Hirsch et d. [15] berichten. In gleicher Weise kann ein Eintrag durch Hochwasserereignisse
mit Uberschwemmungen von landwirtschaftlichen Flachen geschehen. Durch das abflielRende
Wasser wird en Eintrag dann noch unterstiitzt.

Versickerung

Antibiotikarlicksdnde  konnen be  dinnflissger Kondstenz der  Gllle in  tiefere
Bodenschichten eindringen. Beglngtigt wird diesr Vorgang durch Regenereignisse wahrend
oder nach Glllegpplikation, wodurch en Auswaschen der Substanzen geschient. Je nach
Bodenbechaffenheit  (zB. Bindungsféhigkeit) und Substanz  (Hydrophilie) kann dadurch
sogar ein Eintrag ins Grundwasser geschehen [22, 137]. Huysman et d. konnten diesen Weg
anhand von Teracydin-resstenten Bakterien aufzegen. Nachdem in Schweinegllle und
Rinderdung solche Bakterien nachgewiesen werden konnten, wurden auch in Boden, auf den
solche Gllle ausgebracht war, resstente Bakterien erkannt, nicht aber in Boden, der nicht so
gedungt worden war. Sogar in 1 m Tiefe lebten noch solche Bakterien. Das Grundwasser
unter diesen  landwirtschaftlichen  Héchen  enthidt  ebenfdls resstente Bakterien [142].
Ebenso wie die Bodenart und das Bodengefiige spidt auch das Vorkommen von Makroporen
eéne Role fir den Entrag ins Grundwasser, wie Thide-Bruhn beschreibt [83]. Durch
Makroporen und durch préferentidle Flisse konnen sogar Stoffe mit hoher Bindungsaffinitét
zum Boden (zB. Teracydine) das Grundwasser ereichen. Uber den Zwischen oder
Unterbodenabfluss sind auch diffuse Eintrége in Oberfléchenwasser maglich.

Solche Mechanismen, sowie wetere umfangreiche Erkenntnisse zum Eintrag von Stoffen aus
der Anwendung in der Landwirtscheft, zur Verlagerung und zum Einfluss auf Grund- und
Oberfléchenwasser wurden in der Vergangenheit spezidl schon fir die Pflanzenbehandlungs-
und Schédlingsbekampfungsmittel erkannt und beschrieben [143-146].
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Fur die Pharmaka zeigten Untersuchungen von Hirsch et d. [15], dass in Grundwéassern, unter
landwirtschaftlich genutzten Héchen, begrindet durch das Auftreten von Sulfadimidin (bis
150 ng/L), ene Beanflussung durch die landwirtschaftliche Praxis erfolgt. In Oberfléchen
wassr konnte Sulfadimidin hier hingegen nicht erkannt werden. Sacher et a. [133] fanden in
enem Monitoringprogramm von 105 Grundwassermessstelen nur in einer einzigen Probe
Sulfadimidin- mit 23 ng/L, haufiger jedoch die Humanantibiotika Sulfamethoxazol und
Dehydrato-Erythromycin (nach SPE per LC-MS/MS). Hamscher et d. [129], die den Eintrag
von Antibiotika aus Gllle Uber den Boden in Grundwasser verfolgten, besimmten
Tetracyclingehdte in den ersten beiden Matrizes, konnten aber weder Tetracycline noch
Tylosn im Grundwasser nachweisen.

Die Messungen von représentativem und exponiertem Grundwasser im  BLAC-Programm
[85] erbrachten keine Gehdte vom Veeingantibiotikum Sulfadimidin, sondern nur von
Antibiotika, die im Humanbereich angewendet werder?®. In den Untersuchungen von 136
Proben représentativer Oberfléchengewasser  konnten jedoch Veterindrantibiotika  gefunden
werden. Hier war in 18 Proben Sulfadimidin bestimmbar (in 16 von 18 Proben < 50 ng/L,
Maximawert 145 ng/L). Die Konzentration des 90-Perzentil lag bel 5 ng/L. In exponierten
Oberflachenwasserproben war es nicht nachwel shar.

2.7.2.5 weitere Formen des Eintrags

Zur Fschzucht konnen in Aquakulturen Antibiotika eingesetzt werden. Dabe werden die
Stoffe direkt in das Wasser gegeben. Ublicherweise liegen solche Becken in direkter Nahe zu
enem Hiejgewasser. Be einer Behandlung der Fische wird das Antibiotikum direkt in das
Wasser hineingegeben. Besteht eine Anlage aus Uberlaufsbecken, bedeutet das, dass mit dem
2+ und abdgromenden Wasser en Tel der Antibiotikamenge detig in das Oberfléchen
gewasser eingetragen wird. Wird nicht im Uberlaufbetrieb gearbeitet, so kann es nach einer
Antibiotikabehandlung bel enem kompletten Beckenwasseraudtausch zu enem  plétzlichen
hohen Eintrag kommen (zur Untersuchung solcher Gewéasser sehe [47)]).

2 Grundwasser Von den Humanantibiotika wurden folgende Maximalkonzentrationen gefunden:
Sulfamethoxazol bis 350 ng/L, Trimethoprim 23 ng/L, Dehydrato-Erythromycin
700 ng/L, Clarithromycin 43 ng/L, Roxithromycin 34 ng/L.
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Die Behandlung mit Antibictika im Klen- und Haudtierbereich kamn ebenfdls zu enem
Eintrag in die Umwelt fUhren.

Durch die Verwendung von Veerindrantibiotika in tierérztlichen Praxen konnen Regte in das
Abwassersygem gdangen und damit den gleichen Prozessen unterliegen, wie die im
Abwasser vorhandenen Humanantibiotikaas Vom Tier aufgenommene Wirkstoffe gelangen
nach Passage durch den Korper zunéchst nicht in dieses Netz:

Je nach Tierat erfolgt entweder ene Entsorgung von Ausscheidungen Uber den Hausmiill und
dessen Deponierung, oder keine egentliche Entsorgung, sofern Ausscheidungen direkt auf
Boden, Strd¥en ec. gdangen. Mit solchen Veunrenigungen it en  Eintrag von
Veteringrpharmaka in das Abwassarnetz mdglich, wenn mit einer  Mischkandisation bel
Regenereignissen auch das Wasser von versegdten Héchen zu Kl&aanlagen gelangt [122).
Liegen Trennsysteme vor, in denen das Wassr von Straen und Pézen direkt in en
Gewdssr engdedtet wird, so efolgt keine Gehdtsminderung in Kl&anlagen. Statt dessen
geangen die Ricksténde in den Ausschedungen komplett in die aguatische Umwelt
(lediglich verdinnt durch das Niederschlagswasser).

2.7.3 Hydrogeologische und kinstliche M echanismen des Eintrags

I en Eintrag in Oberflachenwasser geschehen, so kann dadurch auch das Grundwasser
belastet werden. Einersaits ig¢ dies Uber die kindliche Grundwasseranreicherung in
Riedfddern madglich [125, 147], anderersats Uber die direkte Beziehung zwischen den
Wasserkdrpern durch Passage durch das Sediment (Infiltration), wie Verdragten et a. anhand
von Herbiziden zeigen konnten [148].

Heberer berichtet Uber das Berliner Gewéssersystem, bel dem stark anthropogen belastetes
Oberflachenwasser zur Grundwasseranreicherung  genutzt wird. Wahrend der Bodenpassage
efolgt nur en telweiser Abbau der Rickstdnde von Pharmaka, so dass in den Grundwéssern
K onzentrationen verschiedenster Stoffe bis zu wenigen pg/L vorlieger?® [125].

24 bel astetes GW Das kinstlich angereicherte Grundwasser wird in Berlin teilweise zur
Trinkwassergewinnung verwendet. Aufgrund der hohen Konzentrationen von
Arzneimittelriickstanden in diesem Rohwasser ist eine vollstandige Eliminierung
wahrend der Trinkwasseraufbereitung nicht gewahrleistet, so dass z.B. schon
Konzentrationen von mehr as 100 ng/L Clofibrinsdure oder 105 ng/L N-
(Phenylsulfonyl)-sarcosin im Trinkwasser gefunden wurden.
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Der umgekehrte Weg dear Gewassarbeainflussung ist ebenfals mdglich: liegt eine Beastung
des Grundwassers vor, 0 kann mit Vaiierung des Grundwasserpegds auch én
Auggleich/Austausch mit dem Oberflachenwasser geschehen [144, 145]. Allerdings wird die
Verlagerung der Substanzen, was die Passage zwischen Wasserkorpern, aber auch innerhab
des Bodens betrifft, durch die Stdrke und die Zusammensetzung der Boden/Sedimentschicht
behindert und be manchen Stoffen mit garken Komplexbindungsfahigkeiten sogar verhindert
[83, 131].

2.8 Abschatzung der Umweltkonzentrationen

2.8.1 Humanar zneimittd

Uber die in Kapitd 27.1 beschricbenen Pfade efolgt en Eintritt von Antibiotika:
Rickgénden in die Umwdt. Die zu ewartenden, sowie bisher in der Literatur zu findenden
Konzentrationen im Abwasser resultieren dabei aus den Verbrauchsmengen (unter Berlick-
sgchtigung der Abbauraten), der Abwassermenge und dem Abbau im Kléranlagenprozess.
Abschédtizungen lassen sch nach Datenvorlage entweder regiond begrenzt machen, so dass
enzene besondere Stuationen efasst werden konnen, oder aber ds Bundesdurchschnitt
unter Verwendung der gesamtdeutschen Verbrauchsmengen, sowie mittlerer Abbauraten und
gemittelter Abwassermengen.  Entsprechende  Abschdtzungen  wurden zB. vom BLAC
gemacht [85], oder von der CPMP oder von Halling-Sarensen et d. [120] beschrieben. Oft ist
in der s0 erhdtenen durchschnittlichen Konzentration im Abweasser jedoch ein Abbau im
Korper nicht berlckschtigt. Unter zusdtzlicher Vewendung der Metabolisnusate im
Korper, die fir jeden Stoff einzen ermittelt werden muss, lést sch ein genauerer Wert fir
das Abwasser vorhersagen. Wird der Abwasserantell innerhdb eines Hief3gewéssers in die
Berechnung mit enbezogen, kan ene Vorhersage Uber die Konzentration im
Oberflachenwasser  getroffen werden.  Allerdings wird dabel nicht berlicksichtigt, dass bel
manchen Stoffen auch eine Rickbildung des Ausgangsstoffes aus den Metaboliten erfolgen

kann, oder dass en weiterer Abbau auch innerhalb des Gewassers stattfinden kann.
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Gleichung 1: Formel zur Abschatzung der Umweltkonzentration von Soffen im

Kompartiment Abwasser (Klaranlagenzulauf)

Gesamtjahresverbrauich [kg/Jahr] - (100 - Eliminierung [%]) + 100 - 10°

Abwasser pro Einwohner - 365[d] - EinwohnerinD - Verdinnung
[Mg/L] [L/d]

Als Abwassermenge werden 150 L pro Einwohner und Tag angenommen (Sehe [85], oftmas
werden aber auch 200 L veranschlagt, was aber fur die deutschen Verhdtnisse etwas zu vie
ig [91, 120]). Die gesamte Bevolkerungszahl in Deutschland lag zum Dezember 2002 be
82,5 Mio. Einwohnern [149]. Bel Abwasser wird ein Verdiinnungsfaktor von 1 verwendet.

Zur Berechnung von Konzentrationen im Ablasfwassr der Klaanlage muss der PEC
(Abwasser) noch mit der Abbaurate innerhdb der Klaranlage verrechnet werden, zur
Berechnung von Oberfl&chenwasserkonzentrationen zusitzlich der Antel an Abwasser im

Gewasser:
Gleichung 2: Formel zur Abschatzung der Umweltkonzentration von Soffen im
Kompartiment Oberflachenwasser
PECka-zu [MO/L] - (100 - Kl&ranlagenabbau [%]) + 100
PECow [HOL] =

Verdinnung

Anhand der abgeschéizten Jahresaufwandmengen gemd? Tabelle 6 und Literaturdaten bzgl.
Metaboliserung [15, 113, 118, 150] lassen sch Konzentrationen im Abwasser (Kléaranlagen
zulauf), dargestdlt in Tabelle 7, berechnen. Unter Annahme ener durchschnittlich 50 %oigen
Abbauleistung von Kl&anlagen [127, 128, 151, 152] (fur Ciprofloxacin und Trimethoprim
lagen genauere Literaturdaten vor) und enem Antel von ewa 10 % Abwassr in
Oberflachengewassern, erhdt man folgende PEC verschiedener Antibiotika:
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Tabelle 7: PEC verschiedener Humanantibiotika in Klaranlagenzulaufen,

-ablaufen und Oberflachengewassern (Abwasseranteil 10 %)

Abbau—K('jrp. Abbau-KA PECKA_ZU PECKA_Ab PECOV\/

[%] [%] [Mg/L] [nglL] [nglL]

Amoxidllin® 20 12,8-28,0

Ciprofloxacin 30 80 1,1 217 22
Clindamycin 70 50 0,5-1,9 232-266 23-27
Erythromycin 40 50 1,9-25 930-1262 93-126
Penicillin \VV* 60 6,0

Sulfamethoxazol 80 50 1,8-2,2 868-1107 87-111
Trimethoprim 20 25 1,6-1,9 399-487 40-49

* Penicilline sind luftempfindlich und kénnen leicht abgebaut werden; besonders bei Anwesenheit von Bakte-
rien gelingt eine leichte Aufspaltung des f3-Lactamringes [15, 121, 123]. In Untersuchungen von Kl&ranlagen-
Zu- und -Ablaufen konnten sie fast nie gefunden werden, da wahrscheinlich ein starker Abbau direkt nach der
Koérperpassage im hauslichen Abwasser stattfindet. Die angegebenen Konzentrationen in Klaranlagen-
Zulaufen werden daher in Proben nicht unbedingt vorkommen, sondern stellen eher maximale Werte dar.

Bei den Berechnungen der PEC fir Antibiotika, die auch derma angewendet werden, sind die Abbauraten im
Korper auch fur den topisch applizierten Anteil berlicksichtigt worden, da dieser ohnehin deutlich weniger als

10 % der gesamten verordneten Menge ausmacht.

Die Konzentrationen (bundesweiter Jahresdurchschnitt), die sch im  Oberflachenwasser
finden lassen, liegen somit im unteren ng/L-Bereich bis zu wenigen Hundert ng/L. Ist der
Abwasseranteil in e@nem Obeflachengewadsser hoher, so schldgt sch das  entsprechend
erhdhend auf den PECow aus. In Klaanlagenzuléaufen liegen die Konzentrationen dagegen bel
wenigen pg/L. Nicht berlickschtigt in den Berechnungen igt die Moglichket, dass dch
Ursprungssubstanzen aus den Metaboliten wieder  zurlickbilden  kdnnen, weshdb einzelne
K onzentrationen auch hoher ds hier angegeben ausfalen diirften.
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2.8.2 Veterinarpharmaka

Genaue Daen Uber die Jahresaufwandmengen von Veterindrantibiotika sind fur Deutschland
nicht zu erhdten (9ehe Kapitd 25). Abschdtzungen der Umweltkonzentrationen kdnnen
daher nicht Uber ene mittlere Gesamtverbrauchsmenge angestdlt werden, sondern miissen
ausgehend von der Behandlung des einzelnen Tieres geschehen. In Kapitel 2.7.2.1 und 2.7.2.2
wurde berechnet, wie hoch die Antibiotika-Konzentrationen in den Ausscheidungen von
behanddten Tieren sein kdnnen und, dass je nach Gesundheitszustand, die Konzentrationen in
der Gille unterschiedlich hoch snd. Be ener durchschnittlichen Behandlung von  zwe
Prozent der Tiere konnte ene Sulfadimidin-Beastung von 10mglL in Giile berechnet
werden, woraus dch nach Vedinnung der gesammeten Gllle durch Renigungswasser
5mg/L ds redidischere Konzentration ergeben. Die Vewendung solcher Giille ds Dinger
auf Boden, mit Ublichen Ausbringungsmengen von 20-40 ni/ha (= 2-4 L/n¥) [153, 154], kann
bé enmdiger jarlicher Applikation zu einem Eintrag von 10-20 mgn? fiiren, bei
haufigerer Dingung zu entsprechend mehr. Ohne weitere Verlagerung und bel ener Ublichen
Pflugtiefe von 30 cm [153, 154] bedeutet dies eine Kontamination von 300 L Boden
(Dichte=1,5kg/L), dso 450 kg, woraus sich Korzentraionen im pgkg Bereich ergeben
(20-40 pg/kg). Erfolgt kein Auswaschen der Substanzen, so it darlber hinaus, bel welterer
Dingung mit kontaminierter Giille, mit einer Akkumulation zu rechnen.

In Gullekrusten an der Bodenoberfléche ist mit noch héheren Konzentrationen zu rechnen, so
dass lokd ebenso wie in Gllle mglkg an Subganz erreicht werden kénnen. Zu dhnlichen
Konzentrationen kann auch der mogliche Eintrag durch Beweldung mit behanddten Tieren
flhren, wodurch uU. (sofern ekrankte Tiere nicht im Sdl blelben) hochbeastete
Ausscheidungen mit Rickgtdnden in Hohe von wenigen Hundet mg/L direkt unverdinnt auf
den Boden gelangen.

Allerdings i¢ nach dem Eintrag, wie auch imme e efolgt id, ene Veringerung der
Substanzen im Boden durch Abbau, Verlagerung oder Adsorption moglich. Die Vorhersage
von Gehdten in Oberfléchen oder Grundwasser, bedingt durch die Ausbringung von Gillle,
ig aufgrund der viden Einflussfaktoren (Art der Substanz, geldndespezifische Gegebenheiten,
Ausbringungsart, Bodenart, Temperatur, Niederschldge, etc) sehr komplex. Mit
verschiedenen  Moddlierungsprogrammen kann  versucht  werden, solche  Eintrége
abzuschétzen, eine genaue Prognoseist aber nur schwer maglich.
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Dass en Eintrag von Veerindrpharmaka in Gewasser aber dattfinden kann, und durchaus zu
betréchtlichen Konzentrationen fihrt, soll nochmas mit Hinwes auf Kap. 27.2 ewdnt

werden.

Zusammengefast  ig¢  durch die Vewendung von Antibioika im Humatr und
Veeaindbereich mit enem Eintrag von Ricksténden und Metaboliten in die Umwdt zu
rechnen. Diesr kann im Oberflachenwasser zu Konzentrationen im ng/L-Bereich fuhren, je
nach Eintragsstuation auch zu hoheren Konzentrationen. In Gllle snd Konzentrationen im
unteren mg/L-Bereich zu ewarten, in Kl&ranlagenzuléufen im unteren pg/L-Beraich, und in
mit Gulle behandeltem Boden im Bereich eniger pg/kg.
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3. Material, Methoden und M ethodenentwicklung

3.1. Material

3.1.1 Geréte

3.1.1.1 Flissgchromatogr aphie, HPLC

Quartenare Pumpe, Serie HP 1050

Variabler UV-Wdlenldngendetektor, Serie HP 1050
Probengeber, Serie HP 1100

Thermogstatiserter Séulenraum, Serie HP 1100
Interface 35900

Software HP ChemStation fur LC

Saule: Micro 2 MZ-PBM, C18, 3,0 um (250 x 2,1 mm)
Saule: Spherisorb ODS 1, C18, 5,0 um (250 X 4 mm)

1,5 mL Schraubgewinde- Probenflaschen, dunkd, 32 x 11,5 mm

Teflon/Silikon Septen + 08/425 PP Schraubkappe mit Loch
3.1.1.2 Festphasenextr aktion

Vakuumkammer mit 16fachem Aufsatz

Audassnaddn aus Teflon

Durchflusshéhne

Schlauche, /8~ OD Teflon Tubing

Adapter fur Sdulen, Teflon

LiChrolut® EN (40-120 pm), Best. Nr.: 1.19853.0020
ISOLUTE™ ENV+ 200 mg/6 mL Part. No.: 915-0020-C
ENVI-Chrom P 250 mg/6 mL, Part. No.: 57225-U
Chromabond EASY 200 mg/3 mL Art. Nr.: 730.754
SepPak® RP18 1000 mg Vac 6¢c Part. No.: Wat 036905
BakerBond C18 Polar Plus, Part. No.: 7465-00

Strata SDBL-L 200 mg/3 mL Part. No. 8B-S014-FBJS
Strata X 200 mg/6 mL Part. No. 8B-S100-FCH

= erhéltlich tiber Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Hewlett-Packard
Hewlett Packard

Hewlett Packard

Hewlett Packard

Hewlett Packard

Hewlett Packard

MZ Andysentechnik
Bischoff Chromatography
Alltech Associates, Inc.
Alltech Associates, Inc.

Alltech Associates, Inc.
Alltech Associates, Inc.
Carl Roth GmbH & Co.
Alltech Associates, Inc.
Alltech Associates, Inc.
Merck

Separtis

Supd 0%
Macherey-Nagel
Waters

J. T. Baker
Phenomenex® Ltd.
Phenomenex® Ltd.
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3.1.1.3 Filtration

Sdectron Glas-Vakuum-Filtrationsgerét GV 100

Membranfilter ME 25, 0,45 um Mischester, Ref. No. 10401621

Glasfasarfilter GF 8 Rundfilter @ 10 cm, Ref. No. 370120
Faltenfilter 615 1/4, @ 18,5 cm, 85 g/n? Art. Nr. 431018

GHP Acrodisc® 13 mm, 0,2 pm Membran Prod. No 4554T

Injekt-F 1 mL Feindosierungsspritze, Ref. No. 9166017 V

100 Sterican @ 1,20 x 40 mm Einmalkantile, Ref. N0.4665120
Sephadex™ PD 10 columns G25-M Part. No.: 17-0851-01

3.1.1.4 Beschleunigte L 6semittelextraktion

ASE® 200 Extraktor

Solvent Controller fir ASE® 200 Extraktor

11 mL Stahl-Extraktionszellen, Part. No. 049560
Glasfaserfilter GF 51 RF, @ 19,1 mm, Ref. No. 10428146
Hydromatrix, Isolute® HM-N, Part. No. 9800-1000

40 mL Clear Collection Vids, Part. No. 048783

Lidsfor Callection Vids, Part. No. 049463

Teflon-Silicon Septa, Part. No. 049464

3.115ELISA

8-Kand Microplate Washer FlexiWash
Vmax® Kinetic Microplate Reader

Software: Softmax® Pro for Windows®
THERMOstar * Microplate | ncubator/Shaker
Tischzentrifuge Z 200 M/H

Elektronikrihrer Multipoint HP 15
Mikrotiterplattenschittler

MS2 Minishaker

Flaschenaufsatzdispenser Varipenser plus 4961 25 bzw. 50 mL

Multipette® plus

Combitips® plus 1,0 mL und 0,5 mL (0030 069.234 bzw. .226)
Varipette® 4810 0,510 pL, 10-100 pL, 200-1000 pL, 500-2500 pL

Reference® variabel 100-1000 pL
epT.l.P.S. Standard 0,5-10 pL, 10-100 pL, 200-1000 pL,

Schleicher& Schuell GmbH
Schleicher& Schuell GmbH
Schleicher& Schuell GmbH
Macherey-Nagd GmbH
Gelman Lab., Pal Corp.
Braun Mesungen AG
Braun Mesungen AG
Amersham Biosciences

Dionex

Dionex

Dionex

Schleicher& Schudl GmbH
Separtis

Dionex

Dionex

Dionex

Asys HiTech GmbH
Molecular Devices Corp.
Molecular Devices Corp.
BMG LabTechnologies
Hermle Labortechnik
H+P Labortechnik GmbH
VEB MLW Prifgerétewerk
IKA® Works Inc.
Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG
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2500 pL (Ord. No. 0030 000.811, .870, .919, .951)
8-Kand Proline® Electronic Pipettors 1200

Biohit Proline Tip 1200, Cat. No. 780046
Mikrotiterplatten, ImmunoPlate F 96 Cert. Maxisorp
MuLTI™ Twist Top Conical Vids + Caps

(Prod. Nr. 15630 + 15490)

MuLTI™™ Reaktionsgefalie 0,65 mL (Best. Nr. 7060-1)
Safe-Lock Tubes 2,0 mL (Ord. No. 00,0 120.094)
Cryovid® Sterile 4 mL (Prod. Nr. T310-4A)

Parafilm®

Flasche G10, braun mit Teflonseptum (Art. Nr. 300110)

3.1.1.6 Sonstiges

Ultraschallbad Sonorex Super RK102H
MilliQPlus 185

SLS 02 Evaporator

16-Positionen Rack

Heizrihrer IKA-Combimag RCT
pH-Papier Tritest pH 1-11

pH-Meter MP 220

Uberkopf-Schiittler Reax 20

Pflanzeisen, Gartnereibedarf, Grabtiefe 15 cm
1 L Weck-Glaser, Tulpenfrom

2,5 L Braunglasflaschen mit Teflonseptum

26 Cryovia erhaltlich tiber Carl Roth GmbH & Co
27 parafilm erhaltlich tber Carl Roth GmbH & Co

Biohit Oyj

Biohit Oyj

Nunc"™ Brand Products
Carl Roth GmbH & Co

Carl Roth GmbH & Co.
Eppendorf AG

Simport Plastics Ltd.2®
PechinayPlastic Packag.?’
CS-Chromatographie Serv.

Banddin Elektronik
Millipore

SL S Farber- Skutlarek GbR
Eigenkongtruktion

Janke & Kunkel
Macherey-Nagel
Mettler-Toledo
Heidolph

K nauber

Weck GmbH

div. Losemittellieferanten
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3.1.2 Chemikalien

3.1.21ELISA

Dikaliumhydrogenphosphat, MicroSelect > 99,5 % Fuka 60353
Dinatriumhydrogenphosphat, Dihydrat, MicroSelect > 99 % Fuka 71644
Kaiumdihydrogencitrat, p.a Fuka 60215
Kaliumdihydrogenphophat, MicroSdlect > 99,5 % Fuka 60219
Natiumcarbonat, MicroSelect > 99,5 % Fuka 71345
Natriumazid, reinst Merck®®  66.880.100
Natriumchlorid, ultra, MicroSelect > 99,5 % Fluka 71378
Natriumdihydrogenphosphat, Dihydrat, MicroSelect > 99 % Fluka 71502
Natriumhydrogencarbonat, MicroSelect > 99,5 % Fluka 71627
Schwefelsaure 95-97 %, p.a Merck 1.007.312.511
Sorbinsdure Kaliumsaz, p.a > 99 % Fluka 85520
Tetrabutylammonium-borhydrid, purum, > 98 % (TBABH) Fluka 86855

3,3',5,5 - Tetramethylbenzidin, research grade (TMB) Sgma®  T-0440
Tween® 20, pure Serva®®  S3740
Wasserstoffperoxid 30 %, p.a Fuka 95302
3.1.2.2 Standar dsubstanzen

Amoxidillin trihydrat, Vetrand®, 97,8 % RAH®® 46060
Chlortetracydlin hydrochlorid, Vetrand®, 78,1 % RdH® 46133
Ciprofloxacin hydrochlorid, 99,2 % Bayer Testsubstanz
Clindamycin hydrochlorid, 94,0 % Ehrens®  C11670100
Dihydrostreptomycin sesquisulfat, > 99 % Fuka 37386
Doxycyclin hydrochlorid, > 98,0 % Fuka 44577
Enrofloxacin, 99,7 % Bayer Testsubstanz
Erythromycin dihydrat, Vetrand®, 94,4 % RdH® 46256
Oxytetracydlin, Vetrand®, 96,2 % RdH® 46598
Penicillin G potassum sdlt, Vetrand®, 99,8% RdH® 46609
Penicillin V potassum sdlt, Vetrand®, 95,7% RdH® 46616
Streptomycinsulfat, 95 % AppliC3? A 1852.0025

28 Merck-Chemikalien  erhaltlich tiber VWR International

29 Tyeen® 20, pure erhdltlich tiber Sigma-Aldrich oder VWR
30 RdH® Riedel-de Haén®

31 Dr. Ehrensdorfer

3 AppliChem
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Sulfadiazin, Vetrand®, 99,9 %
Sulfadimidin, Vetrand®, 99,7 %
Sulfamethoxazol, Vetrana®, 99,9 %

Tetracyclin hydrochlorid, Vetrana®, 96,5 %

Trimethoprim, Vetrand®, 99,5 %
Tylosin Hemitartrat Vetrand®, 91,4 %

RdH®
RdH®
RdH®
RdH®
RdH®
RdH®

35033
46802
46850
46935
46984
46992

3.1.2.3 weitere Chemikalien (verwendet zur Synthese, Probenvorbereitung, HPLC)

4- Aminobenzoesdurehydrazid, 95 %
Ammoniaklésung 25 %, p.a
Ammoniumacetat, > 99 %
Berngteinsdureanhydrid, purum, > 97 %

Carboxymethoxylamin Hemihydrochlorid, > 98 %

Casain (Natriumsaz)

2,4-Dinitro- 1-fluorbenzen, > 99 %
Essgsaure (Eisessg), 100 %, wasserfrel
Essigsdure, > 99,5 %, p.a

Ethanol, wasserfrei, > 99,5 %

Ethylendiamin-tetraessgsiure  Dikdiumsalz

p.a,>99,0%

Ethylenglycol, > 99,8 %, Riedd-de Haén®
Glutaradehyd 25 % Lésung in Wasser
Glutarséureanhydrid zur Synthese
Glyceral, anhydrous, > 99,5 %
Hemocyanin from Keyhole Limpet (KLH)
L-Lysin, purum, > 98 %

N, N - Dicyclohexylcarbodiimid, 99 %
N,N-Dimethylformamid, puriss. > 99,8 %
Natrium(meta)periodat, ultra, > 99,5 %
Natriumacetat, wasserfrel, p.a.
Natriumborhydrid 99 %
N-Hydroxysuccinimid, zur Synthese
Oxasdure Dihydrat, p.a.

Peroxidase (POD) from horse-radish
Pyridin, > 99,8 %, p.a.

Sulfamethazine (Sulfadimidin), > 99 %
Sulfamethoxazol

AldrichH®
Merck
Merck
Fluka
AldrichH®
Sgma®
Fluka
Merck
Fluka
Merck
Fluka

RdH®
AldrichH®
Merck
Fluka
Sgma®
Fluka
AldricH®
Fluka
Fluka
Merck
AldricH®
Merck
Merck
Roche

A-4,190-9
1.054.322.500
1.161.030.250
14090
C1,340-8
C-8654

42080
1.595.200.100
45730
1.590.090.050
3660

34907
G400-4
8.206.040.005
49767
M-5899
62840
D-8,000-2
40248

71859
4090520
21,346-2
8.045.180.025
1.00495.0100
814393

82702

S-6256
S-7507
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3.1.2.4 L 6sungsmittel

Acetonitril Roth® P.7328.1
Ethanol, absolut, zA. Merck  1.00983.1001
Ethanol. Wasserfrei Merck  1.59009.0050
Ethylacetat, SupraSolv® Merck  1.10972.2500
Methanal, RotiSolv® HPLC, > 99,5 % Roth® P.717.1
N,N-Dimethylacetamid, puriss. (iber Molekularsieb > 99,5 % Sgma® 38839
Pyridin, puriss, p.a Fuka 82702
Tetrahydrofuran, puriss, p.a., > 99,5 % Fluka 87368

Reingwasser: bestand aus deionisertem Wasser, welches durch eine MilliQPlus 185 Anlage
welter aufgereinigt wurde

3.1.2.5 Antikérper und er haltene (=geschenkte) Tracer

Anti-Mouse 1gG (whole molecule), host: goat Sgma® M-5899
Streptomycin, monoclond, 1gG:, Mak 4 E2 Schnappinger et d. [155]
peroxidasemarkiertes Streptomycin, lyophilisert Schnappinger et d. [155]
Sulfadimidin, polyclond, Serum, lyophilisert Fréanek et al. [156]
peroxidasemarkiertes Sulfadimidin, in Glycerin Franek et a. [156]

3.1.3 Puffer und L ésungen

Carbonat-Puffer (Coating-Puffer, pH 9,7 £ 0,1)

NaCOs3 15 mmol/L 39849
NaHCOs 25 mmol/L 7,339
NaN3 3 mmol/L 05049

mit Reingwasser auf 2500 mL auffillen

Phosphat -Puffer (Inkubations-Puffer PBS®3, pH 7,6 + 0,1)

NaH>PO4-2H,0 10 mmol/L 3,90 g
NaHPO,-2H,0 70 mmol/L 31,159
NaCl 145 mmol/L 21,259

mit Reingwasser auf 2500 mL auffillen

33 pBS-Puffer phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte K ochsal zl 6sung
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Citrat-Puffer (Substrat-Puffer, pH 3,8 + 0,1)
KH,-Citrat 200 mmol/L 1150 g
Sorbinsre.-Kdiumsaz 0,25g
mit Reinswasser auf 2500 mL auffiillen

Kaliumphosphat -Puffer mit Tween® (Wasch-Puffer Konzentrat 60fach)

KH2PO4 43,3 mmol/L 14,73 g
K2HPO, 375,0 mmol/L 163,30 g
NaCl 871,8 mmol/L 127,50 g
Sorbinsre.-Kaliumsdz 0,509
Tween® 20 33,009

mit Reinswasser auf 2500 mL auffillen
zur Verwendung: 30 mL Konzentrat auf 1800 mL auffillen (60fach verdinnen), resultierend
ene Phosphatkonzentration von ca. 7 mmol/L, entsprechend ~ 1/10 des PBS-Puffers

Substrat-Losung

Komponente 1. 17,741 mg TMB + 3,796 mg TBABH + 1,8 mL DMA
Komponente 2: 38,6 UL Perhydrol in 100 mL Citratpuffer geben

zur Verwendung: 375 uL Komponente 1 in 15,5 mL Komponente 2 16sen

Carbonat-Puffer (0,13 M)

NaHCO3; 130 mmol/L 0,109 g
mit Reingwasser auf 10 mL auffillen

Carbonat-Puffer (0,01 M)

NaHCO3 10 mmol/L
7,69 mL des Carbonat- Puffer (0,13 M) mit Reinswasser auf 100 mL auffillen

Sopp-Lbésung (1IM)
H>SO4 2mol/L (H*-Konz) 2,71 mL
in dest. Wasser geben und auf 100 mL mit dest. Wasser auffulllen
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3.1.4 Stammlésungen und Verdinnungen

3.1.4.1 Antibiotikalésungen fur ELISA

Standardiésungen  fir  ELISA-Messungen wurden aus  Vedinnungen — wassriger
Sammiésungen  hergestdlt. Von den vier Subgtanzen  (Penicillin @V,  Streptomycin,
Sulfadimidin, Sulfamethoxazol), und gegebenenfdls Weiteren zur Testung der  Kreuz-
empfindlichket, wurden jewels StammiGsungen von ca 20 mg/L hergestdlt, indem ca 2 mg
eingewogen und im Messkolben auf 100 mL mit Reinstwasser aufgefullt wurden. Die im Test
eingesetzten waéssigen Losungen hatten Konzentration zwischen 0,001 pg/L und 1000 pg/L.
De hochse Standard wurde direkt aus der Stammlosung hergestdlt und die weiteren
Standards durch sechs Verdinnungsschritte des Fektors 10 mit Reinstwasser erhdten, um
eéne logarithmische Skda &guidigant enzutelen. Fir die  Streptomycinverdinnungsreihe
wurden die Standards in PBS-Puffer angesetzt.

Die Sandads wurden in 10 mL Braunglasflaschen mit Teflonseptum angesetzt und bel
+4°C im Kihlschrank aufbewahrt. Sulfonamidiésungen waren Uber mehrere Wochen bis
Monate dabil und wurden nach Erschdpfung des Vorrats neu angesetzt, Penicillin V- und
Streptomycin-Lésungen wurden wegen ihrer Ingabilitée hdchgtens zwel Tage lang verwendet.
Vor der Messung wurden die Lésungen auf Raumtemperatur gebracht.

3.1.4.2 Antibiotikalésungen fir HPLC

Es wurden sowohl einzene Stammldésungen in Methanol (die hier verwendeten Antibiotika
and in Methanol gut 16dich) angesetzt, die Konzentrationen von ca 100 mg/L hatten (5 mg
Subgtanz in 50 mL Meskolben), ds auch Mischsandards durch Einwaage verschiedener
Antibiotika in den sdben Kolben. Daraus wurden weitere Verdinnungen in Methanol bis
1mgL (be Sulfonamiden bis 005 mg/L ds niedrigde Konzentrationsstufe) hergestdllt.
Penicilline sind in Methanol sehr ingtabil und wurden daher in Wasser angesetzt [123].
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3.1.5 Proben

3.1.5.1 Gilleproben

Es wurden zehn Giilleproben von vier verschiedenen Belrieben aus unterschiedlichen
Gebieten Nordrhein-Westfaens gezogen.

Tabelle 8: Zeitpunkt der Gulleprobenahme, Herkunft und Art der Guilleproben

Kennung Gulleart Datum Ort, Region Betriebsart

Betrieb 1 Schweinegllle Jan. 2002  Erkeln, Krs. Hoxter Sauenzucht

Betrieb 2 Rinderglile Ma 2002 KresKleve Rinderzucht

Betrieb 3 Rinderglile Ma 2002 Rhen-SegKres Versuchsgut

Frankenforst:

Schweinegtille Mai 2002 Schweinezucht +
(vergoren) Rinderzucht
Rinderglile Jan. 2003

Schweineglille, frisch  Jan. 2003
Schweinegllle, dt Jan. 2003
Mischgllle (v.aRind  Jan. 2003

+ Schwein + Jauche)
Jauchewasser Jan. 2003
(Ablaufwasser aus
Migthaufen)
Betrieb 4 Rinderglile Jan. 2003  Erftkreis Milchviehhdtung

In Belrieb 1 wurden die Tiere im Bedafddl (zB. be Einddlung, Absstzen vom
Muttertier, Infektionen) mit verschiedenen Medikamenten behandelt, die auch Antibiotika

enthaten. Dieswaren:

Vetoprim® 24 % (enthélt Trimethoprim, Sulfadimidin, Sulfathiazol)
Orospray® von Vetoquinol (enthdlt Chlortetracydlin, Sulfanilamid)
Tylan 200® (enthét Tylosin-Base)
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Baytril® 10 % (enthélt Enrofloxacin)

Progtad 1 (Futtermittel, enthdt Coligtin, Amoxicillin)

Tardomyocel®  (enthdt Benzylpenidillin-Benzathin - 100000 |.E., Benzylpenicillin-Procain
25.000 |.E., Dihydrostreptomycinsulfat)

In Betrieb 3 waren nur Angaben Uber die Vewendung von Medikamenten aus dem
Sauenbereich und dem Masischweinebereich zu erhdten, nicht aus dem der Rinderzucht.
Im Magtschweinebereich wurden im Bedarfsfdl folgende Medikamente eingesetzt:

Baytril® (enthdlt Enrofloxacin)
Medipen® (enthdlt Benzylpenicillin)

Im Sauenbereich (mit Ferken) wurden zusézlich Medikamente mit den Wirkstoffen
Amoxidillin (Praparat Duphamox®), Ampicillin, Tetracyclin und Florfenicol verwendet.

Uber die Anwendung von Medikamenten in den Betrieben 2 und 4 ist nichts bekannt.

3.1.5.2 Bodenproben

Die Bodenproben wurden von den gleichen Betrieben gezogen, von denen die Gulleproben
gammten. Die bewirtschafteten Héchen, die beprobt wurden, waren zuvor mit Gille aus dem
jewelligen Betrieb gedingt worden. Die ausgebachte Gllle war zwar nicht identisch mit der
untersuchten Giille aus Kap. 3.1.5.1, da die Applikation auf die Boden zu einem anderen
Zetpunkt geschah, ds die Gulleprobenahme, se war aoer gleichen Typs und enthidt daher
wahrschenlich gleichartige Rickstande.
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Tabelle 9:

erfolgten Behandlung der Boden

Zeitpunkt der Bodenprobenahme, sowie Beschreibung der vorher

Betrieb ausgebrachte Datum letzte Ausbringung Anbau
Gulle
B1l Schweinggille  Jan. 2002 Mai 2001, Gerste, Fabaceae,
8 Monate vor Probenahme  Winterweizen (in Jan.
2002)
B3 Schweinggille  Jan. 2003 Oktober 2002, auch zuvor  vor Ausbringung Mais,
dets Schweinegtlle dann Winterweizen (in
Jan. 2003)
B3 Rindergiile Jan. 2003  Oktober 2002, insgesamt kein Anbau, mit Gras
3 xin 2002, sets mit bewachsen
Rindergille
B4 Rindergiille Jan. 2003  Maz/April 2002, Riben, Weizen
9 Monate vor Probenahme

3.1.5.3 Abwasser proben

Es wurden Abwasserproben von zwei verschiedenen Kléranlagen untersucht:

Klaranlage 1 - Troisdorf

Die konventiondle Kl&anlage in Troisdorf ist fUr 70.000 Einwohnergleichwerte ausgeegt.
An Renigungsverfahren verfligt de Uber eine mechanische Vorrenigung, sowie Uber ene
biologische Klérstufe, bestehend aus aeroben Beebungsbecken zur Nitrifikation, sowie aus
anoxischen Absetzbecken zur Denitrifikation. Aufgrund der Grole der Anlage existieren die
biologischen Stufen in funf pardlden Stral3en.

Im Mé&rz 2004 wurde eine Probe des Zulaufs entnommen.

Klaranlage 2 - Troisdorf-Altenrath

ig ene Pflanzenkl&ranlage, an die ca 150 Einwohner

solchen  Anlagen

in  konventiondlen Anlagen. Stat den Ublichen
das Abwassr hier lediglich  verschiedene

Die Kl&anlage in Altenrath
angechlossen snd. Das Vefaren da  Abwasserbehandiung in
unterscheidet sch dak von dem
verschiedenen  Klarstufen,  durchflief
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Absetzbecken, um ene Abtrennung des Festgtoffantells zu gewdahrleisten. Anschlief?end wird
die Wassarphase auf ein Schilffed verriesdt, in welchem durch Adsorption, Filtration und
mikrobiellen Abbau ene Reinigung des Abwassers geschieht. Nach ener gewissen Zeit, die
das Wasser bendtigt um die verschiedenen Bodenschichten zu passeren, wird das Perkolat
abgepumpt und enem kleinen Bach as Vorfluter zugefuhrt. Ein Tell des geklarten Abwassers
wird, zur Verdinnung des Zulaufwassers, diessm wieder zugefihrt und gdangt so nochmds
auf das Riesdfeld.

Es wurde ene Zulaufprobe, eine Ablaufprobe innerhab der Anlage, sowie eine Ablaufprobe
an der Ablaufgtelle zum Vorfluter im August 2003 entnommen und untersucht.

3.1.5.4 Oberflachenwasser proben

Zwischen November 2001 und Januar 2004 wurden insgesamt mehr ads 170
Oberfléchenwasserproben entnommen und untersucht. Gewdsser der Region Koéln-Bonn (16
verschiedene, ohne Rotterbach und Rotter See) wurden ergmaig im November 2001, dann
im April 2002 beprobt und zur Zeitreihenuntersuchung zwischen Dezember 2002 und Januar
2004 an acht Terminen im Abstand von zwe Monaten untersucht. Die Proben wurden Sets an
den gleichen Bach- oder Hussabschnitten gezogen.

Be den Gewdssern der Regionen Hochsauerland, Niederrhein und Ostwestfden handelte es
sch um Proben, die en enziges Md im gesamten Zetraum entnommen und untersucht
worden sind: Hochsauerland (April 2003), Ostwestfden (Januar 2002), Niederrhein (Januar
2003, Niers Dezember 2001). Auch bel Rotterbach (Dez. 2001) und Rotter See (September
und November 2003, Januar 2004) handelte es sich nur um Einzd untersuchungen.

Die genauen Orte und Stdlen der Probenahme sind fir jedes einzdne Gewasser aus der
Tabelle 10 zu entnehmen.
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Tabelle 10: Orte der Probenahme der Oberflachenwasser proben

Gewasser Ort Probenahmestelle

Region Kdln-Bonn

Agoer Troisdorf kurz vor Einmindung in Seg
Ahrenbach Oberauel direkt vor Elnmindung in Seg
Brol Winterscheiderbrdl hinter Mindung Dreisbach
Bruchbach Kdln-Holweide

Dhinn L everkusen Schlebusch unterhab Mindung Lembach
Erft Liblar zw. Lechenich u. Liblar
Jungbach Mid vor Einmiindung in Eulenbach
Neffelbach Eggershem, Gem.Norvenich  oberhab Eschweller Hiel3
Rhein Koln-Westhofen km 681

Rotbach Erftstadt- Ahrem oberhab Einm. Muhlenbach
Rotterbach Rheinbach Peppenhoven

Rotter See Troisdorf-Seglar

Seg Oberauel hinter Mndung Ahrenbach
Sieglarer Mihlgraben Troisdorf-MUllekoven

Strunder Bach Kdln-Holweide

Swistbach Wellersvigt AS Weilerswist der BAB 61*
Vilicher Bach Schwarzrheindorf hinter Kléranlage Bonn-Beud
Wupper L everkusen-Rheindorf kurz vor Mindung in Rhein
Ostwestfalen

Boker-Heide-Kanal Paderborn-Sande

Emmer Glashiitte hinter dem Emmer- Stausee

Nethe

Pader

Weser
Wormkebach

Niederrhein

Issdl
Niers
Wesd-Daten-Kanal

Hochsauerland

Elpe
Neger
Ruhr
Vdme

Ameunxen (Kreis Hoxter)
Paderborn

Hoxter

Ligde

Wesdl- Obrighoven
Wachtendonk
Krudenburg (Hinxe)

Oswig

Wulmeringhsn. b. Olsberg
Wehrstapel

Beswig

vor Eintritt in die Emmer

unter BAB 3*

unter BAB 3*

vor Einmindung in die Ruhr
vor Einmindung in die Ruhr

* BAB = Bundesautobahn
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3.2 Methoden

3.2.1 Probenahme

Bodenproben

Zur Beprobung landwirtscheftlich genutzter Héachen wurden mit @nem  Pflanzeisen  im
Abstand mehrerer Meter zueinander, auf einer Flache von ca 15 nf, 3-4 Bodenstiicke von ca.
8 cm Durchmesser und einer Tiefe von 315 cm ausgestanzt, in Gefrierbeutel oder Glasgefdlle
geflillt und entweder gefroren oder bei + 4°C gelagert. Im Labor wurden diese Unterproben,
jewells etwa 500-800 g, zu einer Probe vereinigt und homogenisiert, indem ene Vermischung
im Morser geschah.

GUlleproben

Gulletanks und -behdter wurden mit Hilfe ener grolen Schopfkelle gertihrt und ca 2 L aus
enem Beedch von 50 cm unter der Obefldche enthommen und in Weckgldser geflillt.
Alterndtiv efolgte ene Probenshme in 25 L Braunglasflaschen, nach Durchmischen des
Gllletanks und des zugehtrenden Letungssysems durch ene inddliete Pumpe, am
Audassventil. Die Proben wurden am sdben Tag ins Labor transportiert, bzw. sofern dies
nicht moglich war, sofort gekihit und schnelgmdglicht zum Labor gebracht. Bis zur
Messung wurden sie bei + 4 °C gelagert.

Wasser proben

Zur Entnehme der Oberfléchenwasserproben wurden 25 L Braunglasflaschen  mit
Teflonseptum verwendet. Die Probenahme efolgte moglichst in der Mitte des Gewéassers.
Dazu wurde es bis zu ener Waetiefe von 30 cm betreten und die Hasche nach mehrmaigem
Ausspilen mit Wasser aus ener Tiefe von 30 cm beflllt (bel flacheren Gewdssarn am
Grund). Um der Mitte des Gewassers so nah wie moglich zu kommen, wurde ggfls. die Probe
am Ende hinenragender Fesaufschittungen entnommen, oder die Flasche von Briicken
herabgelassen.  Zulaufproben von Klaranlagenwassern wurden vom Uberstand des Absetz-
beckens, Ablaufproben am Ablauf in die Vorfluter entnommen. Die Proben wurden bis zur
Aufbereitung (in der Regd nach 2-3 Tagen) bei + 4 °C gelagert.
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3.22HPLC-UV Vefahren

Die HPLC-UV Vefaren wurden angewandt, um nach entsprechender Aufreinigung oder

Anreicherung Bodent und Gullleproben zu messen.

Tabelle 11: HPLC- und UV-Bedingungen zur Trennung und Detektion von
Sulfonamiden, Penicillinen, Tetracyclinen und Fluorochinolonen
Sulfonamide (3-L actamantibiotika Tetracycline +
Fluor ochinolone
Sulfadimidin Benzylpenidllin Chlortetracyclin
Sulfediazin Phenoxymethylpenicill. Doxycydin
Sulfamethoxazol Amoxidllin Oxytetracyclin
Tetracyclin
Ciprofloxacin
Enrofloxacin
HPLC-Saule Spherisorb ODS 1, Spherisorb ODS 1, C 18 Micro 2 MZ-PBM
5,0 um, 250 x 4,6 mm 5,0 pm, 250 x 4,6 mm 3,0 um, 250 x 2,1 mm
Vorsaule Typ wie Trennsiule, Typ wie Trennséule, Typ wie Trennséule,
Mal3e 30 x 4,6 mm Mal¥e 30 x 4,6 mm Male 30 x 2,1 mm
Hersteller Bischoff Chromato- Bischoff Chromato- MZ Andysentechnik,
graphie, Leonberg graphie, Leonberg Mainz
Temperatur 35°C 35°C 50°C
Elutionsmittel ~ Ammoniumecetat- Acetonitril : Essgsaure . Methandl @ Acetonitril :
Puffer (pH 4,6) : : Wasser (40: 1:59) Oxasaure-Puffer
Acetonitril (75: 25) (0,003 M) (23:48: 29)
Elutionsart isokratisch isokratisch isokratisch
Flussrate 1,0 mL/min 1,0 mL/min 0,3 mL/min
Wéllenlange 265 nm/ 240 nm 230 nm 360 nm/ 278 nm
sonstiges Trennunginnerthdbvon  Trennung innerhdbvon  Trennung innerhab von

8min

17 min

45 min, &b Minute 26
? = 278 nm zur Detek-
tion von CFL und EFL
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Be den Teracydinen und Huorochinolonen wa genau auf die Einhdtung der
Zusammensetzung des Eluenten zu achten, da ansonden ene Trennung nicht mehr moglich
war. Bem Anstzen des Elutionsgemisches musste zunéchst Oxasdure vorgelegt werden,
dann Methanol hinzugegeben und anschlieliend Acetonitril  hineingegeben werden, da durch
Volumenkontraktion Sch bei anderer Rethenfolge andere V erhdtnisse ergeben konnten.

Zur Besimmung der Nachweis- und Besimmungsgrenzen wurden Standards mit Konzentra:
tionen von 0,5-10 mg/L gemessen (Sulfonamide 0,025-1 mg/L) und die Hohe des Signds mit
der HoOhe des Rauschens verglichen und abgeschéizt, bei welcher Konzentration die
Signdhohe das dreifache bzw. das zehnfache des Rauschens betragt.

3.2.3 SPE-M aterialauswahl und Anreicherungsbedingungen

Um Proben wie Boden, Gille oder Abwasser per HPLC-UV zu messen, missen Extrakte
hergestdIt werden, die den Andyten mdglichs vollsténdig enthadten, die aber einen deutlich
reduzierten Matrixantell aufweisen. Besonders in Gllle ist aufgrund der komplexen Matrix
en weterer Schritt des Cleanups notwendig, auch wenn aufgrund der Andyt-
Konzentrationen die Proben schon im messbaren Bereich liegen

Des weteren kann es mitunter erforderlich sein, Steigerungen der Gehdte zu eziden, um
Proben niedriger Konzentrationen in den messbaren Bereich enzuddlen. Ein  solcher
Aufkonzentrierungschritt i weniger be Glille efordelich, da die Andyt-Konzentrationen
in den Proben oft schon im messbaren Bereich liegen. Vidmehr notwendig i er aber bel
Bodenproben, da darin Konzentrationen im pg/kg-Bereich zu ewarten sind, wie in Kapitd
2.8.2 abgeschétzt wurde. Vor dlem ist dies aber bei Oberfléchenwasserproben erforderlich, da
die zu vermutenden Konzentrationen nur im ng/L- bis im unteren pg/L-Bereich liegen. Neben
ener daken Anreicherung (Faktor 1000) mussen hier auch besonders nachwesstarke
Messmethoden (LC-MSMS) angewandt werden, da eine Messung per HPLC-UV zu
unempfindlich ist.

Neben der Abtrennung von Matrix und der Anreicherung kann eine weitere Voraussetzung
zur Messung darin bestehen, dass Proben, die im Normdfdl en wéssiges Milieu haben, vor

der Messung erst in einer organischen Phase vorliegen miissen.
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Variationsmoglichkeiten

Es <ollte en Vefawren entwickdt werden, durch das Substanzen aus verschiedenen
Antibiotikaklassen gemeinsam angereichert werden konnen. Das Problem dabel i, dass die
physkochemischen Eigenschaften der Stoffe sehr unterschiedlich and, dh. dass de darke
Polaritdtsunterschiede aufweisen und somit die Adsorption an Maeridien sehr verschieden
sein kann. Neben der Vaiation der Art und der Menge des Saulenmaterids, bestehen
Optimierungen in der SPEMethode auch in der Wahl des Elutionsmittels (auch des
Elutionsvolumens), der Vewendung enes Waschschrittes, des Ldsungamittels, in denen
eingetrocknete Eluate aufgenommen werden und des pH-Wertes, auf den die Proben
engestdlt werden, oder auch in der Wahl der Zugabe von weteren Mitten, wie z.B.

Komplexbildnern.

Arbeitsschritte zur Festphasenanreicherung:
1. Konditionierung der SPE-Phase

2. Eingellen der Probe

3. Saugen/Dricken der Probe durch die Saule
4. Waschen und Trocknen der SPE-Saulen

5. Elution der Substanzen

6. Einengen des Eluates

7. Aufnahme in Losungsmittel zur Messung
3.2.3.1 Materialauswahl

Es wurden zunéchst verschiedene Saulenmateridien getestet, wobel sowohl  herkdmmliche
unpolare  Octadecylphasen (C18), as auch modernere Polymerphase™  miteinander
veglichen wurden. Dazu wurden Anreicherungen  von  Sulfonamiden,  Penidillinen,
Fluorochinolonen und Tetracydline™ aus wéssigen Proben unter exakt den gleichen
Bedingungen durchgefuihrt, enerssits mit BakerBond C18 Polar Plus von JT. Baker,
Phillipsburg, NJ, USA und SepPak RP18 von Waters, Eschborn, und anderersaits mit den
Polymermateridien LiChrolut EN, Merck, Darmstadt und Isolute™ ENV+ von Separtis,
Grenzach Whylen.

34 Polymerphasen Sie besitzen sowohl polare als auch unpolare Gruppen, und kénnen daher auch polarere
Stoffe, wie Pharmaka anreichern. Dabei haben pp—Wechselwirkungen eine grof3e Rolle
bei der Adsorption.

35 Antibiotika Sulfadiazin, Sulfadimidin, Sulfamethoxazol, Chlortetracyclin, Doxycyclin, Oxytetra-
cyclin, Tetracyclin, Penicillin V, Penicillin G, Ciprofloxacin, Enrofloxacin
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Es wurde auRerdem die Anwendbarkeit des Kationenaustauschermaterids Dowex getestet,
wozu dotiertes Wasser vor Aufgabe auf die gequdlten Saulen auf pH 2 angesauert wurde.

Des weteren wurden verschiedene Polymerphasen verglichen, um besonders die Bestimmung
von Antibiotika im ng/L-Bereich in Oberfléchenwasserproben per LC-MSMS zu optimieren.
Dabei  wurden zur Anreicherung von Sulfonamiden, Penicllinen, Teracycdinen und
Huorochinolonen funf Polymerphasen im  Veglech getestet: LiChrolut EN  (Merck,
Darmstadt), Chromabond EASY (Macherey-Nagel, Diren), Strata SDBL, Strata X (beide
Phenomenex, Aschaffenburg) und ENVI-Chrom P (Supel co/Sigma-Aldrich, Minchen).

Da manche Materidien nach Hergdlerangabe sogar ohne Konditionierung bel gleich bletben
der Kapazitdét und Sdektivitdt und ohne Konsequenzen fir die Anreicherung verwendet
werden konnten, wurde der Vergleich konditioniert zu nicht-konditioniert durchgeftinrt.

3.2.3.2Vorberetung der Proben

Alternativ wurde dotiertes Wasser®” vor der Anreichung entweder neutral belassen, oder auf
pH 3 mit konz. Essgsiure angesauert (mit LiChrolut EN ds SPE-Maerid). Es wurde
getestet, ob es Unterschiede in der Festphasenextraktion bzw. in der Messung der Extrakte
gibt, wenn die Proben mit konz. Essgsiure oder mit 50 %iger Schwefdsaure auf pH 3
angesduet werden. Die Ansduerung wurde insofern weter variiert, indem eine lechte
Ansduerung (1 mL konz. Essgsdure auf 800 mL Wasserprobe) mit elner etwas stérkeren
Ansauerung (2-3 mL konz. Essigsdure auf 800 mL Wasserprobe) verglichen wurde. Als SPE-
Materid diente hierbel Strata X.

Der Einfluss ener Komplexierung auf die Festphasenextraktion mit Strata X und die
Anreicherung der Substanzen wurde getestet, indem

% gtrata X Styrol-Divinylbenzol-K opolymer

37 dotiertes Wasser Bei den Optimierungsexperimenten wurde normales Laborleitungswasser oder ein
Oberflachenwasser, dotiert mit Standardldsungen (von Sulfonamiden, Tetracyclinen,
Penicillinen, Fluorochinolonen, mitunter auch von Clindamycin, Erythromycin,
Trimethoprim und Tylosin), verwendet.
Penicilline konnten in keinem der Extrakte gefunden werden. Daher wurde in den
Experimenten, in denen es um die Anreicherung von Penicillinen ging,
demineralisiertes Wasser dotiert, wodurch auch die Penicilline gefunden werden, da
hierin keine Stoffe oder Bedingungen vorliegen, durch die die Penicilline abgebaut
oder nicht angereichert werden.
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1. ene geringe Menge (0,5 mg in 100 mL Wasserprobe) des Komplexbildners N EDTA zu
den Proben, oder
2. 200 mg K,EDTA in 800 mL Probe gegeben wurde.

3.2.3.3 L dsungsmittelauswahl

Als Losungamittel zur Elution der an der Festphase LiChrolut EN adsorbierten Substanzen
(wieder Sulfonamide, Penicilline, Tetracycline und Huorochinolone, wie in Fuldnote 35)
wurden reines Methanol (4 mL), Acetonitril (4mL) und Ethylacetat (4 mL), sowie die
Kombinationen Methanol + Acetonitril (2 + 2 mL) und Methanol + Ethylacetat (2 + 2 mL)
verglichen.

Zur Aufnehme der eingeengten Eluate vor der HPLC-UV oder der LC-MSMS Messung
wurden verschiedene Ldsungsmittd verglichen: Es wurden die gleichen Antibiotika wie oben
bechrieben aus wéassiger Losung mit LiChrolut EN angereichert, nach Trocknung mit
Methanol duiert, nach Einengung der Eluate mit Methanol, Ammoniumecetatpuffer oder
gnem Gemisch aus Wassr : Aceonitril (90 : 10) aufgenommen und per HPLC-UV

gemessen.
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3.2.4 Methoden zur Bestimmung von Antibiotika in Wasser proben

3.2.4.1 Anreicherung von Wasser proben

Zur Anreicherung von Wasserproben wurden zwel verschiedene Methoden verwendet.

Methode 1

Hierbel handelt es sch um eine Methode von Férber und Skutlarek [121, 157, 158], die auf
der SPE-Anreicherung mit den zwel Materidien OASIS HLB (Waters, Eschborn) und SDB-2
(JT. Baker, Phillipsourg, NJ, USA) badert. Die Anreicherung und Messung von Proben, die
mit dieser Methode untersucht wurden, geschah durch Skutlarek et d. am Inditut fir Hygiene
und Offentliche Gesundheit in Bonn. Die Proben wurden zuvor durch EDTA komplexiert.
Die Elution von den Siulen gesxchah mit Methanol, sowie Methanol + 1 % (V)
Amesensiure.

Mit ener Anzahl von 29 Stoffen deckt die Methode einen Grol¥el der auf dem Markt
befindlichen Subganzen &b. Se enthdt Penicilline  Aminopenicilline, Makrolide, Lincos
amide, Glycopeptide, Sulfonamide, Fluorochinolone und Tetracycline (Sehe Tab. 12).

Tabelle 12: Substanzen, diein der Methode von Farber et al. erfasst werden
[3-L actam- Makrolide Sulfonamide Fluorochinolone Tetracycline
Antibitotika u. Verwandte u. Synergist

Amoxidllin Azithromydin Sulfadimidin Ciprofloxacin Chlortetracyclin
Ampidllin Clarithromycin Sulfamethoxazol ~ Ofloxacin Doxycydin
Benzylpenicillin Clindamycin Trimethoprim Oxytetracydlin
Cloxadllin Erythromycin Tetracyclin
Didoxadllin Roxythromycin

Hudoxadllin Spiramycin

Methicllin Tylosn

Mezodllin Vancomycin

Nafdllin

Oxadlllin

Fiperadillin

Phenoxymethylpenicillin
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Methode 2

Diese Methode wurde entwickelt und abgeetet aus den Ergebnissen der Experimente zu
» SPE-Materidauswahl und Anreicherungsbedingungen” (Sehe Kapitd 3.2.3 und 4.1.2).

Tabelle 13: Arbeitsschritte zur Anreicherung von Oberflachenwasser proben

Schritt Durchfiihrung Material

1. Filtration Etwa 900 mL der Wasserprobe werden Membranfilter ME 25,
duch enen 045 pm Membraffilter mit Gladasefilter  GF 8,
aufliegendem Glasfasefilter filtriert @10cm

2. Abmessen Abwiegen einer Menge von 8000 g da Waage,  Genauigkeit
Wasserprobe in Weck-Gl&ser von+0,1g

3. Komplexierung

4. Ansauerung

5. Saulenvorbereitung
6. Aufgabe

7. Waschen

8. Trocknen
9.Elution

10. Eindampfen

11. Aufnahme

12. Mikrofiltration

13. Aufbewahrung

Zugabe von 1 mL ener K>EDTA-LGsung
(200 mg/mL), entsprechend 200 mg

Zugabe von 2 mL konz. Essgsiure
(~pH?3)

Waschen mit 2 x 2 mL Methanol
Konditionierung mit 3 x 2 mL Reinswasser

Saugen durch die Saule mit <5 mL/min

Auspilen der Glasr mit 10 ml + 5 mL
Reingwasser, und jewels Aufgabe auf die
Saulen

Trocknen der Saulen im Stickstoffstrom, bis
das Materid pulvrig-locker ist, Dauer ca. 1 h

BElution mit 2 x 2 + 1 x 1 mL Mehanal in
Reagenzgléser

Einengen der Euae mit Stickgoff im
Wasserbad bel 30 °C; wenn Rest ca 1 mL,
Abspllen der RG-Innenwand mit 1 mL
MeOH und vollsténdiges Eintrocknen

Aufnahme in 08 mL Wassr : Aceonitril
(9:2) unter Ultraschalbehandiung

Aufziehen des aufgenommenen Eluates und
Dricken durch 02 pm Spritzenfilter in
Braunglasvid mit Teflonsgptum

Bis zur Messung werden die Extrakte be
4 °C im Kihlschrank aufbewahrt

200 mg Strraa X in
8 mL PP-Saulen

Schlauchsystem mit

N>-Anschluss

SLS 02 Evaporator

Ultraschdlbad

1 mL Luerspritze, 0,2
um Gdmaen Acrodisc
Filter

Schraubgewinde-
Probeflaschen, dunkd,
TFE/Silikon Septum
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Mit der Methode 2 konnen neun verschiedene Antibiotika aus Wasserproben 1000fach
angereichat werden:  Ciprofloxacin, Clindamycin, Enrofloxacin, Erythromycin, Phenoxy-
methylpenicillin, Sulfadimidin, Sulfamethoxazol, Trimethoprim, Tylosin.

3.242 HPLC-MSM SVerfahren

Die Messungen der Extrakte (beider Anreicherungsverfahren) der Oberflachenwasserproben
und der Abwasserproben efolgten nach flussgchromatographischer  Trennung massen
spektrometrisch nach ener Methode von Férber und Skutlarek [121, 157, 158]. Die
Bestimmungen wurden am Inditut fir Hygiene und Offentliche Gesundheit in Bonn durch
Skutlarek et d. durchgefihrt.

HPLC: 1100er Serie von Agilent Technologies
MS: API 2000 Tandem-MS von Applied Biosystems
Steuersoftware: ANALYST 1.1 von Applied Biosystems

Die Trennung efolgt an ener SYNERGI™ Hydro-RP C 18 Saule, 40 pm, 150 x 2,0 mm
von Phenomenex, wobe die Elution mit 100 % des wéssigen Eluenten beginnt (Sehe
Tab. 14).

Tabelle 14: Elutions- und HPLC-Bedingungen

Huent A: 0,1 % Ameisensdure in Wasser
B: Acetonitril (0,1 % Ameisensaure)

Gradient Omin 100 % A 0%B

2min 100 % A 0%B

30min 5%A 9%5%B
35 min 5%A 9%5%B
36 min 100 % A 0%B
60 min 100 % A 0%B

Hussrate 0,2 mL/min

Saulentemperatur 30°C

I njektionsvolumen 10puL
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AnschlieRend efolgt die lonisation durch Elektronenspray im Positiv-lonen Modus (ESI™).
Die ldentifikation geschient Uber die protonieten Molekilionen (M+H") und anhand von
protonierten Tochterionen, die im multiple reaction mode (MRM) erhdten werden. Die
Substanz Erythromycin wird a's Dehydrato-Erythromycin detektiert (M-H,O+H)".

Tabelle 15: Geréteparameter der MSYMS-Bestimmung nach Angaben der Steuer-
software, - Tell 1

M assenspektrometer - Einstellungen

Period 1

Duration 20min

CydeTime 1,050 secs

# Cycles 1143

Period Delay 10 min

Period 1 Experiment 1

Scan Mode None

Scan Type Positiv MRM Curtain Gas 25Ps
ResolutionQ 1 UNIT lon Spray Voltage 5500 V
Resolution Q 2 UNIT Temperature 375°C
Intensity Thres. 0,00 cps lon Source Gas 1 40 Ps
Smart Settling Off lon Source Gas 2 80 Ps
Satling Time 0,00 ms Interface Heater On
MR Pause 5,00 ms Coallison Gas 2
MCA No Step Sze 0,00 amu

Valco Ventil - Einstellungen

Time 00min Pogtion B (Abfdl)
Time20,0 min Position A (Spektrometer)
Time 40,0 min Pogtion B (Abfdll)
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Tabelle 16: Gerateparameter der MSMS-Bestimmung - Tell 2

© o — - —

- E=] © s > < >

g & 3 Iz p IT

= < < Juw c T X

) = > S) L o0

N E . £_. 8. 65 65— &=

S @ 2> 8% &> 2§ B2 g%

Z E 8o 3Sa Ba B5 BW BS

= - a Y= T D L o OO0 oOf
Amaoxidllin 30 10 380 -10 18 30 4,0
Ampidllin 30 36 380 -9 16 25 0,5
Benzylpenicllin 30 36 380 -10 16 20 25
Cloxadllin 30 60 200 -10 22 21 2,5
Didoxadllin 30 55 380 -10 23 21 15
Hudoxadllin 30 60 380 -10 24 23 2,0
Methidllin 30 16 380 -10 18 27 2,0
Mezodllin 30 70 380 -10 26 31 55
Oxadllin 30 46 380 -10 20 21 25
Nafallin 30 55 380 -10 18 17 2,0
Phenoxymethylpen. 30 65 380 -10 26 33 2,0
Fiperadillin 30 55 380 -10 17 15 2,0
Trimethoprim 30 60 380 -10 16 35 4,5
Sulfadimidin 30 26 380 -10 14 25 2,5
Sulfamethoxazol 30 33 380 -10 14 23 15
Azithromydin 30 14 380 -10 20 37 2,0
Clarithromycin 30 60 380 -10 36 41 15
Clindamycin 30 55 380 -10 20 39 0,5
Erythromyain’ 30 54 380 -10 34 42 1,5
Roxythromycin 30 46 380 -10 36 49 10
Spiramycin 30 14 380 -10 20 29 2,0
Tyloan 30 110 380 -10 45 53 15
Vancomycin 30 45 380 -10 34 24 2,0
Ciprofloxacin 30 55 380 -10 16 27 50
Oflaxacin 30 55 380 -10 17 29 6,0
Chlortetracyclin 30 18 380 -10 23 29 9,0
Doxycydin 30 20 380 -9 20 29 9,0
Oxytetracydlin 30 16 380 -9 22 29 85
Tetracydlin 30 15 380 -9 22 30 8,5

* Dehydrato-Erythomycin
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Tabelle 17: Molekilmassen der MS-MS Detektion
Subsgtanz Vorlauferion, Tochterion Substanz Vorlauferion,  Tochterion
Molekulion Molekulion

Amaxidllin 365,9 1141 Azthromycin 375,3 83,2
Ampidllin 349,9 106,0 Claithromycin 748,4 158,2
Benzylpenidllin 334,9 159,9 Clindamycin 425,0 126,3
Cloxadllin 436,0 160,0 Erythromycn™  716,4 158,2
Didoxadllin 469,9 159,9 Roxythromycin ~ 837,2 158,1
Hudoxadllin 453,9 159,9 Spiramycin 837,2 158,1
Methicllin 381,0 165,1 Tylosn 422,4 174,2
Mezoallin 415,0 198,9 Vancomycin 725,4 143,9
Oxadillin 402,0 159,9 Ciprofloxacin 332,0 288,1
Nefdllin 415,0 198,9 Enrofloxacin 361,0 317,1
PCV 350,9 160,1 Oflaxacin 362,0 318,1
Fiperadillin 518,1 143,1 Chlortetracyclin -~ 479,0 443,9
Trimethoprim 291,0 230,2 Doxycydin 445,0 428,0
Sulfadimidin 279,0 186,1 Oxytetrayclin 461,0 426,0
Sulfamethoxazol 2539 156,0 Tetracyclin 445,0 410,2

* Dehydrato-Erythomycin

Extrakte von Oberflachenwasserproben, die mit der Anreicherungsmethode 1 hergestdlt
worden waren, wurden auf 29 Substanzen untersucht (sehe Tab., 12). Mit
Anreicherungsmethode 2 hergedtellte Extrakte wurden auf die  beschriebenen  neun
Antibiotika untersucht (sehe Kap 3.2.4.1).

Die Quantifizierung wurde Uber externe Kdibration vorgenommen. Dazu wurden die
sgndintensvsten Massen (meis das protonierte Molekllion) herangezogen. Die Standards
wurden auf den Konzentrationsstufen 10, 50 und 100 pg/L in Wasser : Acetonitril (90:10)
angesetzt. Als Stammlosung wurde eine 10 ppm Losung dler 29 bzw. 9 Substanzen in
Acetonitril  verwendet, die ba -18 °C mehrere Monate doabil ist, und aus der die
StandardlGsungen immer frisch verdinnt wurden.
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3.2.4.3 Methodenvalidierung

a) Matrixeinfluss

Zur Ermittlung enes Einflusses der Matrix auf die Detektion und der Anwendbarket des
externen Kalibrationsverfahrens wurden mit der beschriebenen Anreicherungsmethode Nr. 2
Extrakte von Gewédssern hergestdlt und vermessen. Anschlielend wurden die  Extrakte
vereinigt, in denen keines der neun Antibiotika gemessen werden konnte. Sie reprasentierten
daher Proben mit geringer oder keiner anthropogenen Beeinflussung.

Zum Vergleich wurde ein ebenso vorbereiteter Misch-Extrakt der Wupper herangezogen, die
rlativ sark belagtet id, und die enen mittleren kommunden Abwasseranteil von ca 20 %
aufweist [159]. Diese zwe Proben-Extrakte wurden mit Antibiotikessammlésung dotiert. Die
unbelastete Misch-Probe wurde auf die Stufen O, 10, 30 und 50 ppb dotiert, der
Woupperextrakt auf 0, 30 und 50 ppb. Anschliel?end wurden diese Proben vermessen, um den
Einfluss der Matrix auf die Detektion zu erkennen.

b) Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

DIN 32645

Zur Besimmung der Nachwes und Besimmungsgrenzen des Vefawrens wurde
Letungsvassr im unteren und im sub ng/L-Bereich dotiert. Dazu wurde das Wasser mit
enem Mischdandard, der von alen Antibiotika 10 pg/L enthdlt, so versetzt, dass jewells
800 mL des Laborleitungswassers auf die Konzentrationen 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,50, 2,00,
4,00, 6,00, 800 und 10,00 ng/L engestdlt waren. Die Konzentrationen wurden so gewahit,
dass se im Beech de vemuteten Nachwesgrenze lagen. Als Marix  wurde
Laborleitungswasser  verwendet, da gewdrleset san sollte, dass en andytfrees Wasser
vorliegt.

Die Proben wurden mit der Methode 2 in Kapitd 3.24.1 tausendfach angereicht und die
Extrakte mittdds des beschrigbenen LC-MSMS Verfahrens (Kap. 3.24.2) gemessen. Die
Quantifiziierung efolgte durch externe Kdibration, die anhand von Standards in  den
Konzentrationen 2, 6 und 10 pg/L aufgestellt wurde.

Die Berechnung der Nachwels- und Bestimmungsgrenze geschah auf Bass der DIN 32645
[160], die Berechnung der Vertrauensbénder auf Bass der DIN 38402 [161]. Die Auswertung
der Messergebnisse wurde unter Zuhilfenshme des Programms Dintet® 2003 (ein Excel
Arbetsblatt) [162] durchgefihrt. Ausreil3er wurden durch enen F-Test entsprechend dem
Sonifikanzniveeu von 9 % diminiet. Die Werte wurden auf Linearité (F-Test nach
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Mandd), auf Normd-Vertelung (R/sTest nach David) und Trend (Neumann-Test) Uberpriift.
Als Irrtumswahrscheinlichkeit wurde ene Undcherhet von 1 % (a-Fehler) und ds
Ergebnisunsicherheit 33,3 % verwendet.

Sgna/Rausch-Verhdltnisse

Als wetere Methode zur Besimmung der Nachwels- und Bestimmungsgrenzen wurde das
auf Messparametern beruhende Vefahren der Signd/Rausch-Verhdtnisse angewandt. Dazu
wurden Probenextrakte hergestellt, die mit Antibiotikadsung dotiert wurden (gleiche Proben
wie im Unterpunkt Matrixeinfluss). Anschliel?end wurden per LC-MSMS die Gehdte in den
Proben bestimmt und die Stirke des Signds der Anaytsubstanz bel der Detektion mit dem

Untergrundrauschen verglichen. Daraus wurden dann die Konzentrationen berechnet, die en
Signd/Rausch-Verhdtnis von 3:1 bzw. 10:1 ergeben.

c) Wiederfindungsraten

Zur Bestimmung der Wiedefindungsaten der Anreicherungsmethode 2 (Sehe Kap. 3.24.1)
wurde Letungswasser mit den neun Antibiotika auf den Nivesus 5, 25, 50, 75 und 100 ng/L
dotiert. Je Konzentrationsstufe wurden vier Proben angesetzt und entsprechend der Tab. 13
aufgearbeitet. Die Proben wurden an zwel Tagen hintereinander vorbereitet und angereichert
(2 Proben je Konzentrationsstufe an einem Tag), wobel die Dotierungen an den Tagen jewells
mit frisch angesetzten Standardlésungen durchgeftihrt wurden.

Die hergestdlten Extrakte wurden dann per LC-MSMS gemd? Kap. 3.2.4.2 gemessen und
quantifiziert.

d) Varianzen

Um die Sreuung von Messwerten bei mehrfacher Bestimmung von Proben zu ermitteln,
wurde ene Oberflachenwasserprobe in Vierfachbestimmung untersucht. Dazu wurde en
Gewésser untersucht (Erft), welches mit eéinem kommunalem Abwasserantell von etwa 20 %
im  Jehresdurchschnitt  relativ. stark  belastet i, Die Proben  wurden mit  der
Anreicherungsmethode 2 aufgearbaitet und per LC-MS/M S auf neun Substanzen gemessen.



104

3.2.5 Extraktionsver suche (Gulle)

Um Antibiotika aus Gulleproben messen zu kénnen, ist es ndtig, die Proben so zu extrahieren,
dass moglichs vid der Substanz noch vorhanden is und die Matrix moglichs wenig Sort.
Die Ublichgen Vefaren, die fir Matrizes wie Gllle und Boden angewandt werden, sind
flissgflissg-Extraktion [83, 129, 137] und die beschleunigte Losungsmittelextraktion
(ASE) [163] (mitunter auch die supercritica flud extraction (SFE), oder die
Mikrowe lenextraktion [164, 165]). Werden dabel Extrakte erhalten, die per HPLC gemessen
werden sollen, 0 ist meist aufgrund mitextrahierter Matrix ein weiterer Clean-up Schritt (z.B.
SPE) ndtig [83]. Sollen die Extrekte dlerdings per ELISA vermessen werden, S0 ist es
durchaus moglich, dass se enfach nur verdinnt werden missen, wenn der Messbereich des
ELISA entgorechend empfindlich ist. Dies spat wetere Aufrenigungsschritte und hat
dennoch zur Folge, dass der Matrixantell so niedrig ist, dass der Test nicht gestort wird.

3.2.5.1 Extraktionstemperatur und Anzahl der Extraktionszyklen

Es wurden die optimaen Bedingungen ermittdt, die fir die Extraktion von Sulfadimidin aus
Gllle anzuwenden sind. Dazu wurden 7 g Gille aus Betrieb 1 in 11 mL Edddahlextraktions-
zdlen gefillt, die unten mit dnem Glafaserfilter und engefiillter Hydromatrix®®  versehen
waren. Auf die engewogene Gllle wurde wetere Hydromatrix aufgeschichtet und die Zdle
vaschlossen. Die  Zdlen wurden  verschiedenen  Extraktionstemperaturen  unterworfen,
ndmlich 80, 100, 120, 140 und 160 °C. Des weiteren wurde die Anzahl der Extraktionszyklen
von 1 Zyklus a 10 min biszu 5 & 10 min geteigert.

Die Extraktion der Proben wurde mit einer ASE 200° von Dionex durchgefiihrt. Als
Lésungsmittd wird ein Methanol-Wasser-Gemisch (80:20) verwendet. Die Aufheiz-Phase der
Zdlen betrug je nach verwendeter Extraktionstemperatur zwischen 5 min bei 80 °C und 7min
be 160 °C. Des weteren wurde ein Spulschritt (,FHush*) von 50 % eingestdlt, so dass im
Anschluss an die Extraktion die Zdlen nochmas mit Extraktionsgemisch in einer Menge von
50 % des Zdlvolumens durchgespllt wurden. Als Zet, zum Durchblasen der Zdle mit
Stickstoff  (,purge’) nach der Extraktion und dem Spllschritt, wurden 60 Sekunden
engesdit. Die Zdlen wurden ba enem Druck von 140 bar extrahiet. Nach jedem
Extraktionszyklus wurden die Extrakte einer Probe in enem Auffanggléschen gemeinsam
gesammet. Im Anschluss an die ASE-Behandlung wurden die Extrekte (ca 8 mL) im

38 Hydromatrix Diatomeenerde zur Verringerung des Totvolumens
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Messkolben auf 100 mL mit Reindwasser aufgefiillt, so dass in dieser Lésung die gesamte
Antibiotikamenge der Proben enthdten war. Zur Messung wurden diese Vorverdinnungen
100fach weiter verdinnt und mittelSELISA (wiein Kap. 3.2.7.1 beschrieben) anaysiert.

3.25.2 Azideinfluss

In ener welteren Serie wurde beobachtet, wie der Einfluss von Azid auf die Extraktion und
die anschlielende Messung wirkt. Dazu wurden Extraktionszellen vor der ASE-Behandiung
mit Glle befillt (ca #8 g) und mit 5, 10, 50, 100 und 200 pL ener 10 %igen Natriumazid-
Losung versatzt. Bezogen auf die Glllemasse in den Zdlen waren dies. 0,0069, 0,0121,
0,0672, 0,1292 und 0,2554 % Azid. Die Zdlen wurden mit 3 Zyklen a 10 min be ener
Temperatur von 100 °C, unter den gleichen Bedingungen wie oben beschrieben, extrahiert.
Anschlielfend wurden die kompletten Extrakte auf 100 mL mit Reingwasser aufgeftllt und
vor der ELISA-Messung 100fach weiter verdinnt.

3.2.5.3 Wiederfindungsr ate, Test-Beeinflussung

Wiederfindungsrate

Um die Extraniebarkeit von Sulfadimidn zu Ubeprifen, wurde Gllle mit
Sulfadimidinlosung auf verschiedene Konzentretionen dotiert. Dazu wurden ca 7 g der
Schweinegille aus Betrieb 1 (Sehe Kap. 3.1.5.1) in ASE-Extraktionszelen gefllt und mit 0,3
bis 1,2 mL ener 23 pg/mL Losung dotiert. Die Zellen wurden nach einigen Stunden per ASE
mit 3 Zyklen & 10 min be 100 °C extrahiert (gleiche Bedingungen wie unter Kap. 3.2.5.1).
Nach der Extraktion wurden die Extrakte auf 100 mL im Messkolben aufgeflllt, anschlief3end
zur Messung 1:200 verdinnt und durch 02 pm Membranfilter filtriert. Unter Beriick-
gchtigung der  Sulfadimidinkonzentretion, die aus ener nicht-dotierten Probe unter den
gleichen Bedingungen ermittelt wurde, wurden die Grundgehdte in den Dotierungsproben
erechnet (da leicht unterschiedliche Mengen eingewogen wurden) und mit den Dotierungen
die Sollkonzentration ermittelt.

Test-Beeinflussung

Zur Ermittlung enes Einflusses der Matrix auf die ELISA-Messung wurde der Vergleich
angestdlt zwischen der Messung von verdinnten Probenextrekten (Sehe Wiederfindungs-
raten) und der direkten Messung von Gllle bei 100facher Verdinnung (nach 10facher
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Vorverdinnung). Dazu wurden ca 10 g Gille eingewogen, mit Dotierungddsung versetzt
(03 bis 1,2 mL ener 23 pg/mL SDM-L6sung) und im Messkolben auf 100 mL aufgefillt.
Die Ansitze wurden kréftig geschittelt. Nach Absetzen der Festbestandteile wurde vom
Ubergand (mit kolloidalen Bestandteilen) 1 mL entnommen, 100fach verdinnt, und diese
Lésung nach Filtration durch 0,2 pm per ELISA gemessen. Aus der Bestimmung ener nicht
dotieten LOsung wurde der Grundgehdt ermittdt. Mit den Grundgehdten und den
Doatierungsgehaten wurden die Sollkonzentrationen errechnet

3.2.6 Abbauversuche und Stabilitét von Antibiotika in Boden

Um die Sabilitd verschiedener Antibiotika in Boden zu untersuchen und um
Extraktionsbedingungen auszutesten, wurden dre  Standardboden der  Landwirtschaftlichen
Untersuchungs- und Forschungsangdt Speyer mit  verschiedenen  Konzentrationen  an
Antibiotika dotiert und unterschiedlich extrahiert. Es handdte sch um Standardbdden
unterschiedlicher Art, Zusammensetzung und Kohlenstoffgehdte:

Boden2.1  Sandboden 09 % organischer Kohlenstoff
Boden 2.2 lehmiger Sand 2,3+0,2 % organischer Kohlenstoff
Boden 2.3 lehmiger Sand 1,2+£0,2 % organischer Kohlengtoff

Zur Dotierung wurden drel verschiedene Konzentrationsstufen verwendet, die den oberen
moglichen Bereich eines Antibiotikaeintrags abdecken sollten. Daher wurden die Bbéden so
dotiert, dass Bodenkonzentrationen von etwa 200 pg/kg, 2 mg/kg und 20 mg/kg resultierten.

Um enen moglichen Einfluss von Nariumazid auf den Abbau zu erkennen und somit zu
folgern, ob der Abbau primé& mikrobiologisch efolgt, oder durch chemische oder
physkaische Prozesse, wurde zusdizlich eine Vaiante dotiert, aus der eine Konzentration
von 2 mgkg resultierte, bel der aber eine Azidkonzentration von 0,1 % in der BodenlGsung

vorliegt.

Da Abbau und Sabilitdt von Antibiotika getetet werden solliten und nicht dlen die
Extraktionsoptimierung, wurden die Boden mit der Dotierungddsung 16 Stunden lang be
Raumtemperatur geschittdt um ene vollkommene Homogeniserung von Bodenmeatrix und
Lésung zu gewdhrleisten. Nach dieser Vermischung wurde der Boden langsam bel 35-40 °C
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innerhalb von sechs Tagen getrocknet. Nebenbel hatte dies den Vortell, dass fur die
Extraktion ein getrockneter Boden vorlag, so dass wirklich nur die Festphase extrahiert
wurde. Zur Extraktion wurden drel verschiedene Bedingungen gewaht.

Durchfihrung:

- 12 g trockenen Boden in 40 mL Glasgefélie mit Deckd fillen

- Dotierung mit 20 mL wéssiger Standardiésung, darin enthdten 2, 20 bzw. 200 pg der
enzenen Antibiotika®®, bzw. 20 pg + 20 mg Natriumazid

- 16 h am Uber-K opf-Schiittler mit 10 U/min bei 20 °C inkubieren

- Trocknung bei 35-40 °C fir sechs Tage

- vollgtandige Uberfiihrung in ASE-Extraktionszellen

- Extraktion mit Methanol : Wasser (80:20), 140 bar, Spllvolumen 50% des Zdlen
volumens, Purgezeit 60 Sekunden, Temperatur + Zeit:

Methode 1. 40 °C 10 min 3 Zyklen
Methode 2: 40°C 30 min 1 Zyklus
Methode 3: 100 °C 10 min 1 Zyklus

-  Entfernung des Methanols aus den Extrekten (groftentells) am Rotationsverdampfer,
41 °C, 120 mbar

- Ubefihrung des Rickstandes in 1 L Messkolben, Zusatz von 1 mg NaEDTA (ds
LGsung), auffillenauf 1 L

- SPE an 200 mg LiChrolut® EN (gewaschen mit 3x2 mL Methanol, konditioniert mit
4 x 2 mL Wasse)

- SAulen waschen mit 2 mL Wasser, unter N trocknen, duieren mit 4 x 2 mL Methanol

- Eluat eindampfen, aufnehmenin 1 mL Methanol, Messung per HPLC-UV

Als SPE-Materid wurde LiChrolut® EN verwendet, welches sich bei den SPE-Optimierungen
zunéchst ds bestes Materid erwiesen hatte (Sehe Kap. 3.23.1 und 4.1.2.1). Die Wieder-
findungsraten der hier beschriebenen Anreicherungsmethode (ab der Festphasenextraktion)
waren zuvor durch Dotierung von Oberfléchenwasser (Rhein) mit Sulfonamiden auf den
Sufen 1 und 10 pg/ll (Tetracycine und Huorochinolone jewells 10, 100 pg/L, Penicilline
100, 1000 pg/L) bestimmt worden. Dabel konnten Tetracycline und Penicilline nur zu 10 %
wiedergefunden werden konnen, EFL mit 53 %, CFL mit 33 % die Sulfonamide mit 82 %
(SDZ), 97 % (SDM), 98 % (SMX).

39 Dotierung In der Lésung liegt ein Antibiotikamix vor, in dem Chlortetrayclin, Doxycyclin,
Oxytetracyclin, Tetracyclin, Benzylpenicillin, Phenoxymethylpenicillin, Sulfadimidin,
Sulfadiazin und Sulfamethoxazol enthalten sind
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3.2.7. Standard-EL | SA-Testverfahren

3.2.7.1 Testdurchfiihrung

Die hier agewendeten Teds baseren auf dem direkten, kompetitiven Verfahren. Dabel
werden die primaen Antikorper direkt an die Festphase der Platte immobilisert. Mdglich ist
aber auch, dass zunéchst ein sekundérer Antikorpers an die Wand gebunden wird, an den
danmn der primére Antikdrper bindet. Das kompetitive Verfahren beruht auf der Konkurrenz
des Andyten und makietem Andyten (Tracer) um die begrenzte Anzahl an
Antikorperbindungsstdllen. Bel nicht  kompetitiven Verfahren liegt keine Konkurrenzsituation
vor; hier wird der Anayt komplett an den Antikorper gebunden und mithilfe eines zweiten
markierten Antikorpers, der an eine andere, noch freie Seite des Molekils (bzw. Epitops)
angreift, nachgewiesen. Da die untersuchten Substanzen aber zu klein sind, um Andocksdlen
fur zwe Antikorper zu bieten, wird hier der kompetitive ELISA verwendet. Durch die
gleichzatige (oder zetlich leicht versetzte) Gabe von Andyt und ener kongtanten Menge an
Tracer in die Kavitéteen mit dem gebundenem Antikdrper, wird die Konkurrenzstuation
ausgelost. Dabel wird umso mehr Tracer an den Antikdrper gebunden (und somit spéater Farbe
entwickelt), je weniger Analyt in der Probe vorhanden ist [49, 143].

Sulfonamide
Im Test werden folgende Arbeitsschritte durchgefthrt (Sulfonamide):

Tabelle 18: Arbeitsschritte zur ELISA-Messung von Sulfadimidin (SDM) und
Sulfamethoxazol (SVIX)

Schritt Durchftihrung Material
Vorbehandlung SQufadimidinrSerum 3 min  be 14000 U/min  Tischzentrifuge
zentrifugieren

AK-Verdinnung SDM-Serum 1:40.000 in Coating-Puffer verdiinnen
SMX-Serum 1:20.000 in Coating- Puffer verdiinnen

Beschichtung 150 pL der Vedinnung in die Kavitédten ener 96er  Mikrotiterplatten,
Mikrotiterplaite pipettieren, be 20 °C Uber Nacht  Platenschittler
sandig schiitteln bzw. -inkubator
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Schritt Durchfiihrung Material
Waschen Patten 3 x je Kavitd mit 2 mL Waschpuffer Microplate-
waschen, um nicht gebundene Antikdrper zu  Washer
entfernen, dann  Ausschlagen der  Plate  zur
Entfernung von Puffer-Resten
Proben auftragen 100 pL der Proben bzw. Standards in die Kavitéten
pipettieren
Vorinkubation Patte 10 min schiitteln lassen Mattenschiittler
Tracer-Verdinnung  SDM-Tracer 1:10.000 in PBS-Puffer verdiinnen
(vorher 3min beal 14.000 U/min zentrifugieren) Tischzentrifuge
SMX-Tracer 1:10.000 in PBS-Puffer verdiinnen
Tracer auftragen 100 pL des Tracersin die Kavitéten geben
Inkubation Patte 1 h (SDM), bzw. 45 min (SMX) schiitteln Pattenschiittler
Waschen Hatten erneut 3 x je Kavitdt mit 2 mL Waschpuffer ~ Microplate-
waschen, um Proben, Standard- und Tracerldsung Washer
zu entfernen, dann Ausschlagen der Plate zur
Entfernung von Puffer-Resten
Substrat- Zugabe 150 pL der frisch zuberaeiteten Subgratlosung in die
Kavitéten geben
Entwicklung Patte 45 min zur Farbentwicklung schiitteln M attenschiittler
Abstoppen 50 pL Stopp-Lésung in die Kavitdten geben zur
Beendigung der Farbentwicklung
Messung Nach ca. 2 min Messung der optischen Dichte ds  Microplate Reader
Differenzmessung von 450 nm minus 650 nm
Streptomycin

Die Besimmung von Streptomycin erfolgt leicht variient:

- Zur Beschichtung: Platte Gber Nacht mit sekundérem anti-Maus Antikorper schiitteln
(1:1000 verdinnt in Coating- Puffer, 100 uL in jede Kavitét)

- Am né&chgten Tag Platte ausschlagen (nicht waschen)

- Blockieren der noch freien Bindungsstellen der Platte mit 2 % Casain/PBS-Losung
(200 pL in jede Kavitét, 30 min)

- Waschen (3 x je Kavitdt mit 2 mL Waschpuffer) und Ausschlagen der Platten
- Beschichtung mit primérem Antikorper der Verdiinnung 1:4.000 in PBS-Puffer

(100 L injede Kavitét, 1 h bei Raumtemperatur schiitteln).
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- Waschen (3 x je Kavitdt mit 2 mL Waschpuffer) und Ausschlagen der Platten

Proben und Standards auftragen (50 pL, Standards in PBS- Puffer angesetzt)

- Tracer direkt ohne Vorinkubationszeit auftragen (50 pL, Verdinnung 1:10.000 in PBS-
Puffer mit 1% Casain)

Inkubation, 1 h bel Raumtemperatur unter konstantem Schiitteln

- Waschen (3 x je Kavitéd mit 2 mL Waschpuffer) und Ausschlagen der Platten

Zugabe von Substrat, Farbentwicklung und Messung, wie in Tab. 18 beschrieben

3.2.7.2 Quantifizierung

Die Quantifizierung des ELISA efolgt durch externe Kadlibration. Dazu werden auf jeder
Platte gleichzeitig mit den Proben Standards der Konzentrationen 0,001 - 1000 pg/ll
aufgetragen. Die Messwerte der optischen Dichte (OD) werden gegen die logarithmisch
skaierten Konzentrationen aufgetragen. Durch Anpassung an die Punkte erhdt man ene
ggmoidde Kurve. Zur Auswetung diessr sgmoidden Kurve kann die 4-Parameter-
Gleichung von Rodbard [166] verwendet werden:

Gleichung 3: 4-Parameter-Kurve nach Rodbard

Y = Messsgnd [OD]
A_D A = Maximade OD (asymptotisch)
Y= —  +D D = Minimae OD (asymptotisch)
1+ (X/C) X = Konzentration [pg/L]
B = Steigungsparameter
C = Tesmittelpunkt [pg/L]

Dabel bezeichnen A und D die obere bzw. untere Asymptote der Kurve und C den
Wendepunkt der Kurve. Der GWert entspricht der Konzentration, bel der 50 % der, fur den
Anayten verfUgbaren, Antikérperbindungsstellen von diesem besetzt werden. Dies ist bel der
Konzentration der Fdl, die eine optische Dichte ergibt, die der Hdfte der Differenz aus A-
und D-Wert plus dem Sockel des D-Wertes entspricht.

Im Bereich um den Tesmittdpunkt hat die Kurve ihren delsen Bereich, das heilét, dass
sdbst groRere Anderungen in der optischen Dichte nur geringe Konzentrationsanderungen
bewirken. Dadurch ha man die hochste Messdynamik, wodurch hier eine Messung von
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Proben am genauesten moglich is. Als grober Anhdtspunkt kann gelten, dass eine Messung
be Konzentrationen von C + ene Zehnerpotenz maglich is. Mes wird ds Nachweisgrenze
aber die Konzentration des mittleren Nullwertes minus die dreifache Standardabweichung
verwendet [143, 167] oder aber die Konzentration des Anayten bei 80-85 % der maximaen
Absorption [168, 169].

3.2.7.3 Uberpriifung von Tracern und Antikorpern

Mithilfe des sogenannten ,Checkerboards® kann nach Immuniserung oder Synthese ene
Uberprifung des Antikorpers oder des Tracers geschehen. Dieser Vortest wird verwendet, um
mit den Ergebnissen daraus eine weitere Testoptimierung durchzufiihren.

Es wird ene Pate mit verschiedenen Antikorperkonzentrationen in  ene  Richtung
beschichtet. In e@nem nicht-kompetitiven Ansatz wird dann Tracer hinzugegeben, ebenfdls in
verschiedenen Verdinnungen, &ber in anderer Richtung aufgetragen, s0 dass in enem
Schachbrettmuster alle Kombinationen der verwendeten Antikorper- und Tracerverdiinnungen
vorliegen. Nach der Farbentwicklung kann die Kombination ermittelt werden, bei der mit
moglichs gstarken Verdinnungen dennoch genligend Farbe entwicket i, Die Farbintenstét
i dabel glech der Farbintensitdt be einem Test, bel dem eine Nullprobe gemessen wird, und
wiirde somit den A-Wert bestimmen.

Tracerkonz.
1:10.000 1:20.000 1:40.000 1:80.000

Antikor perkonz.

1-5.000 0573 | 0,588 | 0,585 | 0,323 | 0,328 | 0,329 | 0,184 | 0,186 | 0,190 | 0,105 | 0,108 | 0,109
0,598 | 0,59 | 0,598 | 0,302 | 0,335 | 0,334 | 0,187 | 0,190 | 0,188 | 0,109 | 0,110 | 0,111
0,644 | 0,656 | 0,623 | 0,348 | 0,346 | 0,350 | 0,197 | 0,200 | 0,205 | 0,120 | 0,123 | 0,120

1:10.000
0,580 | 0,643 | 0,617 | 0,356 | 0,350 | 0,346 | 0,202 | 0,199 | 0,210 | 0,120 | 0,119 | 0,122
0478 | 0428 | 0417 | 0,250 | 0,244 | 0,238 | 0,143 | 0,148 | 0,134 | 0,081 | 0,081 | 0,073

1:20.000
0472 | 0437 | 0464 | 0258 | 0,248 | 0,239 | 0,142 | 0,147 | 0,141 | 0,076 | 0,082 | 0,088
0,206 | 0,190 | 0,175 | 0,114 | 0,105 | 0,105 | 0,065 | 0,066 | 0,066 | 0,044 | 0,045 | 0,043

1:40.000
0,195 | 0,189 | 0,176 | 0,113 | 0,105 | 0,102 | 0,067 | 048 | 0,068 | 0,043 | 0,040 | 0,046
Abbildung 9: Beispiel eines Checkerboards zur Uberpriifung der SMIX-Tracer-, SVIX-

Antikor per-Kombination, jeweils in sechsfach-Bestimmung, Angabe der

optischen Dichte
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Als Kombination wirde dch hieraus eine Antikorper-Verdinnung von 1:10.000 und ene
Tracerverdinnung von 1:10.000 zur weiteren Testoptimierung anbieten, da dabei OD-Werte
erhdten werden, die fir ene Messung ausreichen. Auljerdem sind die Verdinnungen rdativ

hoch, so dass niedrige Testmittel punkte erwartet werden kdnnen.

3.2.8 Tracer synthesen

Die im ELISA-Test eingesetzten Tracer bestehen aus dem Andytmolekil (Hapten genannt),
das an en Enzym gekoppdt wird, welches durch Umsetzung eines geeigneten Subdrates eine
Farbreaktion hervorruft. In den Ublichen Tests besteht dieses Enzym aus Peroxidase,
gewonnen aus Mearettich (engl. Horseradish Peroxidase;, HRP). Die Kopplung an die
Zidmoleklle geschient dabel meist Uber ein Molekil, welches ds Absandshalter (Spacer)
dient, s0 dass das kleine Hapten (< 1000 Dalton) nicht durch die HRP (44 kD) abgeschirmt
wird. Als kopplungsféhige Gruppe der HRP konnen freie Aminogruppen (Reste des Lysns
oder Arginins) oder auch die Kohlenhydratseitenkette verwendet werden. Eine der Ublichsten
Techniken besteht in der Hergtelung einer Schiffschen Base, dso die Resktion ener priméren

Aminogruppe mit einer Aldehydgruppe.

3.2.8.1 Streptomycin

STR bedtzt ene free Aldehydfunktiion sowie Guanidinrese, die ene endgandige
Aminofunktion aufweisen. Theoretisch i ene Kopplung Uber diese beiden Gruppen mithilfe
verschiedener Methoden moglich. Es wurden vier Moglichkeiten der Umsetzung gestestet.

a) Periodat-M ethode

Nach einer Methode nach Schnappinger et a. [155] wird hierbe einersats die Aldehydgruppe
des STR mit Aminobenzoesurehydrazid (ABH) umgesetzt, so dass dat der Aldehyd-
nunmehr eine freie Aminogruppe vorliegt.
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Reaktion 1. Einflgung einer Aminofunktion in das Streptomycinmol ekl

Andererseits wird die HRP nach einer Methode nach Nakane et d. [170] so behanddt, dass
se zugangliche Aldehydgruppen bekommt (siehe Resktion 2).

N02
+ O,N F /

H,N /_\‘
O,N— HN

SE o T
HO\C rn - HF Q— /%M
N\, X

NO,

Peroxidase HRP mit blockierten Aminogruppen
NO,

oxidierte Peroxidase

Reaktion 2: Blockierung der Aminofunktionen an der Peroxidase und Oxidation mit
Periodat zur Oxidation der Kohlenhydrat-Seitenkette
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Dazu wird die Kohlenhydratseitenkette mit Periodat oxidiert. Um aber zu vermeiden, dass die
entsandenen Aldehydgruppen der Kohlenhydratkette mit freen Aminogruppen innerhdb der
HRP reagieren, oder aber mit Aminogruppen eines anderen HRP-Molekils, missen diese
Aminogruppen vor der Oxidation zunéchst abgeblockt werden. Diese Inaktivierung der HRP-
Aminogruppen geschieht durch Umsetzung mit Huordinitrobenzol (FDNB).

Im egentlichen Kopplungsschritt, angdehnt an Schneppinger e d. [155], soll dann die
Schiffsche Base hergestel It werden.

NH
\N/ ? Block
H
N /®

O—0

B + B —
—0 Rl O§C/\MN
HsC R, lL
OH
derivatisiertes Streptomycin oxidierte Peroxidase
0
|
/Q/C\ /
T Block
N ‘ TBlock
H
/o:
Ry
HsC | R,
OH
STR-Tracer 1
Reaktion 3: Reaktion von derivatisiertem Sreptomycin mit oxidierter Peroxidase
Durchfthrung:

1,25 mg HRP (0,03 pmol) wurden in 250 uL Bicarbonatpuffer (0,3 M, pH 8,1) gelost. Dazu
wurden 25 pL ener FDNB-Losung (1 %ig in Ethanol) gegeben und die Losung 60 min be
Raumtemperatur geriihrt (Blockierungsschritt). AnschlieRend wurden 250 uL ener wassigen
0,08 M NaOgs-Losung hinzugegeben und fir 30 min be Raumtemperatur gertihrt
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(Oxidetionsschritt). Die Resktion wurde durch Zugabe von 250 uL Ethylenglycol-Lésung
(0,32 M) und weteres Rihren be Raumtemperatur gestoppt (Reduktion des Uberschiissigen
Periodates). Danach wurde der Ansaz durch Gdfiltration aufgereinigt, bzw. wurden
niedermolekulare Bedtandteile abgetrennt. Dies geschient an  Sephadex-Saulen  (konditioniert
mit 0,01 M NaCOs-Puffer, pH 9,5), wobel das Filtrat in einer Mikrotiterplatte in Fraktionen
von jewels 4 Tropfen gesammdt wird. Die Plate wird per Photometer bei 405 nm
(Extinktionsmaximum der Peroxidase) vermessen, um zu erkennen in welchen Kavitdten dch
die aktivierte HRP befindet. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt.

103 mg Streptomycin (0,14 mmol), 1,25 mg ABH (0,008 mmol) und 1,46 mg Natriumacetat
wurden in 250 uL dem. Wasser gt und eine Stunde bel Raumtemperatur unter RUhren
umgeseizt (Einfligen einer Aminogruppe in das STR-Molekdll).

Im Kopplungschritt wurden die 250 pL des STR-Ansatzes zu der gesamten Fraktion der
aktivieten HRP gegeben und die Losung 2 h ba Raumtemperatur unter RUhren umgesetzt.
Die Stabiliserung des Produktes geschiet durch Reduktion der Schiffschen Base mit
Natriumborhydrid nach der Beschrelbung be Schngppinger et a. [155]. Dazu wurden von
ener frisch angesetzten Losung (10 mg/mL) 250 pL zugegeben und der Ansaiz fur weltere
2h be 4 °C geilhrt. Wahrenddessen wurde immer wieder Druck im Eppendorf-Cap
abgdassen. Schliefdich geschah die Aufreinigung des Tracers an Sephadex (konditioniert mit
PBS-Puffer). Die Fraktionen wurden emeut in einer Mikrotiterplaite gesammet und die
relevanten Fraktionen veranigt.

=>Tracer 1

b) Glutaraldehyd-M ethode

Diese Methode beruht auf der Umsetzung der Aminogruppen der HRP mit Glutardiadehyd
nach Méartlbauer et d. [171] , s0 dass frele Aldehydgruppen entstehen, die anschlief3end mit
den Guanidinfunktionen des Streptomycins umgesetzt werden sollen.

(@) O
\C /\/\C > HoN
N v I oL N
NN
.L .L
_—
- H,O
Peroxidase aktivierte Peroxidase

Reaktion 4. Aktivierung von Peroxidase durch Reaktion mit Glutardialdehyd
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Reaktion 5: Reaktion von Guanidinfunktionen des Streptomycins mit aktivierter

Peroxidase

Durchfuhrung:

Es wurde en PBS-Puffer angesetzt, der 1,25 % Glutardiddehyd enthdt. In 200 pL dieses
Puffers wurden 22 mg HRP (0,05 pmol) gdést und 18 h be Raumtemperatur gerthrt
(Einflgen der Aldehydfunktion). Danach wurde die Losung an Sephadex (konditioniert mit
PBS-Puffer) gereinigt.

162 mg STR (22 pmol) wurden eingewogen und mit der aktivieten HRP (ca 1 mL)
umgesetzt. Mit 100 pL eines Carbonatpuffers (pH 9,7, Coatingpuffer ohne Azid) wurde der
pH-Wert in den dkalischen Bereich gebracht. Die Ldsung wurde 23 h bei 4 °C gerthrt. Zur
Inaktivierung von evtl. nicht gekoppelten Aldehydgruppen der aktivierten Peroxidase, wurden
100 pL ener L-Lysnlésung (0,2 M) zugegeben und weitere 2 h be 4 °C gerthrt [171]. Um
die entdandene Schiffsche-Base zu dabiliseren, wurden 250 pL einer NaBHj-Losung (10
mg/mL) hinzugegeben und nochmas fir 3 h ba 4 °C gethrt (abgedetet aus den
Stabiliserungen nach Schnappinger et d. bzw. Nakane et . [155, 170)).

Das Produkt wurde an Sephadex (mit PBS-Puffer konditioniert) aufgereinigt. => Tracer 2
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In enem weteren Ansaiz wurde die aktivierte Peroxidase unter den glechen Bedingungen
datt direkt mit Streptomycin mit enem  Streptomycin-Hydrazon umgesatzt. Die Bildung des
Hydrazons erfolgte ebenso, wie bel der Periodat-M ethode beschrieben. => Tracer 3

0O—0

Iz

A /NHZ T ||_|
C C
+ o/ N~ \N

CH H,N
—0
R1
HyC R,
OH
Streptomycin-Hydrazon aktivierte Peroxidase
o H2N
C\ /N\ /\/\ /N
NT TXC c”
H | |
_ H H
- H20 ||\||
CH
o]
R1
HsC | \R2
OH

STR-Tracer 3

Reaktion 6: Reaktion der Aminofunktion des Streptomycin-Hydrazons mit

aktivierter Peroxidase

c) Herstellung des CM O-Derivates, Kopplung nach der aktivierten Ester-M ethode

Die &ktiviete Eder-Methode beruht auf der Umsstzung einer Carboxylgruppe mit ener
Aminogruppe, wodurch eine Amidbindung entsteht. Dazu wird die Sauregruppe des Haptens
zunéchd mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) verestert. Diese Egterbindung ist jedoch nicht sehr
dark, sondern dient nur zur Aktivierung der Sauregruppe, damit anschlief?end die Bildung
ener Amidbindung zwischen dem Hapten und Aminoresten der HRP erfolgt.
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L O=—=0 s

// R—C
R—C + HO——N 5 ’ \O—N
OH ﬂ
PN
I OO :
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Reaktion 7: Reaktion der Saurefunktion mit NHS und DCC zum aktivierten Ester
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aktivierter Ester Peroxidase Kopplungsprodukt
z.B. STR-Tracer 4

Reaktion 8: Kopplung des aktivierten Esters mit den Aminofunktionen Peroxidase

Da Streptomycin dlerdings keine Saurefunktion hat, muss diese erst engeflgt werden, was
durch die Umsatzung mit Carboxymethoxylamin (CMO), in Anlehnung an eine Methode
nach Schnappinger et d. [155], geschehen soll.

o
0 N—O |c|:
CHO o u e N on
/o: R + N T ow :o:
1 Rl
HsC | R, _— HyC | R,
OH - H,O OH
Streptomycin STR-CMO

Reaktion 9: Reaktion von Streptomycin mit Carboxymethoxylamin
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Durchfuhrung:

Es wurden 816 mg STR (1,12 mmol) und 60,2 mg Carboxymethoxylamin Hemihydrochlorid
(0,275 mmol = 0,55 mmol des monomeren CMO) in 1,7 mL dem. Wasser gegeben, sowie
zusizlich 82 mg Natriumacetat. Die Mischung wurde 24 h be Raumtemperatur gertirt.
Anschlief?end wurde die Losung auf dem Wasserbad bei 40 °C getrocknet, bis das Wasser aus
dem Reektionsansatz entfernt ist, und das Produkt as gelartige Substanz zurtickbleibt.

Die Aktivierung und Kopplung geschah in Anlehnung an eine Methode von Franek e d.
[156]. 32,2 mg des STR-CMO-Derivates (49,2 umol), 58 mg NHS (49,2 umol) und 10,0 mg
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC, 49,2 pmol) wurden in 600 pL DMF gdéd. Die Ldsung
wurde Uber Nacht be Raumtemperatur gerthrt (Herstdlung des aktivierten Egters). Am
nachsen Tag wurde die Lésung 10 min be 14.000 U/min zentrifugiert (Abtrennung des
Harnstoffderivates, entstanden aus DCC, welches das Reaktionswvasser aufgenommen hat).

1,7 mg HRP wurden in 150 pL Carbonatpuffer (0,13 M) gd6st. In diese Losung wurden
15uL des Uberstandes des aktivierten Esters pipettiert und das Gemisch 3-4 Stunden bei
Raumtemperatur gertihrt. Anschlief?end wurde das Reektionsgemisch auf eine  Sephadex-
Saule (zuvor mit 001 M Carbonat-Puffer konditioniert) gegeben und so aufgereinigt. Die
HRP-hatigen Fraktionen wurden vereinigt und 1:1 mit Glycerol gemischt. => Tracer 4

d) direkte Umsetzung*®

Die Periodat-Methode zur Kopplung von STR an HRP basete auf der Umsstzung der
Aldehydgruppe des STR zu ener Aminogruppe und der Einfligung ener Aldehydgruppe in
die HRP und Inaktivierung ihre Aminogruppen. Da aber egentlich beide Moleklle schon von
vornherein  funktionelle Gruppen bedtzen, die mitenander reagieren konnten, wird hier
versucht, direkt die Aldehydfunktion des STR mit den Aminofunktionen der HRP im
bas schen umzusetzen.

40 direkte Umsetzung Die direkte Kopplung von Streptomycin an Peroxidase ohne Verwendung eines
Spacers ist in der Literatur nach einer durchgefihrten Recherche bisher noch nicht
beschrieben worden.
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Streptomycin Peroxidase STR-Tracer 5
Reaktion 10: Reaktion von Streptomycin mit Peroxidase
Durchfthrung:

Es wurden 2,2 mg HRP (0,05 umol = 0,25-0,4 umol koppebare Aminogruppen) und 4 mg
STR (55 pmol) eingewogen und in 200 puL Carbonatpuffer (pH 9,7, Codtingpuffer ohne
Azid) gdost. Das Gemisch wurde vier Stunden be Raumtemperatur gerthrt. Anschlief3end
wurden zur Stabiliserung der Schiffschen Base 250 L einer NaBH4 (10 mg/mL) zugegeben
und Uber Nacht bel 4 °C geriihrt, wobel zu Anfang gelegentlich der Uberdruck im Eppendorf-
Cep dbgdassen wurde. Die Losung wurde schlieldich durch Sephadex (mit PBS-Puffer
konditioniert) gdfiltriert. => Tracer 5

3.2.8.2 Sulfadimidin

Sulfadimidin = bestzt ds fre zugangliche funktiondle Gruppe ene endgéndige
Aminofunktion. Eine Kopplung an HRP it daher entweder direkt Uber diese oder nach
Derivatiserung moglich.

a) Periodat-M ethode

HRP wird nach Inaktivierung der Aminogruppen durch FDNB mit Periodat behanddt, so dass
an der Kohlenhydratsaitenkette Aldehydfunktionen entstehen (Methode nach Nakane et d.
[170], dehe Resktion 2). Die so aktivierte HRP wird dann im Kopplungsschritt direkt mit
Sulfadimidin umgesetzt (Abwandlung der Methode nach Schnappinger e d. [155]) sSehe
Resktion 11.
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Reaktion 11: Reaktion von Sulfadimidin mit oxidierter Peroxidase

Durchfihrung:

Die Synthese der aktivierten HRP erfolgte genauso wiein 3.2.8.1 &) beschrieben.

Von SDM wurden 39,34 mg (0,241 mmol) eingewogen. Hierzu wurde die gesamte Fraktion
des gdfiltrieten HRP-Derivates (in Carbonatpuffer pH 9,5 vorliegend) gegeben und fir 2 h
be Raumtemperatur gertihrt (Kopplungsschritt).

Die Stabiliserung der Schiffschen Base und die Reinigung an Sephadex geschahen, wie in
3.2.8.1 @) beschrieben. => SDM-Tracer 1

b) Glutaraldehyd-M ethode

Die freien Aminogruppen der Peroxidase (von Lysn und Arginin) werden, nach ener
Methode von Martbauer et d. [171], durch Behandlung mit Glutaradehyd in endsténdige
Aldehydgruppen mit Spacer umgewanddt (Sehe Regktion 4). Diese werden direkt mit der
Aminogruppe des SDM gekoppelt (Sehe Resktion 12).

Durchfthrung:

Die Umsatzung von HRP mit Glutardia dehyd erfolgte anadlog der Beschreibung in 3.2.8.1 b).

Es wurden 0,60 mg Sulfadimidin (~ 2 pmol) eingewogen und mit der aktivieten HRP (ca
1mL) versetzt. Der pH-Wert wurde durch die Zugabe von 100 pL enes azidfreien
Carbonatpuffers in den akalischen Bereich gebracht. Es wurde 23 h ba 4°C gertihrt. Danach
wurden 100 pL  ener LysnLosung (02 M) hinzugegeben um nicht gekoppete
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Aldehydgruppen abzuséttigen. Dies geschient 2 h ba 4 °C [171]. Die Stabiliserung der
Schiffschen Base und die Reinigung an Sephadex geschahen, wie in 3.2.8.1 b) beschrieben.
=> SDM-Tracer 2

- H,O

a
\ =
)
=(/|>=O
+
(@]
I—O//
\

Sulfadimidin aktivierte Peroxidase
—N ﬁ H2N
\ />—H—ﬁ N\C/\/\C/N
) )
SDM-Tracer 2
Reaktion 12: Reaktion von Sulfadimidin mit aktivierter Peroxidase

c) Herstellung eines Bernsteinsaure-Derivates und enes Glutarsdure-Derivates,
anschlief3ende K opplung nach der aktivierten Ester-M ethode

Die N-4-Aminogruppe von Sulfadimidin wird mit Berngensdure und in enem weteren
Ansatz mit Glutarsiure (beides Dicarbonséuren) umgesetzt, so dass zum SDM-Moalekll hin
ene Amidbindung entsteht und das Molekil auferdem ene endstandige Carbonsaurefunktion
ehdt (Sehe Resktion 13). Die entstandenen Siuren werden entsprechend der aktivierten
Egser-Methode mit NHS und DCC (dehe Reaktion 7) umgesetzt und anschlieffend gemd
Reaktion 8 an Peroxidase Uber eine Amidfunktion gebunden.

Die Umsatzung mit den Dicarbonsduren erfolgt in Anlehnung an die Methode von Haasnoot
et d., die aktivierte Ester-Methode in Anlehnung an Franek et al. [156, 172].
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Reaktion 13: Reaktion von Sulfonamiden mit Carbonséaureanhydriden
Durchfuhrung:

1 g SDM (359 mmol) und 05 g Bengensaureanhydrid (5 mmol) bzw. 057 g
Glutarsdureanhydrid (5 mmol) wurden in ca 15 mL wassfrdem Ethanol und 10 pL
wassrfredem Pyridin fir 12 h unter Rickfluss gekocht. Dann wurde der Rickflusskihler
entfernt und bis zur Trockne weiter enreduziert. Es wurden 105 mL enes Ethanol-\Wasser
Gemisches (6 mL : 45 mL) hinzugegeben und weitere 30 min unter Rickfluss gekocht.
Danach wurde auch diese Mischung bis zu Trockne reduziert. Anschlief?end wurde das
Produkt wieder in 105 mL der glechen Mischung aufgenommen, wobel es zum Lésen
wieder erhitzt werden musste. In heifem Zustand wurde das Produkt durch eine Gladfritte
abgesaugt und das Fltraa in e@nem verschlielbaren Glaschen aufgefangen. Das  Produkt
krigdliserte Uber Nacht bei -20 °C aus und wurde am néchgen Tag filtriert, wobel der
Filterrickstand (das Produkt) mit ener tiefgekihiten (-10 bis -20 °C) Ethanol-Wasser
Mischung (6:4,5) gewaschen wurde. Bis zur weteren Vewendung wurden die beiden
Produkte bei -20 °C aufbewahrt.
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Zur Aktivierung wurden 190 mg des Succinamyl-SDM  bzw. in e@nem anderen Ansaz
19,3 mg des Glutaramyl-SDM mit 58 mg NHS und 10,0 mg DCC eingewogen und in 600 L
DMF gd6g. Die Lésungen wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt (Herstellung des
aktivierten Egers). Wéhrenddessen hildete dch en wel3er Niederschlag des Harnstoff-
derivates. Am néchsten Tag wurde die Losung fir 10 min bei 14.000 U/min zentrifugiert.

In zwa Ansdtzen wurden 1,7 mg HRP in 150 puL Carbonatpuffer (0,13 M) gel6st; dazu
wurden 15 pL des Ubersandes des NHS-Succinamyl-SDM  Ansatizes bzw. 15 pL des
Uberstandes des NHS-Glutaramyl-SDM  Ansatzes gegeben und die Lésungen 3-4 h b
Raumtemperatur gertihrt [156].

Die Renigung Uber Sephadex efolgte andog Kap. 3281 c). Zur Lagerung und
Aufbewahrung im Gefrierschrank wurden die HRP-hdtigen Fraktionen 1.1 mit  Glycerdl
versetzt. => SDM-Tracer 3 (Glutarsaure), SDM-Tracer 4 (Bernsteinséure)

3.29 Entwicklung eines EL | SA-Tests zur Bestimmung von SM X

Zur Zet exidiet ken kaulicher Tet zur immunchemischen Bedimmung von
Sulfamethoxazol. Ebenso snd auch SMX-Antikorper weder ds polyklonaes Serum, noch as
monoklonde Antikdrper kommerzidl verfigbar oder in Datenbanken zu finden. Daher sollte
hir en Text vollgéndig entwickdt werden, ausgehend von Immunogensynthese,
Immuniserung und Hergdlung des Tracers. Zur Kopplung von Sulfamethoxazol an en
Trégerprotein bzw. an Peroxidase, sollte das Verfahren angewandt werden, welches auch zur
Kopplung von Sulfadimidin sich ds am Besten erwies (Sehe Kap. 3.2.8.2 ¢).

Da Sulfamethoxazol vom Molekilgewicht her deutlich zu klein i (M = 2533 g/mal), um
ene Immunantwort hervorzurufen und daher auch die Antikorperproduktion im Tier nicht
aregen kann, it es eforderlich, das Hapten an en Trégerproten zu binden (das
Kopplungsprodukt it dann das Immunogen). Prim& bildet das Tier, welchem das
Immunogen injiziet wurde, nun Antikdrper gegen Strukturen des Proteins, welches ja
aufgrund seiner Molekilmasse von mehreren Tausend Ddton (bel KLH*! sogar 89 Mio. Da)
vid eher ds fremd angesehen wird. Es werden aber auch Antikdrper gegen die gebundene
Struktur des Haptens gebildet, sowie gegen die Spacerbriicke, dso den Molekilltell, Uber den
das Hapten an das Protein gekoppdt is. Man erhdt dso einen Mix vider verschiedener
Antikorper, von denen einige auch gegen das Ziedmolekll gerichtet snd [173].

4 KLH Keyhole Limpet Hemocyanin, Hadmo cyanin von Megathura crenulata,
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3.2.9.1 Synthese eines Bernsteinsaur ederivates als Vor stufe

Die Bindung von Sulfamethoxazol an ein Protein geschieht, wie bel der Tracersynthese von
Sulfadimidin, Uber en Zwischenprodukt, welches aus SMX und daran gebundener
Berngeinsdure bestent. Dieses funktiondiserte SMX (es wurde ene Saurefunktion ins
Molekll eingefligt, dehe Resktion 13) wird isoliert und kann sowohl zur Tracer- ds auch zur
Immunogensynthese eingesetzt werden. Die Synthese des Succinamyl-SMX*? erfolgt jedoch
etwas anders ds bel SDM, in Anlehnung an eine Methode nach Tatake et d. [174)].

Durchfuhrung:

1,01 g SMX (3,99 mmol) wurden mit 14 mL wasserfreer Essgséure unter Rihren auf 60 °C
erhitzt. Dazu wurden 044 g Berngeinsaureanhydrid (44 mmol) gegeben und die klare
ReaktiondGsung weiter be 55-60 °C erhitzt und gerdihrt. Nach etwa 12-15 Minuten fid @n
voluminbses weif3es Reektionsprodukt aus. Die Losung wurde mit 3 mL  wasserfreer
Essgsaure etwas verdinnt und fur wetere 25 Minuten be diessr Temperatur belassen.
Anschlieffend wurde die Losung auf Raumtemperatur abgekihlt und durch ene Gladritte
abgesaugt. Der Ruckstand wurde mit etwas Essgsdure und danach mit warmem Wasser
gewaschen und Uber Silikagel getrocknet.

Das Produkt, sowie der aktivierte Ester davon (zur Aktivierung sehe Kap. 3.2.9.2) wurden
per HPLC-UV nach der in Kap. 3.2.2 beschriebenen Methode fir Sulfonamide untersucht.
Des weteren wurden von ihnen be permanenter Injektion der Probelésung, ohne Trennung
an dng HPLC-Salle, Massngpektren mit  enem lonenfdlen LC-MS'  (LCQ,
ThermoFinnnigan) aufgenommen. Dazu wurden die Substanzen in Methanol : Wasser (50:50)
aufgenommen und mit etlwas Essgsidure angesiuert. Der aktivierte Ester (in DMF vorliegend)
wurde in Methanol : Wasser verdiinnt und angesauert.

3.2.9.2 Kopplung an Per oxidase (Tracer-Synthese)

Um zu erkennen, ob die Einfligung ener Sauregruppe ins SMX-Molekil attgefunden hatte
und ene wetee Kopplung Uberhaupt Erfolg versorechend sein konnte, was fir ene
Immuniserung entweder das Gelingen oder Misdingen bedeutet héite, wurde zunéchst dieses

Zwischenprodukt mit Peroxidese zu enem Tracer umgesstzt. Es lag zwar zu diessm

42 succinamyl-SMX Trivialbezeichnung, eigentlich N-4-(3-Carboxypropanoyl)-Sulfamethoxazol
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Zeitpunkt noch kein Antikorper gegen SMX vor, der auch einen SMX-Tracer spezifisch
binden wirde, aer die Testung eines SMX-Tracars ig auch mit dem Sulfadimidin-Test
madglich. Hier sollte die Kreuzresktivitdt des Sulfadimidin-Antikorpers auf Sulfamethoxazol
augenutzt werden. In vorherigen Versuchen konnte erkannt werden, dass ene gewise
Kreuzreaktivitdt des SDM-Antikérpers gegen SMX besteht, die zwar sehr gering (0,002 %
molare Kreuzregktivitét, Sehe Abb. 31), aer dennoch spezifisch ist. Wird nun einfach datt
enes SDM-Tracers ein gynthetiserter SMX-Tracer eingesetzt, s0 erkennt man bel ener
Farbreaktion, dass eine Bindung des Tracers dattgefunden hat, die bel Auftreten einer Test-
Kurve spezifisch i, dass auch die Kopplung von Succ-SMX an Peroxidase erfolgreich war
und somit auch das Zwischenprodukt wirklich vorliegt. Als Standardreihe konnen in einer
solchen Testung sowohl SDM, ds auch SMX engesetzt werden. Aufgrund der schwachen
Kreuzresktivitdt is es dlerdings eforderlich, dass die SMX-Tracerkonzentration recht hoch
i

1. damit Uberhaupt ein Tell an die Antikbrper gebunden wird, so dass ene geniigende
Farbentwicklung erfolgen kann, bzw.

2. um eine Verdrangung des SDM von den Antikorperbindungsstellen zu gewéahrlesten.

Die Synthese des Tracers folgt dabel der aktivierten Ester-Methode (Sehe Resktionen 7, 8),
abgeleitet von der Methode von Franek et a. [156], angewendet in Kap. 3.282 c auf
Sulfadimidin.

Durchfihrung:

Wie bei SDM beschrieben, wurden 17,4 mg des getrockneten Succinamyl-SMX (entsprechen
49,2 pumol, wenn es en reines Produkt wére) mit 58 mg NHS (49,2 umol) und 10,0 mg DCC
(49,2 umal) eingewogen und in 600 uL DMF geés. Die Losung wurde Uber Nacht be
Raumtemperatur gertihrt. Es bildete sch dabe ein weilRer Niederschlag des beschriebenen
Harndoffderivates. Am néchgen Tag wurde die Losung fur 10 min ba 14.000 U/min
zentrifugiert und der Uberstand weiter verwendet. (=> aktivierter Ester des SMX)

Die Kopplung von 15 |L der Ldsung des aktivierten Esters erfolgte andog zu Kap. 3.2.8.2 c,
ebenso die Reinigung. Der Tracer wurde zur Lagerung 1:1 mit Glycerol verdinnt und im
Gefrierschrank aufbewahrt.

De synthetiserte Tracer wurde in einem ELISA-Testformat fir SDM getestet (Bedingungen
sehe Kap. 3.2.7.1). Dabel wurde eine SDM-Antikdrperverdinnung von 1: 40.000 eingeseizt,
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SDM-Standards von 0,001-1000 pg/L und SMX-Tracerverdinnungen von 1:100, 1:1.000 und
1:5.000.

3.29.3 Kopplung an KLH (immunogenSynthese)

Ublicherweise werden als Carrier-Proteine zur Immunisierung bovines Serumabumin (BSA),
humanes SA, Ovabumin oder KLH engesetzt [156, 172], wobe KLH mes sehr gute
Ergebnisse liefert [175], weshdb auch hier die Kopplung an KLH verfolgt werden sollte. Die
Kopplung sollte wieder baserend auf der aktivierten Estermethode nach Franek et d. [156]
gechehen. Daher snd die Syntheseschritte bis zu dem Zwischenprodukt des aktivierten
Egters des SM X vollkommen identisch mit der Synthese des Tracers (Sehe Kap. 3.2.9.2).

Zur eigentlichen Kopplung wurden folgende Uberlegungen angestdt:

Bei der Tracersynthese nach Franek et d., und hier auf Succ-SMX angewandt, liegt zwischen
diessm und HRP (dehe Kagp. 3.29.2) en molares Verhdtnis von 32,2:1 vor. Berlickschtigt
man eine Anzahl von 1-3 Aminogruppen an der Peroxidase, die mit der einen Saurefunktion
pro Succ-SMX Molekil koppen konnen, so liegt ein Verhdtnis von 10-30:1 vor. Nach
Kopplungsversuchen von NHS-Succ-SMX an HSA konnten Tatake et a. [174] mit enem
Verhdtnis von 81 (Stoffmenge NHS-Succ-SMX @ Stoffmenge koppelbarer  Aminogruppen
am HSA) die hochste Kopplungsdichte am Protein erreichen, die 35 % betrug. Da eine hohe
Kopplungsdichte fir ene Immuniserung sehr vortelhaft i, wurde diesess molare Verhdtnis
auff die Kopplung an KLH ebenfdls angewandt. KLH is en Glycoprotein mit enem
Zuckerantell von ca 5 %. Es besteht aus 20 Untereinheiten, die Molekilmassen von
350-390 kDa haben. Diese Untereinheiten lassen sch in watere acht globuldre Einheiten von
jewells etwa 50 kDa zerlegen [176]. Baserend auf einem Gehdt von 67 Aminogruppen aus
Lysn an ener Untereinhet, enthdt en Molekil KLH 1340 Aminogruppen [177]. Zur Immu-
niserung von Kaninchen werden vom egentlichen Hapten (SMX) etwa 200-300 pg bendtigt,
die an en Trégerprotein gekoppet snd und in 4 Injektionen innerhdb von 3 Monaten
gegeben werden [178]. Erreicht man eine Kopplungsdichte von einem Dritted der Amino-
gruppen, o0 muss man etwa 15 mg KLH as Edukt einsstzen, um etwa 0,2 mg an SMX gebun-
den vorliegen zu haben. Wird eine Dichte von 50 % erreicht, so wéren es sogar 0,3 mg SMX.
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Durchfuhrung:

Succ-SMX wurde entsprechend der Beschreibung in Kap. 3.2.9.2 mit NHS aktiviert (sehe
Reaktion 7), und der Uberstand der LOsung weiter verwendet. Da 55 mg an KLH umgesetzt
werden sollten, waren bei einem achtfachen molaren Uberschuss des aktivierten Esters davon
9,053 mg, bzw. 245 uL des Uberdandes in DMF erforderlich. Da die eigentliche Kopplung
gemdld Frének et d. in 0,13 M Carbonatpuffer geschient (150 uL, s.0.), in den ein Zehntel des
Volumens von der DMF-L6sung gegeben werden (15 pL), sollten diese Verhdtnisse auch
hier belbehdten werden. Das heil¥, dass das Volumen an Carbonatpuffer, in dem die 15 mg
KLH vorliegen das zehnfache der 245 pL Uberstand sein muss. Das KLH liegt ds Lyophilisat
von 20 mg vor, weches zusizlich noch Phospha-Puffersdze enthdt. Die gesamte Menge
wurde in 3,26 mL des 0,13 M Carbonatpuffers gelost. Davon wurden 2,45 mL genommen und
in einem Eppendorf-Cap gertihrit. Dazu wurden 245 pL des Uberstandes gegeben und die
Mischung 4 Stunden bel Raumtemperatur gertihrt. Anschlief3end wurde das Produkt (der
gesamte Ansatz) Uber eine Sephadex PD 10 Saule (zuvor mit 0,01 M Carbonatpuffer
konditioniert) aufgereinigt und in ene Mikrotiterplaite hinein gdfiltriet. Optisch waren die
Kavitden, in denen die protenhdtigen Fraktionen vorlagen, lediglich an ener schwachen
Tribung zu erkennen, die auch im Photometer nur bedingt zu sehen war. Daher wurden die
Kavitdten mithilfe des Bradford-Tests auf Protein Uberprift. Die identifizierten Kavitdten mit
dem Kopplungs-Produkt wurden verenigt, (nicht mit Glycerol vermischt!) und unter Kihlung
an das Labor zur Immunisierung geschickt.

Aul}er den Losungen aus den Kavitéten der Mikrotiterplatte rach der Gdfiltration wurde auch
das Produkt vor der Gefiltration auf den Proteingehdt untersucht. Zum Vergleich wurde das
Edukt KLH (ohne Succ-SMX) untersucht, um ene Aussage Uber dessen Verdnderung zu
erhdten. Be letzterem Test war zu der KLH-L6sung in Carbonatpuffer (0,13 M) ein Zehntel
des Volumens an DMF zugegeben worden, um gleiche Bedingungen zu haben, wie se in der
Produktlosung vorlagen. Anhand ener externen Kalibration mit Referenzldésungen konnte
bestimmt werden, wie hoch die Proteinkonzentration in den Proben war.

3.2.9.4 Immunisierung

Die Immuniserung eines White New Zedand Rabbit mit dem KLH-Kopplungsprodukt wurde
in Gottingen durch die Firma Seglab Sequence Laboratories Gottingen GmbH  durchgefiihrt
und folgte dem Standard- Schema (3 Monae) zur Immnuniserung:
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Tag 0 1. Injektion (Prdmmunserum >5mL)
21 2. Injektion
35 1. Blutabnahme (10-20 mL)
49 3. Injektion
63 2. Blutabnahme (10-20 mL)
77 4. Injektion
98 Entblutung (> 50 mL)

Die erhdtenen Seren wurden getestet, indem in enem Checkerboard (Sehe Kap. 3.2.7.3)
sowohl verschiedene Antikorper-Konzentrationen, ads auch verschiedene Tracerkonzen
trationen ausgetestet wurden. Es wurde die Kombination abgelesen, die eine moglichst starke
Verdinnung zulést und dennoch einen ausreichenden Wert der optischen Dichte bringt. In
enem Tedforma wurde dann mit dieser Kombination die Testquditdt bestimmt, indem ene
Sandardkurve erstdlt, die Kreuzregktivitédt gegen andere Sulfonamide getestet, sowie die
Nachweisgrenze berechnet worden ist.
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3.2.10 Untersuchung von Gulle- und Bodenproben

3.2.10.1 Betrieb 1

ELISA-Messung - Gille

Die Glilleprobe (ca. 8 g Einwaage) wurde per ASE bel 100 °C mit drel Zyklen a 10 min mit
Methanol : Wassr (80:20) extrahiert. Die Aufheizphase der Zelen betrug dabe 5 min.
Weitere Eingdlungen, wie Spllschritt, Ausblaszeit und Druck snd Kapitd 3251 zu
entnehmen.

Der Extrakt von ca 8 mL wurde auf 100 mL mit Renswasser aufgeflllt und zur Messung
auf Sulfadimidin per ELISA 1:100 verdinnt und durch 0,2 pm filtriet. Die Testdurchfiihrung
efolgte, wie in Kap. 3.27.1 beschrieben. Zur Berechnung des Messwertes wurde die
Wiedefindungsrate des Vefahrens (dehe Kap. 3.25.3 in Verbindung mit Kap. 4.1.4.3) von
111 % beriicksichtigt.

ELISA-Messung - Boden

Die enzdnen Bodentellproben (von ener Hache auf der Gille des gleichen Typs
ausgebracht worden war), wurden nach dem Auftauen vereinigt und homogenisert. Zur
Betimmung des Trockenmasse geschah ene Trocknung be 105 °C  bis zur
Gewichtskonstanz. Zur Extraktion wurde sowohl die nattrlich feuchte Bodenprobe
verwendet, ds auch die be 105 °C getrocknete. In Anlehnung an die Folgerungen aus Kap.
4.1.5.2 wurde die Extraktion per ASE (ca. 10 g Einwaage des feuchten Bodens, ca. 8 g des
getrockneten) be 100 °C mit dreé Zyklen a 10 min mit Methanol : Wasser (80:20)
durchgefihrt.

Da Vesuche zum Matrixenfluss der ELISA-Messung (Kap. 3.25.3 und 4.1.4.3) ergaben,
dass zur Messung von ASE-Extrekten auf Sulfadimidin lediglich eine Verdinnung der
Extrakte erforderlich ist, wurde keine besondere Matrixabtrennung vorgenommen. Vom ASE-
Extrekt wurde der Methanol-Anteill am Rotaionsverdampfer bed 42 °C und 120 mbar
weitestgehend entfernt®®, und der wéssrige Rest im 50 mL Messkolben mit Reinstwasser

43 M ethanol-Gehalt Bei der Probenvorbereitung der Bodenproben war eine Abtrennung des Methanols
erforderlich, da der ASE-Extrakt (~ 7mL) nur in 50 mL aufgenommen wurde und
darin der Methanolgehalt ansonsten 10 % betragen hétte, der die Messung erheblich
beeinflusst hétte. Bei der Gllle war ein solcher Schritt nicht nétig, da der ASE-Extrakt
zunéchst auf 100 mL aufgeflllt und dann 100fach verdinnt wurde (M ethanol-Gehalt
dannweniger as0,1 %).
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aufgefullt. Vor der ELISA-Messung gemald Kap. 3.2.7.1, wurde der verdinnte Extrakt durch
0,2 um filtriert.

3.2.10.2 Betrieb 2

Die Rindergllleprobe von Betrieb 2 wurde ohne ASE-Extraktion untersucht. Statt der
gesamten Gllle mit der Festtoffmatrix wurde dabei nur der wassiige Antell erfasst, der aber
ohnehin den grofden Tel ausmachte Dies war moglich, da in vorherigen Versuchen
(beschrieben in Kap. 3.2.5.3 und Kap. 4.1.4.3) erkannt wurde, dass auch die direkte ELISA-
Bestimmung von Sulfadimidin in ener Giille ohne vorherige Extraktion moglich i

Es wurden 10 g engewogen, auf 100 g mit Rendwasser ergénzt und fir 5 min im
Ultraschallbad behandelt. Nach dem Absetzen der festen Bedtandteile wurde ein Aliquot des
Uberstandes nochmals 100fach verdinnt (insgesamt 1:1000) und per ELISA (siehe Kap.
3.2.7.1) auf Sulfadimidin gemesserf**,

3.2.10.3 Betrieb 3

ELISA-Messung - Giille

Von der Rinder- und die Schweinegtilleprobe aus Ma 2002 wurden nur die wassrigen Phasen
ohne ASE-Extraktion betrachtet. Die Aufarbeitung und Messung auf Sulfadimidin erfolgte,
wie im vorherigen Kap. 3.2.10.2 beschrieben.

Be den Rinder- und Schweineglllen bzw. der Mischgille und Jauche aus Januar 2003 wurde
ebenfdls nur die wéassige Phase betrachtet, bzw. der Antell, der sch mittds Ultraschall
extrahieren lied Dazu wurde 1 g der Gulle genommen, und mit Reinswasser auf 10 mL
erganzt. Diese Vorverdinnung wurde fir 5 min im Ultraschdlbad behanddt. Nach Absetzen
der festen Bedandtele wurde anschlief?end 1:100 bzw. 1:1.000 verdinnt, so dass fur die
ELISA-Messung auf Sulfadimidin - eine  insggesamt  1.000fache und ene 10.000fache
Verdinnung vorliegt (zur Testdurchfihrung sehe Kap. 3.2.7.1). Die Korrektur der Ergebnisse
(auch bei den Bodenlésungen) efolgte mit der Wiedefindungsrate des Vefahrens (sehe
Kap. 3.2.5.3 in Verbindung mit Kap. 4.1.4.3) von 96,9 %.

a4 Die hier erhaltenen Ergebnisse, die sich aus der direkten Messung der Verdinnung

ergeben, wurden mit der in Kap. 3.2.5.3 in Verbindung mit Kap. 4.1.4.3 ermittelten
WDF von 96,9 % dieses Verfahrens verrechnet.
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ELISA-Messung - Boden

Von den Bodenproben aus Januar 2003 wurde bel der Vorbereitung zur ELISA-Messung
ebenfals nur die wasserlddiche Phase betrachtet. Dazu wurden 100 g des feuchten Bodens
entnommen, mit 200 mL Wasser aufgeschldmmt und 5 min im Ultraschalbad behandet.
Danach wurden davon 10 mL entnommen, auf 50 mL aufgeflllt und durch 0,2 pm filtriert,
bevor die Proben gemal? Kap. 3.2.7.1 auf Sulfadimidin gemessen wurden.

Neben diesr Vorbereitung fir die ELISA-Messung, bel der gem. Kap. 4.1.4.3 die Matrix
nicht sérte, bzw. be der se sowet herunter verdinnt wird, dass der Test nicht gestdrt wird,
wurden die Proben auch fir eine HPLC-Messung vorbereitet:

HPLC-Messung von Giille- und Bodenextrakten

Von den Gilleproben aus Januar 2003 wurde die flissige Phase per SPE auf Strata X
angereichert, indem die Proben entweder direkt (10 mL) aufgegeben wurden, oder bei festerer
Konsstenz 10 mL dea Gllle mit Wasser versetzt wurden und diese Verdinnung nach
Filtration komplett auf die 200 mg-Séulen (gewaschen mit 2 x 2 mL Methanol, konditioniert
mit 3 x 2 mL Wass) aufgegeben wurde. AnschlieRend wurden die Probengefde mit
2x10mL Wasser nachgewaschen und auch dieses Wasser auf die Séulen aufgegeben. Nach
Trocknung unter Stickstoff-Begasung und Elution mit 5 mL Methanol wurden die Extrekte
eingeengt und zur Messung in 0,5 mL Methanol aufgenommen.

Von den Bodenproben wurden 10 g in Extraktionszdlen gefllt, mit Isolute aufgeflllt und
3x10 be 100 °C mit Methanol:Wasser (80:20) per ASE extrahiert. Der Methanol-Antel
wurde abgedampft und der Rest mit Wasser auf etwa 10 mL aufgeflllt. Die gesamte Losung
wurde auf die Strata X Saulen gegeben, sowie weitere 2 x 10 mL Wasser, mit denen die
Reagenzgldser nachgewaschen wurden. Nach Trocknung, Elution und Einengung wurden die
Reste zur Messung in 0,1 mL Methanol aufgenommen.

Die HPLC-Messung auf Sulfonamide, Tetracycline, Huorochinolone und Peniclline efolgte
wie in Kgp. 3.22 beschrieben. Zur Quantifizierung wurde von den gemessenen Proben, in
denen anhand von Retentionszetverglechen ein Antibiotikum vermutet werden konnte, en
Aliquot genommen, mit Standardiésung versetzt und wieder gemessen. Aus dem Vergleich

konnte die Konzentration abgeschétzt werden.
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3.2.10.4 Betrieb 4

Die Glile- und die Bodenprobe aus Januar 2003 von Betrieb 4 (Erftkreis) wurden in gleicher
Weise vorbereitet und per ELISA auf Sulfadimidin untersucht, wie die Proben von Betrieb 3
aus Januar 2003 (siehe Kap. 3.2.10.3).

Die Vorbereitung und Messung per HPLC-UV geschah ebenfals andog zu den Proben von
Betrieb 3 aus Januar 2003.
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3.2.11 Unter suchung von Abwasser proben

3.211.1Klaranlagel - Troisdorf

Messungen per ELISA auf SMX

Die Zulaufprobe von Klaanlage 1 (Troisdorf) wurde filtriert: zundchgt durch einen
Fdtenfilter, dann durch 045 pm. Anschlie?end wurde die Probe verschiedentlich verdinnt
und mit Standardl6sung dotiert (Sehe Tab. 19).

Tabelle 19: Verdinnungen und Dotierungen der Klaranlagenzulaufproben zur
Bestimmung des Matrixeinflusses im ELISA-Test auf SVIX

Verdinnungsstufe Dotierung von SM X [ng] Konzentration der Dotierung, auf
Gesamtldsung bezogen [ng/L ]

Unverdinnt 0,13579 0, 99,9, 299, 4975, 695, 892
10 fach 0,13579 0, 100, 300, 500, 700, 900
50 fach 0,1357°9 0, 100, 300, 500, 700, 900

100 fach 0,135709 0, 100, 300, 500, 700, 900

Die s0 hergestdlten Losungen wurden per ELISA  aif das Humanantibiotikum
Sulfamethoxazol gemessen (Testdurchfiihrung Sehe Kap. 3.2.7.1).

3.2.11.2Klaranlage 2 - Troisdorf-Altenrath

Messungen per HPLC-MSMS

Eine Zulaufprobe, eine Ablaufprobe innerhdb der Anlage, sowie eine Ablaufprobe an der
Ablaufgdle zum Vorfluter wurden untersucht. Die Einzeproben wurden gemd? der
Beschreibung in Kap. 3.24.1 Methode 2 vorbereitet und angereichert. Die Messung auf die
neun in der Methode erwahnten Antibiotika erfolgte per HPLC-MSMS gemal3 Kap. 3.2.4.2.,
die Korrektur mithilfe der Wiederfindungsraten gemal3 Kap. 4.1.3.3.
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3.2.12 Unter suchung von Ober flachenwasser proben

3.2.12.1 Proben zum Substanzscr eening

Zum Substanzscreening wurden die Proben aus November 2001, Dezember 2001, Januar
2002 und April 2002 (siehe Kap. 3.1.5.4) von Skutlarek et d. nach Kap. 3.2.4.1, Methode 1
aufbereitet und die Extrakte per HPLC-MSMS gem. Kap. 3.24.2 auf 29 verschiedene
Antibiotika gemessen. Es wurden keine Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt, sondern nur
Einzelproben vermessen (Sehe dazu Kap. 3.24.3 in Vebindung mit Kap. 4.1.34). Zur
Ergebniskorrektur  wurden die  Wiedefindungsraten einer 100 ng/lL  Stufe  verwendet
(dargestelt in Chrigtian et d. [158]).

3.2.12.2 Proben zum Gewasser screening und zu zeitlichen Unter suchungen

Zum Gewdssrscreening, zur  tageszaitlichen Untersuchung und  zur  Untersuchung  von
Monatszeitreihen wurden die Proben aus Dezember 2002, Januar, Méaz, April, Ma, Juli,
September und November 2003, sowie die Proben aus Januar 2004 (siehe Kap. 3.1.5.4)
aufgearbeitet und gemessen. Dabel handdte es sch um 16 Hieljgewasser aus dem Grof¥aum
Koln-Bonn, die achtma beprobt wurden, um vier Proben aus dem Sauerland, zwel aus der
Region Niederhein und um die dreimaige Untersuchung des stehenden Gewéssers (Rotter
See). Es wurden kene Mehrfachbesimmungen durchgefiihrt, sondern nur  Einzelproben
vermessen (Sehe dazu Kap. 3.2.4.3 in Verbindung mit Kap. 4.1.3.4).

Die Proben wurden gemd?3 Kap. 3.24.1, Methode 2 sdbst aufbereitet und die Extrakte per
HPLC-MSMS gem. Kap. 3242 am Inditut fir Hygiene und Offentliche Gesundheit von
D. Skutlarek auf neun verschiedene Antibiotika (sehe Kap. 3.24.1 und Kap. 4.2.3.2)
gemessen. Die Ergebnisse wurden mit der Wiederfindungsrate der Methode gem. Kap. 4.1.3.3

verrechnet.



136




137

4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Ergebnisse der M ethodenentwicklungen

4.1.1. HPLC-UV Verfahren

In Kapitd 3.22 wurden HPLC-UV Vefdren zur Messung von Gillle- und Bodenextrakten
beschricben. Damit waren isokratische Trennungen dler angegebenen zwdlf  Antibiotika

moglich.

Sulfonamide
Eine Trennung der drel Sulfonamide gelingt innerhab von 8 min.

SDZ SDM SMX
3,82 5,09 7,15 min

al

= w

Abbildung 10: Chromatogramm von drei Sulfonamiden nach HPLC Trennung und
UV-Messung bel 265 nm

Penicilline

Die Messung der Penicilline war zunéchst problematisch. Frisch in Methanol  angesetzte
Sandards zeigten enen enzednen Pesk. Innerhdb von ener haben Stunde be
Raumtemperatur zeigte die Messung der gleichen Sandardiosung zwel  Pesks  je
Antibiotikum. Mit Zunahme der Standzeit der Lésungen wurden die ,neuen Pesks' groler,
die ,dten” klener, s0 dass nach wenigen Tagen von Penicillin V der Ursprungspesk nicht
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mehr zu quantifizieren wa*® (Stammlésungen in Methanol, die be 4 °C gdagert wurden,
waren wenige Tage dabil; daraus hergestdlte Verdinnungen in Methanol verdnderten dch
aber be RT innerhab von Stunden). In Wasser angesetzte Standards zeigten auch nach einer
Standzeit von Tagen nur einen Substanzpeak (zur Stabilitét sehe auch [15, 51, 123)).

PCG PCV AMO
4,98 6,10 13,76 min

L{\J\

]

+ 2 Stunden
bei 25 °C

Abbildung 11: Chromatogramm von drei Penicillinen nach HPLC Trennung und UV-
Messung bei 230 nm, Entstehung der Methylester von PCG und PCV

nach Lagerung in Methanol

Tetracycline und Fluorochinolone

Tetracycdline und Huorochinolone snd in ihrem Elutionsverhdten sghr dhnlich.  Zudem
absorbieren beide Gruppen UV-Licht der Wedlenldnge 360 nm. Daher wurden se in enem
gemeinsamen HPLC-Lauf gemessen, und nach Elution der Tetracycline die UV-Wdlenldnge

von 360 nm auf das Maximum der FHuorochinolone von 278 nm geéndert.

45 penicilline Die Lagerung in Methanol ermdglicht die Bildung der Penicillin-Methylester nach
Offnung des R-Lactamringes. Nach einigen Tagen wurde aus der Substanz mit
geschlossenem Ring fast vollsténdig die antibiotisch inaktive gedffnete Form gebildet.
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OTC TCY CTC DCY CFL EFL
16,66 18,94 22,74 26,19 29,05 35,20 min

Abbildung 12: Chromatogramm von drei Tetracyclinen und Fluorochinolonen nach
HPLC Trennung und UV-Messung bei 360 nm bzw. 278 nm

Nachweis- und Bestimmungsgrenze der HPLC-UV Verfahren

Es wurde zur Ermittlung der Nachwes- und Bestimmungsgrenzen das Verfahren angewandt,
das von der Hohe der Signal/Rausch-Verhdtnisse (SIN) von 3 : 1 bzw. von 10 : 1 ausgeht.
Um en augeichendes Signd (SN = 3) zu erhdten, waren von den Penicillinen, Tetracyclinen
und Huorochinolonen ca 5 ng an absoluter Menge eforderlich, be den Sulfonamiden ca
0,15 ng. Zur quantitativen Bestimmung (SN = 10) waren dies etwa 15 bzw. 0,5 ng. Wurden
10 pL injiziet, so mussten die Lésungen aso 1,5 mg/L bzw. 0,05 mg/L mindestens enthdten.
Allerdings bezogen sch diese Konzentrationen nur auf Standardldsungen, bzw. sehr saubere
wassige Extrakte. Wurden Bodenextrakte oder Gulleverdinnungen andysiert, so konnte es
durch die hohen Matrixantelle, koduierende Stoffe und erhthtes Grundrauschen zu ener
daken Bedantréachtigung der Messung kommen, durch die auch die Bestimmungsgrenzen in
andere Bereiche verschoben wurden. Zur Messung von matrixbelasteten Proben sollten daher
Extrakte hergestellt werden, die relativ sauber sind.

4.1.2 SPE-Materialauswahl und Anreicherungsbedingungen

Fur die Anreicherung von Antibiotika aus wassrigen Phasen bzw. aus Extrakten wurden SPE-
Vefahren entwickdt (sehe Kap. 3.23). Dazu wurden die enzdnen Vefarenssthritte
optimiert, S0 dass aus diesen Ergebnissen dann entsprechende Methoden zur Bestimmung von
Antibiotika aus Wasserproben bzw. aus Extrakten abgeleitet werden konnten.
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4.1.2.1 Materialauswahl

Die neueren Maeridien auf Polymerbass zeigten deutliche Vortelle gegeniiber den RP18-
Phasen. Teracycline waren nicht an den unpolaren Phasen (bzw. nur unbefriedigend)
anzureichern, jedoch auf den neuen Phasen. Auch die Sulfonamide zeigten auf LiChrolut EN
und Isolute™ ENV+ bessere Ergebnisse. Daher wurde zunéchst die  Polymerphase
LiChrolut EN zur Anreicherung von Antibiotika aus wassiger Matrix verwendet, da se zum
enen geeignet war, Antibiotika aus verschiedenen Substanzklassen anzureichern und zum
anderen preisgungtig und einfach verflgbar war.

De Versuch, die Festphasenextraktion durch die Verwendung von lonenaustauschern as
Salenmaterid zu optimieren ergab keine zufriedengellenden Ergebnisse. Unter  Verwendung
des Kationenaustauschers waren nach Ansduern der Proben lediglich die Sulfonamide
anzureichern, nicht aber Penicilline, Fluorochinolone oder Tetracycline.

Im Veglech der Polymerphasen egneten dch am besten die SPE-Phasen Strata X und
ENVI-Chrom P, die nahezu gleiche Wiederfindungen ergaben. Kaum schlechter war Strata
SDBL. LiChrolut EN und Chromabond EASY zeigten 10-20 % geringere Wiederfindungen.
Im ndheren Verglech zwischen LiChrolut EN und Strata X, brachte letzteres sogar bel
Verwendung von nur 60 mg, im Gegensatz zu 200 mg, bessere Ergebnisse.

Auch im nicht-konditionierten Zustand lieferte Strata X die hochsten Ergebnisse; von der
Hohe der Wiedefindungsraten &dhnlich hoch wie im konditionierten Zudtand. Im Gegensaiz
dazu zegten Strata SDBL und ENVI-Chrom P, nicht-konditioniert, kaum Anreicherung.
Ebenfdls war be LiChrolut EN und be Chromabond EASY en Einfluss der Konditionierung
zu erkennen, der aber rdativ gering audfid.

Insgesamt erwies sch Strata X ds das Materid, weches zur Anreicherung der hier
untersuchten Antibiotika am besten geeignet war.

4.1.2.2 Vorbereitung der Proben

Eine Ansduerung der Proben vor der Anreicherung bewirkte, dass die HPLC-UV Messung
negaiv beanfluss wurde. Grund dafir i ua, dass Huminsduren in neutrden Proben
Ublicherweise ds Anionen vorliegen, daher kaum an die Festphase adsorbieren und somit die
SPE-Saulen enfach passeren. Im Sauren liegen Huminsduren jedoch in der protonierten
Form vor und lassen sch as neutrd geladene Molekiile sehr wohl anreichern. In der Messung
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bewirkten de durch ihre frihe Elution und ihre hohe UV-Aktivitd, dass die Basdinie erst
recnt spd kongtant wurde [179] und es zu Schwierigkeiten bel der Bestimmung frih
euierender Andyten kam. Die LC-MS/MS Messung wurde nicht negativ beeinfluss.

Auf die Antibiotikaklassen bezogen, lie3 9ch durch Sdurezugabe eine deutliche Verbesserung
der Tetracyclin- und FHuorochinolonAnreicherung erreichen, ohne Verschlechterung bel den
Penicillinen. Die Sulfonamide wiesen geringfiigig bessere Wiederfindungsraten auf, wenn die
Proben neutral angereichert wurden.

Die Ansiuerung auf pH 3 mit konzentrierter Essgsiure oder dternaiv. mit 50 %iger
Schwefdsiure zeigte bel dlen Antibiotikeklassen sehr dhnliche  Ergebnisse mit  tendenzidl
hoheren Werten bel Verwendung der organischen Saure.

Wurden 800 mL Proben mit 2-3 mL konzentrierter Essgsiure versetzt, datt mit 1 mL, s
zeigten die Extrakte bel dem niedrigeren pH-Wert von 34 etwas bessere Resultate, besonders
bel Sulfonamiden, Tylosin und Erythromycin.

Die Zugabe des Komplexbildners NaEDTA fihrte zu keiner Verbesserung der Anreicherung
be den Sulfonamiden, Tetracyclinen, Huorochinolonen oder Penicillinen, was auf die zu
geringe Menge (05 mg/100 mL Probe) zuriickgefiihrt werden kann. Dahingegen fihrte der
deutlich hohere Antel von 200 mg KEDTA in 800 mL Probe zu hoheren
Wiedefindungsraten bei den FHuorochinolonen. Clindamycin lield sch ers durch die Zugabe
diesss Komplexierungamittels in den Extrekten nachweisen. Wenn auch nur bel  geringen
Wiederfindungsraten, so war doch eine Anreicherung wenigstens maglich.

4.1.2.3 L 6sungsmittelauswahl

Be der Elution der adsorbierten Stoffe von der Festphase eigneten sich reines Acetonitril und
reines Ethylacetat nicht. Die besten Ergebnisse lieferte die Elution mit renem Methanol. Die
kombinierte Vewendung von Methanol mit anschlieRender Gabe von  Acetonitril  oder
Ethylacetat brachte keine weitere V erbesserung.

Die Aufnehme der eingeengten Eluate in Ammoniumacetatpuffer wirkte dch besonders auf
die HPLC-UV Mesung der Tetracycline aus Be ihnen kam es zu ener Strung der
Basdinie. Dies war ba der Aufnahme in Methanol nicht der Fdl. Die anderen Stoffklassen
wurden durch den Puffer nicht beainflusst.
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Wurden die Ricksténde in Wasser : Acetonitril (90 : 10) aufgenommen, O war keine
Veshlechterung im Veglech zu methanolischen Extrekten zu  sehen. Die wéassrigen
Lésungen mit geringem organischen Antell werden be der LC-MSMS Bestimmung wegen
geringerer Beainflussung bei der loniserung sogar bevorzugt.

4.1.3 Methoden zur Bestimmung von Antibiotika in Wasser pr oben (Methode 2)

In Kap. 324 wurde die Vorbereitung, Anreicherung und Messung von Antibiotika aus
Wasserproben beschrieben. Mit den entwickdten Verfahren sollte das Zid ereicht werden,
Antibiotikekonzentrationen in Oberflichen oder im Abwasser bestimmen zu kénnen, die im
unteren ng/L-Bereich liegen. Um ene Aussage Uber die Gite der Methode zu erhdten,
wurden verschiedene methodische Parameter betrachtet.

4.1.3.1 Matrixeinfluss

Ein groles Problem be der Andytik von Umwetproben gdlt die Matrix dar. Sie kann vor
dlem Schwierigkeiten bel der massengpektrometrischen Bestimmung durch das Phdnomen
der lonensuppresson bereiten [180, 181]. Die lonensuppresson fuhrt dazu, dass weniger
lonen detektiert werden, as eigentlich in der Probe aus den Substanzen erzeugt werden
konnten. In Standards, die keine Matrix aufweisen, tritt Se nicht auf, wohl aber in echten
Proben. Daher snd die gemessenen Gehdte mes Mindestgehdte. Im  Gegensatz  zur
lonensuppresson  kan  auch  ene  lonistionsunterstitzung  erfolgen,  durch  die
Uberbestimmungen resultieren konnen.

Im Fdle der Antibiotikadetektion tauchte eine Uberbesimmung durch lonisationsunter-
siitzung dlerdings nie auf, wie anhand von Datierungsproben erkannt werden konnte:

Die Messung der beiden dbtierten Oberflachenwasserextrakte (sehe Kap. 3.2.4.3) zeigte, dass
ene gewise lonensuppresson bel der Messung efolgt. Dadurch waren die gefundenen
Konzentrationen etwas geringer as die Dotierungen. Die Suppression wirkte sich aber bel der
Wupper-Probe mit hoherer Matrixbelastung (schon dchtbar an der Tribung des Wassers)
nicht sarker aus, as bel den unbeasteten Proben. Somit efolgten hierbel auch keine
groleren  Unterbestimmungen, ds be den anderen Extrekten. Die Werte der
lonenunterdriickung lagen in den verschiedenen Extrakten be jewels 0 % fir Clindamycin,
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7-8 % Sulfadimidin, 6-13 % Ciprofloxacin, 2-20 % Penicillin G, 12-27 % Sulfamethoxazol,
20-24 % Tylosn, 23-31 % Enrofloxacin, 39-44 % Erythromycin und 4552 % fir
Trimethoprim, wobel bel manchen Substanzen der Wupperextrakt stérkere Unterdriickungen
zeigte, ba anderen aber der Mischextrakt. Die Unterschiede in  den Unterdriickungen fielen
aber nicht besonders grof3 aus, am gé&ksten noch bel Penicillin G, bel dem die weniger
belastete Probe eine um 18 % stérkere Unterdriickung zeigte, d's der Wupperextrakt.

In den Ergebnissen der Probenmessungen spiden die Unterdriickungen keine grof3e Rolle, da
ge sch auch in den Probenextrakten zur Bestimmung der Wiederfindungsraten auswirkten.
Das dafir verwendete Leitungswasser ist dhnlich einer unbelagteten Probe und zeigte mit der
enthdtenen Matrix (aus den Probenaufarbeitungsschritten) adhnliche  Einzelunterdriickungen,
wie in diesen Sonderproben. Da die Unterdriickung und Detektionsfahigkeit sch auf die
Wiedefindungsraten auswirkt, bedirfen die Proben zusdtzlich zur Einbeziehung der WDF

keinen weiteren Berechnungen.

Auch anhand der Signd-Rausch Verhdtnisse erkennt man, dass sch unbelastete und belastete
Probe kaum unterschieden (siehe Tab. 20).

Tabelle 20: Sgnal/Rausch-Verhaltnisse bei Konzentrationen der Antibiotika von je
10 pg/L in dotierten unbelasteten Misch-Extrakten und in dotierten
bel asteten Wupper-Mischproben;
errechnete Konzentrationen von Antibiotika in der Messlosung [Jg/L],
die SN-Verhéaltnisse von 10:1 bzw. 3:1 ergeben; als Mittelwert von drei

Dotierungsstufen

CFL CLI EFL ERY PCV SDM SMX TRI TYL

10 ng/L Sgnd/Rausch Verhdtnis

Wupper 91 840 291 1923 103 181 98 130 546
Unbel astet 118 877 267 2857 221 116 156 602 2222

SN =101 Konzentrationen [ug/L]

Wupper 1,100 0,119 0344 0052 0974 0552 1021 0,769 0,183
Unbdastet 0,846 0,114 0375 0,035 0452 0862 0640 0,166 0,045
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CFL CLI EFL ERY PCV SDM SMX TRI TYL

SN=31 Konzentrationen [pug/L]

Wupper 0330 0036 0103 0016 0292 0166 0306 0,231 0,055
Unbelastet 0,254 0,034 0,113 0,011 0136 0,259 0192 0,050 0,014

Die Veamutung hier war gewesen, dass durch mitextrahierte und angereicherte Matrix auch
das Rauschen der Probe gravierender wée und deshab die Integration der Signapesks
schwieriger wirde. Einzig be  Trimethoprim und Tylosn waen die Sgnd/Rausch
Verhdtnisse des Wupper-Extraktes deutlich anders ds die Signad/Rausch-Verhd8litnisse des
unbelasteten Extrekies bel gleicher Konzentration. Dies fihrte @ber dennoch nicht zu
Unterbestimmungen, sondern ergab sehr dhnliche Messergebnisse beider Extrekte, was daran
liegen mag, dass die Signd/RauschVerhdtnisse auch bel den Wupper-Proben noch sehr hoch
liegen. So wurden be TRI und TYL auch be Konzentrationen von nur 30 pg/l in den
Mesdosungen Verhdltnisse noch von 400:1 bzw. 1600:1 erhdten. Ansonsten waren die SIN“®
Verhdtnisse der verschiedenen Gewasser aber sehr dhnlich

Auch die relativen SIN-Verhdtnise (nicht abgebildet) snd sehr dnlich, dso die
Verhdltnisse, die sich be verschiedenen Konzentrationsstufen ( 0, 30, 50 ppb) ergeben, die
aber auf ene gleiche Bass-Konzentration umgerechnet werden. Sie unterscheiden sich
weniger sark voneinander, ds es die zwischen verschiedenen Extrakten tun. Das bedeutet:
Grundsdizlich erhdht sich auch das SIN-Verhdtnis mit deigenden Gehdten; hohe Anayt-
Gehdte wirken sch ba den unterschiedlichen Gewéasser-Extrakten aber nicht anders auf das
Verhdtnis aus, dsniedrige.

Die Erzeugung und Messung der lonen im massenspektrometrischen Prozess wird aso durch
verschiedene Matrixantelle und Probengehdte hier nicht bedeutend gestort und auch die
Integration der Pesks macht keine Schwierigkeiten, so dass eine Messung und Auswertung
sowohl von matrixbelagteten, as auch von unbelasteten Proben in der gleichen Weise, mit der
glechen Anreicherungs- und Bestimmungsmethode, und be ewa gleichstarker Suppresson,
madglich ig. Die Matrix im Letungsvasser zur Bestimmung der Wiederfindungsraten fihrte
zu &nlichen lonenunterdriickungen wie bea  Obefl&chenwasserproben. Daher ig  die
Bestimmung der Wiedefindungsraten, sowie der Nachwels- und Besimmungsgrenzen, mit

4 9N signal to noise ratio = Signal/Rausch-Verhatnis
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gnem <olchen Wassyr legitim. Die erhdtenen  Widefindungsaten konnen auf  die
verschiedenen Gewdsser angewandt werden; es snd keine gesonderten Bedingungen flr
unterschiedlich stark bel astete Oberflachengewasser nétig.

Quantifizierung

Zusizlich zur Identifizierung enes eventudlen Einflusses der Marix (wie gesehen, ohne
grolle Bedeutung) konnte durch die Dotierung auf verschiedenen Konzentrationsstufen
gefunden  werden, dass ene Quanttifizierung mittds Standardadditionsverfahren  zu
ebensolchen  Ergebnissen  fuhrte, wie  die  Quantifizierung anhand  ener  externen
Kalibriergeraden. Es trat nicht auf, dass Nebenbestandteile den Anadyten vortauschten oder
die Bestimmung erschwerten, was die Anwendung des Standardadditionsverfahrens mit
mehrfacher Dotierung, Aufarbeitung und Messung ener  einzenen Probe eforderich
gemecht hétte. Es konnte dso die externe Kalibration angewandt werden und jede Probe
brauchte nur einzeln aufgearbeitet werden.

Die Vemessung der Standards zur Quantifizierung war aber aufgrund der Tagesform der
Gerdtes (MS) an jedem Messtag erneut erforderlich.

4.1.3.2 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Dotierungsporoben zur Nachwels- und Bestimmungsgrenze wurden in Laborlatungs-
wasser angesetzt. Zunéchst war versucht worden, diese Methodenparameter anhand eines
scheinbar unbeasteten Baches zu bestimmen. Vorherige Messungen ergaben, dass in nahezu
jedem Oberflachengewésser, aer nicht in dlen, Antibiotikericksténde zu finden sind.
Hochgens in ganz kleinen Gewéssarn, oder aber im oberen Ursprungsbereich eines Baches
oder Fusses, in dem gewdhrleget i, dass kene humane Beenflussung efolgt, wéren
rickstandsfreie Proben zu erhdten. In diesen friheren Messungen waren in dem besagten
Bach keine Gehdte zu finden, weshadb Wasser davon verwendet wurde, um es zu dotieren.
Allerdings waren in dem Bachwasser zu diesem Zeitpunkt dann doch Ricksténde enthalten.

Daher wurde ds Matrix Laborleitungsvasser genommen, da dies keine nachweisbaren
Rickstande enthidt. Auflerdem ergaben die Messungen zum Einfluss der Matrix, dass die
lonenunterdriickung  in - Latungswasser  dhnlich wie in Gewdasserproben war. Da  auch
zwichen unterschiedlich dark belagteten Gewdssarn kein  grof3er  Einfluss der  Matrix
fetzugdlen war, lassen dch vom  Letungswassr abgdetete Messparaneter  auf
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Oberflachengewésser  Nordrhein-Westfdens arwenden, so verschieden die Gewésser auch
sind. Eine besondere Behandlung mancher Proben ist nicht erforderlich.

Ein Unterschied, der zu Schwierigkeiten oder Schwankungen in der Bestimmung fihren
konnte, it der Schwebstoffantell. Dieser variiert nicht nur zwischen den Gewassern, sondern
auch innerhdb enes Gewdssers im  zetlichen Verlauf. Um die Proben, genauer die
Wassarphasen, miteinander vergleichen zu konnen, wurde dieser Unterschied aber schon
wahrend der Behandlung ausgeglichen, indem Fedstdioffe durch Filtration durch 0,45 pm
abgetrennt wurden.

Wollte man jede Unterschiedlichkeit der Gewdsser und auch enes jeden einzelnen Gewéssers
mit der Zet berlicksichtigen, so waren zu jeder Probe und jedem Zeitpunkt einzeln die
Wiedefindunggaten zu bedimmen. Dies scheint aber aufgrund der Ergebnisse von Kap.
4.1.3.1 nicht erforderlich zu sain.

a) DIN 32645

Zur Auswertung nach diesem Vefahren werden die Iswerte der Proben gegen die Sollwerte
aufgetragen (Sehe Abb. 13).
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Abbildung 13: Darstellung der Bestimmung  der Nachweis, Erfassungs- und

Bestimmungsgrenze nach dem Verfahren der DIN 32645
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Die Nachweisgrenze (NG) erechnet sich ds der kleingde Messwvert, der mit einer Sicherheit
von 99 % vom Blindwert zu unterscheiden ist. Wird in einer Probe ein Messwert im Bereich
der NG erhadten, so kann mit der Sicherheit von 99 % davon ausgegangen werden, dass der
Andyt in der Probe vorhanden ist. Aufgrund der datistischen Vertalung wird en Gehdt des
Anayten, der der NG entspricht, in 50 % der Fdle grof3er as die NG gemessen und in 50 %
der Fdle klener ds die NG (3-Fehler = 50%). Um diesen Fehler zu verringern, wird ds
wetere Grenze die Erfassungsgrenze gesetzt, an der der [3-Fehler, gleich dem a-Fehler (dso
hier = 1 %) is. Das hef¥: Eine Konzentration im Bereich der Erfassungsgrenze kann
Messwerte ligfern, die mit einer Sicherheit von 99 % vom Blindwert unterschieden werden
konnen (dies it bei der NG nicht der Fdl). Die Erfassungsgrenze entspricht dem 2fachen der
NG. Messwerte, die dem oberen Wert des Vertrauensbandes bel der Konzentration der EG
entsprechen, konnen ds scher efasst bezeichnet werden. Extrapoliert man diesen Messwert
(verrechnet mit dem relativen Fehler, der hier ds 33,3 % gewéhit wurde) auf die Eichgerade,
30 erhdt man die Bestimmungsgrenze (BG) auf der x-Achse (Sehe Abb. 13).

Es wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die neun in Methode 2 Kap. 3.24.1
genannten  Subgtanzen ermittelt, sowie von welteren Antibiotika, die aer im Standardunter-
suchungsprogramm nicht weiter berlicksichtigt wurden (Sehe Tab. 21).

Die Werte der NG liegen im einddligen ng/L Bereich, die der BG im unteren zwegdligen
Bereich. Sehr empfindlich nachwesbar snd SMX, TRI und ERY, die sSch zT. sogar im sub-
ppt Bereich nachweisen lassen und BG von nur 2 bzw. 5 ng/L. haben.

Tabelle 21: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen von Antibiotika in dotiertem

Laborleitungswasser, nach SPE-Anreicherung [ ng/L]

Nachwe sgrenze Erfassungsgrenze Bestimmungsgrenze

[nglL] [nglL] [nglL]
Ciprofloxacin 17,0 34,0 55,2
Clindamycin 2,62 5,25 9,56
Enrofloxacin 8,08 16,2 66,4
Erythromycin 1,70 3,41 5,48
Phenoxymethylpenidillin 8,17 16,4 26,3
Sulfadimidin 3,57 7,13 11,9
Sulfamethoxazol 0,590 1,18 1,97
Trimethoprim 0,567 1,13 1,90

Tylogn 541 10,8 28,2
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Nachweisgrenze Erfassungsgrenze Besimmungsgrenze

[ng/L] [ng/L] [ng/L]
Azithromycin 0,761 1,52 2,51
Clarithromyain 1,38 2,76 4,50
Cloxadllin 6,55 13,1 44,3
Hudoxadllin 8,33 16,7 77,4
Ofloxacin 3,34 6,68 12,0
Oxadllin 11,1 22,2 147
Roxithromycin 1,09 2,19 3,36
Spiramycin 3,25 6,50 10,8

b) Bestimmung der NG/BG Uber Sgnal/Rausch-Verhaltnisse

Diesess Veafdwren beunt dlen auf der Messbakeit von Substanzen, aso dem
chromatographischen  Trennvorgang mit Detektion, und geht nicht von dem gesamten
andytischen Verfahren mit Aufreinigung und Konzentrierung aus.

Beim Vefahren nach der DIN 32645 wirkt sch die Probenaufarbeitung direkt auf die Gehdte
in den Proben aus, und damit in der Streuung der Proben und in den Vertrauensbandern.

Im Vefahren der SIN-Verhdtnisse hat die Probenaufarbeitung keine derartige Auswirkung,
da nicht die Dotierung auf zehn verschiedene Konzentrationen geschieht. Es braucht nur die
Konzentration des Anayten in einem Extrakt*’ bestimmt und die Signdhthe mit der Hohe
des Grundrauschens verglichen zu werden. Die NG und BG werden davon ausgehend
berechnet. Je hoher das Grundrauschen ist, bzw. je niedriger das Signd dabe ist, desto hoher
werden auch NG und BG. Die Probenaufarbeitung wirkt sch daher doch in gewissr Welse
auf die NG und BG aus, da durch die Aufkonzentrierung auch die Matrix mit angereichert
wird und daher das Rauschen hoher i, s beispidsweise in enem Standard.

In Tab. 20 snd die NG und BG aufgdiget, die ds Konzentration im Extrakt berechnet sind.
Das hefd, dass in enem s0 hergestelten Extrakt die Substanzen in den entsprechenden
Konzentrationen nachweishar und besimmbar snd. Berlickschtigt man die Anreicherung um
den Faktor 1000, s0 lassen sich aus Proben Gehdte bestimmen, die en Tausendstdl der
Tabdlenwerte betragen und somit im ng/L-Bereich liegen. Die nach diessm Vefahren
ermittelten Nachweisgrenzen liegen zwischen 0,02 und 0,33 ng/L, die Besimmungsgrenzen
zwischen 0,05 und 1,1 ng/L und somit mes in enem deutlich niedrigeren Bereich, ds die
nach DIN 32645 [160] bestimmten analytischen Grenzwerte.

4 moglichst aber in Mehrfachbestimmung



149

4.1.3.3 Wiederfindungsraten

Allgemeines zu Wiederfindungsraten

Es exidieen verschiedene Vefaren um die Wiedefindungsaen zu besimmen. Ein
gangiges ig die Berechnung der enzenen Wiedefindungsaten (WDF) auf jeder der
Konzentrationsstufen (dehe z.B. Schltisener et d. [137]). Dadurch hétte man in dem Fdl hier
funf einzelne Raten, aus denen man ene mittlere WDF bestimmen kodnnte. Das Problem dabel
id, dass jede einzene Konzentrationsstufe gleich dtark gewichtet i und somit mit dem
gechen Antel in die mitlere WDF eingeht. In der Andytik von Stoffen im ppt-Bereich
kommt es dledings haufig vor, dass besonders sehr niedrige Konzentrationen stark
Uberbestimmte Werte ergeben. Dadurch kann es sain, dass hier Einzewiederfindungen von
140 % und mehr vorkommen. Dieser Wert hédite dann den gleichen Einfluss auf die Gesamt-
WDF, wie die anderen Werte, die beispidsveise dle bel 70 % liegen.

Um solche Vezerungen zu vemeden, kann das Kadibrierkurvenverfahren  angewandt
werden. Dabel werden die gefundenen Igkonzentrationen in e@nem Diagramm gegen die
Sollkonzentretionen  aufgetragen. Aus der Steigung der Geraden kann dann ene mittlere
Wiederfindung abgelesen werden, die durch Abweichungen der kleinen Konzentrationsstufen
dlerdings weniger stark beeinflusst wird, wie dies bel der Berechnung enes Mittdwertes der
Fdl is. Im Idedfdl betrégt die Steigung einer solchen Geraden 1, was aso einer WDF von
100 % entspricht [182, 183]. Nach diesem Verfahren kann auch eine andythdtige Matrix zur
Bestimmung der WDF verwendet werden, da der urspringliche Andytgehdt in jeder
enzenen Probe gleich hoch i und somit zwar enen y-Achsenabschnitt (also einen Sockdl)
bewirkt, aber nicht in die Steigung eingeht.

In andytfrden Proben hingegen ig en solcher Bassgehdt nicht vorhanden, wodurch auch
én y-Achsenabschnitt nicht entstehen sollte. Wenn dennoch ein solcher Abschnitt  erhalten
wird, liegt das an den unterschiedlichen Einzd-WDF der Konzentrationsstufen (wéren die
Einzd-WDF vollkommen glech, so trde ken y-Achsendbschnitt auf). Dass en
y-Achsenabschnitt in anaytfreien Proben durchaus aber kritische Ergebnisse der WDF liefern
kann, <oll folgendes Bespid anzeigen, anhand dessen auch die  unterschiedlichen
Bestimmungsarten der WDF verdeutlicht werden sollen:

Wie ewdhnt, treten in der Spurenandytik héaufig starke Uberbestimmungen auf niedrigen
Konzentrationsniveaus auf. Es sden ds Begpid Dotierungen andytfreier Proben auf die
Konzentrationen 5, 10, 25, 50, 75 und 100 ng/L. Diese Proben sollen nach der Besimmung
folgende Ergebnisse ligfern:
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Tabelle 22: Beispid zur Verdeutlichung der Unterschiede der WDF -Bestimmung
Dotierung Probe 1 Probe 2 Probe 3 Mittelwert mittl. Einzel-
[ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L] WDF [%]

5 8,2 8,5 7,0 79 158

10 13,7 12,3 12,0 12,7 127

25 25,8 27,0 26,8 26,5 106

50 49,5 52,5 53,1 51,7 103

75 74,3 73,8 75,9 74,7 100

100 94,1 92,1 96,2 4.1 94
Mittelwert der WDF 115

Als Mittdwert der enzdnen WDF egibt sch hier dso 115 %. Obwohl vier der
Konzentrationsstufen  Einzd-WDF von unter 107 % ergeben, kommt dieser héhere Wert
zudande, eben well auch die niedrigen Konzentrationsstufen die gleiche Gewichtung in der
Berechnung haben, wie die hoheren. Versucht man dies auszuglechen, indem man das

Kdibrierkurvenverfahren anwendet, so erhdt man folgendes Diagramm:

= 100 - 94 %
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Sollkonzentration [ng/L]

Abbildung 14: BeispielssWDF nach dem Kalibrierkurvenverfahren
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Werden die Messwerte gegen die Sollwerte aufgetragen, so erhdt man aufgrund der
unterschiedlichen WDF auf den enzenen Konzentrationsstufen, ene Kadibriergerade mit
enem gewissen Yy-Achsenabschnitt. Dadurch, dass nun die niedrigen Stufen  deutlich
Uberbestimmt sind, und die héheren eher normde Werte ligfern, wird das Problem sichtbar,
dass man anhand der Geradensteigung eine WDF von nur 92 % erhdt. Problematisch und
fraglich ist dies deswegen, da jede enzene Konzentrationsstufe Werte darlber aufwedt.
Waum solite das Vefaren dso eine mittlere WDF von 92 % ergeben, wenn doch dle
Einzedwerte z.T. deutlich darlber liegen? Héte man ene andythatige Probe, so wirde das
die stakeren Uberbesimmungen bei den niedrigen Stufen ekl&ren und eine niedrigere
Gesamtwiederfindung (ds Geradengteigung, aufgrund der Geradenapassung  nach
Kdibrationsverfahren), gegenlber den hoheren Einzdwiedefindungen rechtfertigen.  In
andytfrden Proben kann en solches Bild aber ebenfdls auftreten (die Nullproben wirden
ene Abwesenhelt des Andyten beegen). In eénem solchen Fdl is es nicht redidtisch, dass
eine mittlere Kdibrations-WDF vom Wert her unter samtlichen Einzel-WDF liegen soll.

Um dies zu vermeiden und ene WDF zu erhdten, die den taisichlichen Verhditnissen eher
entspricht, sollte eine Geradenanpassung durch den Ursprung erfolgen (Sehe Abb. 15).

100 ~ 94 %
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60

Istkonzentration [ng/L]

40 ~

f(x) = 0,976 x

20 4 => WDF = 97,6 +/- 1,3 %

—
0 20 40 60 80 100 120
Sollkonzentration [ng/L]

Abbildung 15: BeispilsWDF nach dem Kalibrierkurvenverfahren, Anpassung der
Gerade durch den Ursprung
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Einersaits wird durch diese Anpassung der Tasache Rechnung getragen, dass auch in den
Nullproben keine Gehdte an Andyt oder an andytvortduschender Matrix gemessen wurden.
Anderersaits geschieht eine Nivdlierung der einzenen Wiederfindungen, ohne dass einzelne
abweichend hohe Werte zu stark das Ergebnis beeinflussen.

Reaultat ig dso eine Wiederfindung, die mit etwa 98 % enen redidischeren Wert ergibt ds
die zu niedrigen 92 % ohne Ursprungsanpassung oder die unverhdtnismddg hohen 115 % ds
Mittelwert der Einzel-WDF.

Bestimmung der Wiederfindungsraten

Nach dem Kadibrierkurvenverfahren mit Ursprungsanpassung wurden die Wiederfindungs-
raten des Vefarens zur Messung von Antibiotika in Oberflachengewéssern bestimmt. Dabel
wurde anhand von Nullproben festgestellt, dass im verwendeten Laborleitungswasser weder
Andyrucksdnde vorhanden waren, noch Matrixbestandteile einen Andytgehdt vortauschten.
Zur WDF-Begstimmung wurden nur solche Proben herangezogen, deren Konzentrationen Uber
den Bestimmungsgrenzen (gem. Tab. 21) lagen. Anhand des Ausel3er-F-Testes wurden die
Proben identifiziert und deren Werte diminiet, die be Anpassung der Geraden durch den
Ursprung, nicht dem Vertrauensbereich einer Sicherheitsschwelle von 95 % entsprachen. Mit
den redlichen Wertepaaren wurde die Kalibration durchgefihrt und ds Steigung die
Wiedefindungsrate bestimmt. Die in Tabele 23 dargestellten Wiederfindungsraten wurden
dle nach diesam Vefdren bestimmt und geben die Wiedefindung Uber das gesamte
Anreicherungs- und Messverfahren wieder.

Tabelle 23: Wiederfindungsraten sowie deren Fehler (als Fehler der Steigung) von
neun Antibiotika in Laborleitungswasser, ermittelt nach dem

Kalibrierkurvenverfahren mit Ursprungsanpassung

Substanz Wiederfindung

Ciprofloxacin 729 £ 21%

Clindamycin’® 204 + 33%

Enrofloxadn 718 £ 13%

48 WDF-CLI Clindamycin war bei dieser Anreicherung die Ausnahme und lief3 sich nur mit etwa

20% wiederfinden, weshalb Messergebnisse und Aussagen bzgl. CLI in diesem
Fokus zu betrachten sind.
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Subgtanz Wiederfindung
Erythromyain® 1157 + 57%
Phenoxymethylpenicillin 586 + 1,1%
SQulfadimidin 763 + 04%
Sulfamethoxazol 727 =+ 0,6%
Trimethoprim 668 + 03%
Tylosn 633 + 17%

Am Bespd des Sulfanethoxazols snd hier  nochmds die  unterschiedlichen
Wiederfindungsraten je nach Auswerteverfahren dargestelt, von denen Abb. 17 rechts die
redigischsde WDF dargdlt, mit der auch die Proben in den Messkampagnen verrechnet

wurden.
S
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Abbildung 16: Ermittlung der Wiederfindung von SMX anhand der mittleren
Wiederfindungsraten auf den enzelnen Konzentrationsstufen bel
vollkommen gleicher Gewichtung der einzelnen Sufen

4 ERY bestimmt als Dehydrato-Erythromycin, welches sich wahrend der Aufarbeitung aus

Erythromycin bildet
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Abbildung 17: Ermittlung der Wiederfindung von SMX anhand des Eichkurven-

verfahren mit yAchsenabschnitt (links) und mit Zwangung durch den

Ursprung (rechts)

Be den Gesamtwiederfindungsraten (Tab. 23) der neun Substanzen erkennt man, dass die
Wiederfindungen recht unterschiedlich sind. Dies liegt zum enen an der Verschiedenartigkeit
der Stoffe, die immerhin aus funf Antibiotikeklassen stammen und somit Sch in ihren
physkochemischen Eigenschaften stark  unterscheiden, wodurch auch die Adsorptions- und
Vertellungssigenschaften an der Festphase sehr  unterschiedlich snd. Daher i die
Begrenzung auf en SPE-Materid und ene enzige Art der Probenaufarbeitung inklusve
Ansuerung und Komplexierung immer ein Kompromiss. Wollte man die Wiederfindungsrate
enzener Substanzen verbessarn, o it dies zwar ohne Probleme mdglich, geht aber zu Lasten
anderer Stoffe, die dann schlechtere WDF zeigen wirden. Auch wéare die Anwendung von
verschiedenen Aufarbetungsverfahren, je nach Substanzklasse mdglich, was &ber enen
erheblichen Mehraufwand bedeutet, weshdb hier ein enziges Vefdren dazu dient, diese
neun Subganzen anzurechen. Zum anderen ig die unterschiedliche Wiederfindung auch
darin begrindet, dass die Substanzen innerhdb enes enzigen HPLC-Laufes und mit den
gleichen MS-Parametern bestimmt werden sollten [121]. Dies hat den Vorteil, dass lediglich
en Trenn- und Messvorgang durchgefiihrt werden muss, fihrt aber dazu, dass diese Vorgange
nicht vollkommen optima auf jede Substanz abgestimmt sind und durch lonenunterdriickung
verminderte WDF erhadten werden. Dadurch kann es sain, dass zwar die reine Anreicherung
sehr gute Werte liefert, die um 90-100 % liegen, aber durch das Messverfahren diese Werte
auf 60-70 % vermindert werden. Es i aulerdem zu berlickschtigen, dass es bel dem
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Vefdren um die Bestimmung von Rickganden im ng/L-Bereich geht, die ene weltere

Erschwernis bedeutet.

4.1.34 Varianzen

In den vier Proben, die von der Erft gezogen und getrennt aufgearbeitet worden sind, waren

von den neun untersuchten Substanzen jewells vier nachweisbar: Clindamycin, Erythromycin,
Sulfamethoxazol und Trimethoprim. Die Gehdte lagen im Bereich von 10-20 ng/L. Dabe
wurden trotz der geringen Konzentrationen relative Standardabweichungen von nur 8-17 %
erhalten (Sehe Tab. 24).

Tabelle 24:

Konzentrationen, Mittelwerte, Standardabweichungen und relative
Sandardabweichungen von vier Antibiotika in einer anthropogen
relativ stark belasteten Oberflachenwasserprobe (Erft), Probenahme
und Messung Mérz 2003

Clindamycin Erythromycin  Sulfamethoxazol ~ Trimethoprim

Erft-Probe a[ng/L]
Erft-Probe b [ng/L]
Erft-Probe c [ng/L]
Erft-Probe d [ng/L]

Mittelwert [ng/L]
Stabw. [ng/L]
rd. Stabw. [%)]

14,71 12,96 15,13 10,48
14,71 15,56 17,88 13,47
19,61 18,15 17,88 13,47
19,61 12,96 16,51 11,98
17,16 14,91 16,85 12,35

2,83 2,48 1,32 1,43
16,49 16,67 7,81 11,59

Da die rdativen Standardabweichungen in Anbetracht der niedrigen Konzentrationen sehr

geaing snd und dso keine grofen Streuungen auftreten, die die Ergebnisunsicherhait erhdhen
wirden, wurde be den Probenmessungen auf Mehrfachbestimmungen zugunsten ener
erhohten Gesamtprobenanzahl verzichtet.
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Insgesamt stand mit Aufarbeitungsmethode 2 und der LC-MSMS Messung en Verfahren zur
Verflgung, wedches fir neun verschiedene Substanzen nur eine enzige Probenvorbereitung
und enen enzigen Messvorgang efordert, und wodurch die Substanzen sogar im unteren
ppt-Bereich mit passablen Wiederfindungsraten bestimmt werden konnen.

4.1.4 Extraktionsver suche (Glle)

4.14.1 Einflussder Extraktionstemperatur und der Anzahl der Extraktionszyklen

Extraktionstemper atur

Gulleproben, die bei 80, 100 und 120 °C extrahiert worden sind, zeigten etwa die gleichen
messbaren Gehdte an Sulfadimidin. Etwa 20 % hohere Ergebnisse waren zu erhdten, wenn
die Proben bel 140 °C extrahiert wurden. Nochmals 10-20 % hohere Werte brachten die
Extrakte des Versuches bel 160 °C (sehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Konzentration an SQulfadimidin in einer Schweinegille in Abhangigkeit

von der Extraktionstemperatur [ mg/kg]

Mittelwert aus vier bzw. funf Einzelextraktionen und Bestimmung auf zwei ELISA-

Platten mit jeweiliger dreifach-Bestimmung



157

Ergaben die Extrekte der niedrigeren Temperaturstufen Konzentrationen von 1,15 bis 1,24 mg
Sulfadimidin pro kg Gillle (Feuchtgewicht), so lagen die Konzentrationen be 140 °C und
160°C bei durchschnittlich 1,46 bzw. 1,70 mg/kg. Auch be den geringeren Temperaturen
war ene gewise Abhéngigkeit von der Temperatur zu erkennen, die jedoch nicht sgnifikant
war (hohere Ausbeuten bei hoherer Temperatur, Sehe Abb. 18). Abgebildet snd die
Mittedlwerte aus funf Extrektionsversuchen (be 160 °C aus vier), die mit en bis funf
Extraktionszyklen gewonnen wurden.

Anzahl der Extraktionszyklen

Eine Abhéngigket der Extrektionsausbeuten von der Anzehl der Zyklen schent nicht zu
exidieren. So zeigten die Extrekte, die durch funf Zyklen erhdten wurden, keine eindeutig
hoheren Sulfadimidingendte, ds Extrekte, die nur mit enem 10 minitigen Schritt erhdten
wurden (Sehe Abb. 19).
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Abbildung 19: Konzentration an Sulfadimidin in einer Schweinegille in Abhéngigkeit

von der Anzahl der Extraktionszyklen [mg/kg]

Mittelwert aus Bestimmung auf zwei ELISA-Platten mit jewelliger dreifach-
Bestimmung
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Insgesamt 1&st sch aus den Optimierungen dieser beiden Parameter folgern, dass es bei der
Extrektion von Sulfadimidin aus Schweinegille nicht so entschadend ig, mit wie vid Zyklen
extrahiert wird, sondern dass dies moglichst bei hoher Temperatur geschieht.

Durch die Messung der Extrekte per ELISA entstehen dlerdings noch weltere

Fragestdlungen:

1. Kommt es be hoherer Temperatur zur Extraktion weiterer Stoffe, durch die der
ELISA-Test beanflusst wird?

2. Téauschen mitextrahierte Metaboliten durch ihre Kreuzresktivitdée im ELISA-Test
Sulfadimidin-Gehdte vor?

3. Bilden vorhandene Metaboliten bel der Aufarbeitung die Ursprungssubstanz zuriick?
Lassen dch die hoheren Bestimmungen mit zunehmender Temperatur dlen auf die
quantitativere Extraktion von Sulfadimidin zurtickfihren?

Zu 1. Mitextrahiete Matrixbestandtelle snd grundsétzlich in der Lage, den Test zu
beeinflussen, fdls de zu ener Storung des Enzyms oder des Antikorpers fihren. Dies kann
dazu fuhren, dass hohere Gehalte vorgetauscht werden.

Durch Dotierungen zur Bestimmung der Wiederfindungsrate (Sehe Kap. 3.25.3 und 4.1.4.3)
konnte dlerdings gezeigt werden, dass aus der Gille mitextrahierte Matrixbestandteile den
SufadmidinTest nicht negativ  beanflussen. Se fihren ba  den  vorgenommenen
Verdiinnungen nicht zu Uberbestimmungen.

Zu 2. Zusizich zur ELISA-Messung wurden die ASE-Extrakte nach Renigung und
Aufkonzentrierung durch SPE®® auch per HPLC-UV gemessen. Dabe konnten die ELISA-
Messungen bedtétigt werden. Hétten in den Extrakten deutliche Gehdte an kreuzresktiven
Metaboliten vorgeegen, so hédite der SDM-Gehdt in der ELISA-Messung hoher liegen
missen ads be de HPLC-Bestimmung, da en Tel der Meaboliten be der
Festphasenextraktion nicht miterfass  wirde, bzw. de andere chromatographische
Trennbedingungen erfordern.

0 Reinigung fir HPLC ~ Ein  SPE-Reinigungsschritt vor der HPLC-Messung war aufgrund der Matrix
erforderlich; die Messung direkt aus einer Gillevorverdinnung brachte Unterbe-
stimmungen, da die Integration des Sulfadimidinpeaks (die Basislinie ist am Anfang
noch sehr unruhig und abfallend, bedingt durch Humins&urenel ution) nur ungentigend
geschehen konnte. Die Abtrennung eines Teils der Matrix fihrte zu
Chromatogrammen, durch die Sulfadimidin besser und sauberer zu integrieren war.
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Zu 3. Meaboliten der Sulfonamide konnen wahrend der Gilldagerung wieder die
Ursorungssubstanz - zurtickbilden, wie Langhammer feststdlen konnte [117]. Ob dies auch
wahrend der Aufarbeitung bel der Extraktion geschehen kann, konnte hier nicht geklart
werden, da dafir eine HPLC-Vergleichamessung direkt aus der Gillle ohne ASE und SPE
Reinigungschritte erforderlich wére, was aber aufgrund der Matrix nicht moglich ist. ELISA-
Messungen vor und nach der Aufarbeitung bieten dazu keine Information, da Metaboliten
ebenfdls an den Antikorper binden kdnnen und somit SDM-Gehalte vortéuschen.

Zu 4. Kreuzresktive Metaboliten im Extrakt fihrten hier nicht zu hoheren SDM-Gehdten
(sehe 2). Die Matrix in den Extrakten fihrte ebenfdls nicht zu htheren Werten. Daher ist es
wahrchenlich, dass auch die Matrix in Extrekten, die mit unterschiedlichen Temperatur-
programmen erhdten wurden, nicht zu anderen Ergebnissen fuhrtee Der Grund fur die
hoheren Gehdte an Sulfadimidin be htherer Temperatur liegt dso in der besseren
Extrahierbarkeit.

4.1.4.2 Einflussvon Azd

Die Azd-Gabe bewirkt eine Sterilisation der Probe, so dass wahrend der Aufarbeitung kein
weiterer mikrobieller Abbau der Substanzen geschehen kann. Da Azid aber auch den ELISA-
Test durch Hemmung der Peroxidase und Storung des Antikorpers beeinflussen kann, ist es
erforderlich, dass der Gehdt in der Mesdésung so niedrig liegt, dass die Probenmessung nicht
beaintrachtigt wird. Mit der nochmaigen 100fachen Verdinnung der Vorverdinnung vor der

Messung war dies gewéahrleigtet.

Es wurde erkannt, dass die Zugabe von Azid in den erwdhnten Konzentrationen keinen
besonderen Einfluss auf die Extrahierbarkeit der Substanzen bewirkt. Da ein Einfluss auf den
ELISA-Test ausgeschlossen werden konnte (dafir waren die Azid-Gehdte in den verdinnten
Extrakten zu gering), heilt das, dass wahrend der Zeit der Extraktion der mikrobiele Abbau
keinen grofen Effekt hatte, weshalb auch die Extraktionsausbeuten nicht besser wurden.
Mdoglicherweise i adber ene Azid-Zugabe zur Lagerung von Proben vortelhaft und be
Proben, die nicht sofort andysert werden, sogar angemessen, zuma ja die Extraktion und
Messung nicht schlechter werden.
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4.1.4.3 Wiederfindungsr ate, Test-Beeinflussung

Wiederfindungsrate

Durch Korrdation der Istkonzentrationen mit den Sollkonzentrationen aus den Ergebnissen
von Kap. 3253 erhdt man die Wiedafindungsate as Steigung einer linearen Regression
(9ehe Abb. 20). Alternativ kann man mittlere Wiederfindungen auch nach anderen Verfahren
erhaten, die hier aber weniger gut geeignet Snd (Sehe Kap. 4.1.3.3).
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Abbildung 20: Darstellung der Istkonzentrationen [pg/L] aus ELISA-Messung von
Sulfadimidin und der Sollkonzentrationen [ug/L], nach Dotierung und

ASE-Extraktion von Schweinegulle, gemessen in den Verdinnungen

Man ekennt ene gute Korrdaion mit ener Steigung von 1,11. Dies bedeutet ene
Wiedefindungsrate von 111 + 12 %. Die Behandlung der Proben bel einer Temperatur von
100 °C fuhrte dso auch auf verschiedenen Konzentrationsstufen zu ener glechmadgen
Extraktionsrate und zu Losungen, die ohne Probleme per ELISA gemessen werden konnten,
zumd auch die Matrix keine besonderen Effekte zeigte Eine Beanflussung scheint weder auf
kleinen, noch auf groleren Konzentrationsstufen zu erfolgen. Sie héte dazu fuhren konnen,
dass es zu groRen Uberbestimmungen gekommen wére oder keine Unterscheidung zwischen

den einzdnen Konzentrationsstufen mehr zu sehen gewesen ware. Sulfadimidin |&ss sch dso
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aus eng Matrix wie Gille (sdbst enige Stunden nach Dotierung) vollsténdig und ohne
Abbau extrahieren und bel entsprechender V erdiinnung ohne Probleme per ELISA messen.

Test-Beeinflussung

Neben der Wiederfindungsrate, die sich bei der Extraktion von Gillle ergab, wurde die WDF
emittdt, die man bea drekter Messung aus dotieter Gllle erhdt. Damit sollte erkannt
werden, ob eine Bestimmung aus ener Gllleverdinnung, ohne weltere Probenvorbereitung
madglich is. Aus der linearen Regresson durch Auftragen der Istkonzentrationen gegen die
Sollkonzentrationen wurde anhand der Steilgung die mittlere WDF bestimmt (Sehe Abb. 21).
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Abbildung 21: Darstellung der Istkonzentrationen [jug/L] aus der ELISA-Messung von

Sulfadimidin und der Sollkonzentrationen [ug/L], nach Dotierung von

Schweinegtille; gemessen in der Verdiinnung ohne vorherige Extraktion

Die Korrdation bringt eine Steigung von 0,969. Dies bedeutet eine Wiederfindung von
97 £ 11 %. Trotz der erheblichen Mairix, die ene direkte Messung von Gulle per HPLC-UV
ausschloss, lieRen sich solche Proben sogar direkt per ELISA ohne Uberbestimmung und
ohne Bedanflussung der SDM-Gehdte bestimmen. Die direkte Messung der flissgen Phase
efaste dlerdings nur die Antibiotika, die dort fre vorlagen und nicht solche, die an
Festbestandteile adsorbiert waren. Soll die Partikelphase auch mitberticksichtigt werden, ist
eine Extraktion, wie z.B. die ASE erforderlich.
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4.1.5 Abbauversuche und Stabilitat von Antibiotika in Béden

Mit der Ausbringung von antibiotikehdtiger Gllle auf landwirtschaftlich genutzte Hachen it
en Eintrag auf und in Boden verbunden [129, 137]. Liegen zu vermutende Konzentrationen
in Gllle im mgkgBereich, so werden die Gehdte in Boden zumeis deutlich geringer sain
und eher im pgkgBereich liegen. Hohere Konzentrationen sind kurz nach der Ausbringung
in den obergen Schichten oder in Glllekrusten zu erwarten (Sehe Einleitung, Kap. 2.7.2 b, ¢
und Kap. 2.8.2). Wie aber verhdten dch die Antibiotika im Boden? Liegen se dort stark
gebunden vor, werden Se abgebaut, i ene Akkumulation moéglich und in wie welt Snd se
noch verflgbar, bzw. extrahierbar?

Bea den in Kap. 3.26 beschriebenen Abbauversuchen, wurden verschiedene Bedingungen
berlickgchtigt, die auch in der Praxis nach der Gullesusbringung auftreten konnen. So lagen
die Dotierungen der Bdden in enem Konzentrationsbereich, wie er nach direkter Applikation
im Oberboden oder in Gillekrusten zu finden igt (Sehe Kap. 2.7.2.3). Aul}erdem wurde bel
dem Ansaiz durch die Zugabe von 20 mL Losung ein wassergesittigter Boden amuliert, wie
e manchma nach Glllegpplikation oder bel Starkregent oder Permanentregenereignissen
auftreten kann. Die Séttigung endete erst wahrend der Trocknung, die Uber einen Zetraum
von sechs Tagen velief. Dies flhrte zu gedteten Ricksanden, wie de auch in
Reabodenproben vorliegen (es sa denn, Bodenproben werden direkt nach Giilleausbringung
genommen). Die Entfernung der flissgen Phase hatte aul¥erdem den Vorteil, dass dlein der
Boden extrahiert wurde. Hétte zusiizlich eine wéssige Phase vorgdegen, hédite es sain
konnen, dass Antibiotika noch in der flissgen Phase snd und somit ebenfdls miterfasst
werden, obwohl se jaim eigentlichen Sinne nicht vom Boden extrahiert worden sind.

Von den neun Antibiotika aus dem Standardmix, mit dem die Bodenproben dotiert worden
waren, konnten nach der Alterungszeit nur noch die Sulfonamide Sulfadimidin, Sulfadiazin
und Sulfamethoxazol in den Proben gemessen werden. Tetracycline und Penicilline waren
enersats aufgrund der niedrigen Wiederfindungsraten von etwa 10 % bel dem verwendeten
Vefahren der Festphasenextraktion, andererseits aber aufgrund ihrer Substanzeigenschaften
(Adsorption an Boden, schwer extrahierbar, geringe Stabilitét; sehe Kap. 2.7.1) in den
Extrakten nicht mehr nachweishar.

Die dargestdlten Ergebnisse beziehen sch daher nur auf die Sulfonamide, die in jeder der
dotierten Bodenproben wiedergefunden wurden.
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4.1.5.1 Vergleich der Extraktionsbedingungen

Zur Extrektion wurden drel verschiedene Bedingungen gewdhlt. Da es sch um sehr
verschiedene Boden handdte, konnte es sein, dass eine Extraktionsvariante sch zwar gut fir
den einen Boden eignet, ba enem anderen hingegen aufgrund ener anderen Adsorptionsart
dar Stoffe nur dirftige Ergebnise ligfet. Daher sollte mit verschiedenen Bedingungen
untersucht werden, ob innerhab eines Bodens, z.B. mit unterschiedlicher Temperatur, Stoffe
auch unterschiedlich desorbiert werden.

Die Methoden 1 und 2 (Extraktion be 40 °C) lieferten sehr dhnliche Ergebnisse. Es scheint
daher keine Rolle zu spiden, ob wéahrend der ASE mehrere Zyklen vorgenommen werden,
oder aber ein einziger mit langerer Zeit. Dies zeigte Sch auch schon bel der Extraktion von
Gllleproben in Kagp. 3.8.1. Die Extraktionsausbeuten, bel verschiedenen Bdden, von den dre
Sulfonamiden waren bei beiden Methoden etwa gleich hoch. Methode 3 (Extraktion be
100 °C) unterschied sch zum Tell jedoch deutlich von den anderen. So lield Sch damit aus
Boden 2.1 vid weniger extrahieren, as be 40 °C, ba Boden 2.2 etwa glech vid und bel
Boden 2.3 deutlich mehr. Dies bezieht sch auf die Extraktion von dlen dre Substanzen und
be dlen Konzentrationsstufen (Sehe Abb. 22).
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Abbildung 22: Einfluss der Extraktionstemperatur auf die Ausbeute, dargestellt sind

die Raten bel der mittleren Konzentrationsstufe von 2 mg/kg Boden fir
Sulfamethoxazol und Sulfadiazin
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Die Erkl&rung fir diese sehr unterschiedlichen Ergebnisse bel verschiedenen Bodenarten ist
spekulativ. Moglicheweise ig es enfach die unterschiedliche Bindungsat der Substanzen an
die Bodenmatrix, die in dem einen Fal besser durch hohe Temperatur gelést werden kann, im
anderen eher durch niedrige  Temperaur aber mit  léngerer  Einwirkzeit des
L 6sungsmittelgemisches,

4.15.2 Einflussder Bodenart

Der Einfluss des Bodens auf die Extraktionsfahigkeit it sehr bedeutsam. Erschwert wird eine
Ausssge durch die nicht nur unterschiedlich hohen Ergebnisse der Extraktionen bel
verschiedenen Temperaiuren, sondern  vidmehr  durch  die  unterschiedliche  Tendenz.
Betrachtet man die Extraktionsausbeuten bei 40 °C (3 x 10° bzw. 1 x 30'), s0 erhidt man bei
dem Sandboden 2.1 die hdchsten Ergebnisse. Aus dem lehmigen Sandboden 2.3 war weniger
zu extrahieren und aus Boden 22 nochmas weniger. Dieses Bild war be dlen dre
Sulfonamiden zu erkennen und trat bel alen Konzentrationsstufen auf (Sehe Abb. 23).
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Sulfadiazin Sulfamethoxazol
Abbildung 23: Einfluss des Bodens auf die Extraktionsausbeute, am Beispiel von

Sulfadiazin und Sulfamethoxazol; dargestellt sind die Ausbeuten mit der
Extraktionsmethode 1 (40 °C) auf verschiedenen Konzentrationsstufen

Betrachtet man dagegen die Ausbeuten ba der Extraktion mit 100 °C, 0 ergibt dch en
anderes Bild. Mit 100 °C wurden die Sulfonamide von Boden 2.3 am besten extrahiert. Der
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Sandboden 2.1 ergab etwas schlechtere Extraktionsausbeuten und Boden 2.2 lieferte zumeist
noch niedrigere Werte (Sehe Abb. 24)
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Abbildung 24: Einfluss des Bodens auf die Extraktionsausbeute, am Beispiel von

Sulfadiazin und Sulfamethoxazol; dargestellt sind die Ausbeuten mit der

Extraktionsmethode 3 (100 °C) auf ver schiedenen Konzentrationsstufen

Ubereingimmend ist bel den verschiedenen Extraktionsmethoden, dass aus Boden 2.2 mit
dem hochgen Gehdt an organischem Kohlendoff am wenigdens zu extrahieren war.
Bezlglich des Sandbodens wére zu erwarten gewesen, dass aus ihm die Stoffe (wie mit
Methode 1 und 2 erfolgt) am besten zu exirahieren wéaren. Dies war bei 100 °C (1 x 10)
jedoch nicht der Fall. Angenommen, die Subdanzen liegen in dem Sandboden mit dem
geringeren Antell an organischer Kohlenstoffmasse nicht so stark gebunden vor, so ware fir
deren Desorption nicht so sehr die Temperatur relevant, as eher die Dauer der Extraktion, die
bel den Methoden 1 und 2 insgesamt 30 min betrégt. In einem lehmigen Sandboden, wie
Boden 2.3, der einen ewas htheren Kohlendtoffantell aufwelst, wird hingegen die Bindung
der Substanzen an Bodenpatikel ene andere und vermutlich d&kere sein. Um se zu
desorbieren reicht eine Temperatur von 40°C nicht so aus, wie ene von 100°C.
Entscheidender ig hier dso nicht die Dauer der Einwirkung, sondern die Temperatur, um
Uberhaupt eine Losung der Bindung zu bewirken.



166

Je nach Bodenat is daher eine unterschiedliche Extraktionsweise eforderlich, um ene
ahnliche Ausheute zu ehdtenn. Um die Unterschiedlichkeit be  Bodenproben zu
berlickschtigen, und eine weitgehende Desorption zu gewdhrleisten, misste sowohl ene hohe
Extraktionstemperatur, ds auch ene genlgende Extraktionsdauer verwendet werden (bel
Redproben wurde daher eine Extrektion bei 100 °C mit 3 x 10 durchgefiihrt, sehe Kap.
3.2.10).

Die Unterschiede zwischen den Boden 2.1 und 2.3 zeigen dso nicht unbedingt einen anderen
Abbau der Subgtanzen, ds vidmehr die unterschiedliche Bindungsart, die je nach Verfahren
(Temperatur und Zeit) besser oder schlechter gel st werden kann.

Die maximde Extraktionsausbeute war be den Boden 2.1 und 23 etwa gleich hoch und
betrug ca. 70%. Dies deutet darauf hin, dass bel beiden auch etwa die gleiche Abbaurate
vorlag. Anders hingegen sah es bel Boden 2.2 aus, aus dem die Extraktionsausbeute hdchstens
50 % ba SMX, 40 % be SDZ und 35 % ba SDM betrug und somit ega mit welchem
Verfahren niedriger war, ds be den anderen Boden. Dass hier weder das eine, noch das
andere Vefahren dhnliche Extraktionsausbeuten wie be den anderen Boden erbringen kann,
mag daran liegen, dass hier ein gérkerer ,Abbau* der Substanzen erfolgt ist (entweder durch
wirklichen Abbau, oder durch irreversble Adsorption). Mit enem héheren Kohlenstoffantell
von 2,3 % ig es auch wahrschenlich, dass erstens eine erhdhte Mikroflora und zweitens ein

anderes Bodengeflige vorlag.

4.1.5.3 Substanzspezifische Unter schiede

Zwischen den Substanzen bestehen nur geringe srukturdle Unterschiede. Daher waren auch
die Ausbeuten der drei Sulfonamide rdaiv &hnlich. In Boden 21 zeigten Sulfamethoxazol
und Sulfadiazin sehr dhnliche Extraktionsraten, wohingegen die von Sulfadimidin eétwa 10 %
darunter blieben. Auch in Boden 2.3 lagen die SDM-Werte meist etwas unter denen der
anderen Sulfonamide. In Boden 2.2 verhidten sch SDZ und SDM sghr &hnlich, auch hier
zeigte SMX wieder die htchsten Ausbeuten.
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4154 Einflussder Sterilisation

Sofern der Abbau der Substanzen im Boden hauptséchlich mikrobiologisch durch Bakterien
geschieht, konnte man dies anhand der Azidvariante erkennen, da hierbel die Wiederfindung
der Subgstanzen hoher wée. Die Mikroorganismen wirden durch das Azid in ihrem
Wachstum gehemmt und kénnten daher Stoffe, wie die Antibiotika, weniger gut abbauen.

Wirde kein Unterschied erkennbar sein, so hief®e das, dass kaum mikrobieler Abbau
gechieht. Die Tatsache, dass nicht 100 % der Substanzen wiedergefunden werden, wére dann
dadurch begrindet, dass eine irreversble Bindung an Bodenmatrix geschieht, oder ein nicht-
biologischer Abbau (Oxidation, Photabbau etc.) erfolgt.
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Abbildung 25: Einfluss von Azid auf die Extraktion von Boden. Dotierungsstufe

2 mg/kg. Extraktion mit Methode 1 (40 °C, 3 x 10 °); dargestellt sind
nebeneinander die nicht-Azid-Variante und die Azidvariante (mit Pfell

markiert)

Man erkennt, dass in Boden 2.1 die Azidzugabe kaum ene Auswirkung auf die Gehdte hatte.
Da Boden 2.1 ein Sandboden mit reativ geringem Gehdt an organischem Kohlenstoff igt,
wird hierin die mikrobiologische Aktivitd sowieso schon geringer sain, as in den anderen
Boden. In Boden 2.2 bewirkt die Azidzugabe erhdhte Extraktionsraten. Vor alem in Boden
2.3 ist der Effekt des Azids zu erkennen. Hier bewirkt die Zugabe, dass mehr als das Doppelte
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an Subganz unmetabolisert extrahiert werden kann. Der Abbau ist in Boden 2.3 dso vor
dlem durch Mikroorganismen bedingt und kann durch die Seriliserung wetgehend
unterbunden werden, so dass dait 20-25 % der Substanzmenge nun 50-60 % extrahiert
werden konnen. Der Rest ist entweder auf anderem Wege abgebaut oder fest an die Matrix
gebunden.

4.1.5.5 Konzentrationsabhangigkeit der Extraktion

In Abb. 23 und 24 ekennt man, dass umso mehr von den Antibiotika aus den Boden
extrahierbar war, je hoher die Konzentrationen von ihnen waren. Auf der kleingen
Konzentrationsstufe lie? sch am wenigsen wiederfinden, wohingegen auf der hdchgen mest
Uber 50 % der Menge erhdten werden konnte. Dies kann zu einem Teil daran liegen, dass in
den 12 g Boden eine gewise Anzahl an Bindungsstellen vorliegt, durch die ene besimmte
Menge dear Substanzen fest und nicht-desorbierbar gebunden werden konnen. Diese
enhdtliche Menge wirde be dea klenen Konzentrationsstufe enen vid grof3eren
prozentuden Anteil ausmachen, dsbe den htheren Stufen.

Wahrschenlicher is aer in Anlehnung an den Einfluss der Steilisation, dass durch die
Antibiotika- Zugabe eine Hemmung des BakterienWachstums eintritt, wodurch der Abbau
gehemmt wird. Da in den Boden Konzentrationen von 0,2, 2 und 20 mg/kg von neun
verschiedenen Antibiotika vorlagen, bzw. die Konzentration der Bodenlésungen 0,1, 1 und
10 mg/L betrugen, war damit bei der geringden Stufe ein mikrobidler Abbau noch nicht
unbedingt behindert. Bel der Stufe von 2 mg/kg bzw. 1 mg/L, werden dlerdings schon enige
Organismen gehemmt, s0 dass auch die Substanzen weniger stark abgebaut werden konnen,
as es ba ungehemmten Wachstum der Fal is. Besonders aber be der Stufe von 20 mg/kg
bzw. 10 mg/L geschieht, unter Beriickschtigung, dass hier verschieden wirkende Substanzen
dotiert wurden, eine ziemliche Reduzierung der verschiedengen Bakterien. Somit hat man bel
diesr Swufe fast auschliedich den chemischen Abbau, bzw. ene Veminderung der
verflgbaren Subgstanzen durch Adsorption. Dadurch findet man hier hohere prozentude
Antelle der Sulfonamide in den Extrakten wieder, ds bel den anderen Dotierungen, bel denen
noch ein mikrobidler Abbau erfolgen kann.(sehe Abb. 26).

Allerdings is die hier verwendete hichse Konzentrationsstufe Ublicherweise nicht in reden
Bodenproben zu erwarten. Hochgtens direkt nach erfolgter Ausbringung, in Gullekrusten oder
in Auscheidungen be  Frelandndtung konnten solche Spitzenkonzentrationen zu erhdten
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sin. Daher ig es auch unwahrscheinlich, dass der Abbau von Antibiotika in Boden, durch
ihre antibiotische Wirkung bedingt, sark gehemmt wirde. In Redproben wirde man eher mit
einer moderaten Hemmung, wie bel der mittleren Konzentrationsstufe rechnen.
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Abbildung 26: Einfluss der Dotierungsstufe auf die Extraktion von Sulfadimidin aus
verschiedenen Boden; nebeneinander jeweils die Extraktionen bei
40 °C, mit 3x 10’ (linke Balken) bzw. 1 x 30" (rechte Balken)

Insggesamt  zeigt dch durch die Dotierungs- und Extraktionsexperimente, dass je nach
Bodenat (auch Einfluss des Gehdtes an organischem Kohlenstoff) eine Extraktionsat sich
besser oder schlechter eignet, da es zum enen ene Temperatur- und zum anderen ene
Zeitabhangigkeit zu geben scheint. Eine Ubertragbarkeit von Extraktions-WDF aus enem
Boden auf einen anderen ist daher nur schwer moglich.

Die Unterschiede der Extrahierbarkeit bzw. des Abbaus zwischen den dre Substanzen der
Sulfonamid-Gruppe snd eher gering. Absolut gesshen waren bis zu 70 % der zudotierten
Menge an SDZ und SMX (SDM 58%) wieder extrahierbar. Azidzugabe bewirkt durch
Hemmung mikrobidlen Wachstums ene Veringgung des Abbaus ba diesn
Alterungsproben. Ebenso hat ein hoher Gehdt an Antibiotika enen hemmenden Effekt, so
dass der Abbau verlangsamt wird und mehr an Substanz extrahiert werden kann.
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4.1.6 Bewertung der Tracersynthesen

Zum Aufbau und zur Optimierung von ELISA-Teds die zur Messung von Giille- und
Bodenproben dienen sollten, wurden verschiedene Tracer von STR und SDM synthetisert
(sehe Kap. 3.2.8). Diese Tracer wurden mithilfe von Checkerboards und durch ELISA-Tests
(beschrieben in Kap. 3.2.7.1) Uberprift.

4.1.6.1 Streptomycin

a) Tracer 1 (Periodat-Methode)

Mit Tracer 1 war kene Antikorper-Tracer-Resktion zu erkennen. Sdbst bel  hohen
Konzentrationen (Verdinnung des Antikorpers 1:1.000, Tracer 1:5.000) wurden im Test
keine Kurven erhdten. Das bedeutet, dass der Antikorper den Tracer nicht ds Antigen
erkannt hat, bzw., dass ene Kopplung moglicherweise nicht dattgefunden hat. Dies kann
verschiedene Ursachen haben:

1. die Aktivieeung der HRP durch die Oxidation der Setenkette mit Periodat hat nicht
gattgefunden (kann as Grund ausgeschlossen werden, da eine Kopplung der aktivierten HRP
an Sulfadimidin sehr wohl stattgefunden hat, wie in Kap. 4.1.6.2 erlautert wird),

2. die Umsetzung des STR mit ABH war nicht vollsténdig, so dass in der Losung noch freles
ABH vorliegt, das ebenfals mit der aktivierten HRP koppeln kann,

3. der pH-Wert des Kopplungschrittes ist nicht geeignet; Da im Telansatz der STR-
Umsatzung Natriumacetat zugegeben und anschlieliend nicht entfernt  wird, bewirkt die
Zugabe von 250 pL des Teilansatzes zu der gesamten Fraktion der aktivierten HRP, dass der
pH-Wert nicht exakt 9,5 betragt und somit ungeeignet fur die Kopplung ist.

4. die Stabiliserung der Schiffschen Base durch Reduktion mit NaBH, fuhrt zu ener
Stérung/Inaktivierung der Peroxidase oder zur Spdtung der Bindung (kann aber ds Grund
wohl ausgeschlossen werden, da dies keine Auswirkung auf die Synthese enes ebenso
entstandenen SDM-Tracers hatte)

b) Tracer 2+3 (Glutaradehyd-Methode)

Ein Problem bea diesr Kopplungsmethode kann dadurch auftreten, dass die mit
Glutardiddehyd aktivierte Peroxidase auch mit nicht umgesetzten Aminoresten im gleichen
Molekll oder aus anderen HRP-Molekllen reagieren kann und somit die Schiffsche Base mit
sch sdbst  bildet. Diese Gefahr wurde enersaits dadurch  umgangen, dass der
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Aktivierungsschritt  zundchs nicht  im  Alkdischen  ablief, und im  egentlichen
Kopplungsschritt (basisch) das Streptomycin in hohem Uberschuss vorlag. Vom STR waren
22 ymol = 44 pmol Guanidinreste in der Losung enthdten und 0,05 pmol aktivierte HRP,
welche 1-3 koppebare Aminogruppen hat (eingeflgte Aldehydgruppen) [173], so dass en
30-90facher Uberschuss an STR vorliegt.

Ein weteres Problem konnte darin bestehen, dass es ungewiss war, ob die Guanidinreste des
STR sch Uberhaupt mit Aldehydfunktionen umsetzen lassen.

Die Tracer 2 und 3 ergaben im Test keine Kurven und keine spezifischen Antikorper-Tracer
Reaktionen. Grund fir diesen Missafolg kann bel Tracer 2 tatsichlich sein, dass ene
Kopplung Uber die Guanidin-Reste nicht geschehen konnte, da ein nucleophiler Angriff der
Aminogruppe mit der intermedidgen postiven Ladung am  Stickgtoff durch  mangelinde
Stabiliserung durch die anderen Subdituenten am Guanidin-Kohlengtoff  unterbunden  wird
(Sehe Resktion 5).

In der Aktivierung der HRP ig keine Ursache fir den Kopplungs-Missarfolg zu sehen, da
eine Aktivierung nachweidich stattgefunden hat, wie in Kgp. 4.1.6.2 gezeigt wird.

Beziglich Tracer 3 ist denkbar, dass, wie be der Periodatmethode, mdoglicherweise keine
vollstdndige Umsetzung des STR mit ABH stattgefunden hat.

c) Tracer 4 (CMO-Derivat, aktivierte Ester-Methode)

Tracer 4 zeigte ebenfdls keine gspezifischen Antikorper-Tracer Resktionen. Bel  dieser
Synthese kann es zu zwe besonderen Schwierigkaeiten kommen, die auf der Umsetzung des
STR zum CMO-Deriva beruhen. Die eigentliche Kopplung durch die aktivierte Estermethode
ig sehr gut zur Resktion enes carbonsaurehdtigen Molekils mit HRP gedignet, wie in den
noch folgenden Kopplungssuchen mit Sulfonamiden gezeigt wird. Daher lag das Problem be
der Synthese des Tracer 4 in der Reaktion des STR mit CMO.

1. Fdls CMO nicht vollgtandig umgesetzt wurde (obwohl STR im zweifachen Uberschuss
vorlag), war es zum Tel noch in der gdartigen Substanz vorhanden, die fir die wetere
Umsetzung verwendet wurde. Daher konnten auch Reste des CMO durch NHS aktiviert
worden sein und mit HRP gekoppelt haben.

2. Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, dass die Aktivierung mit NHS in DMF mit DCC,
adso im wassarfreien Ansatz erfolgen muss. Waren noch Reste von Wasser in der gdartigen
Substanz eingdagert, so konnte eine wetere Reektion nicht dattfinden. Allein die Tasache,
dass das STR-CMO kein normder pulvriger Feststoff war, sondern gdartig, spricht dafur,
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dass nicht das komplette Wasser entfernt wurde. Allerdings schien auch in welteren Ansdtzen

ene quantitative Entfernung des Wassars nicht moglich.

d) Tracer 5 (direkte Umsetzung)

Mit der direkten Kopplung konnte ein Tracer (5) erhdten werden, der eine spezifische
Erkennung durch den Antikorper zeigte. Der Test brachte bel Antikérperverdiinnungen von
1:1.000 bis 1:4.000, sowie Tracerverdinnungen von 1:5.000 bis 1:10.000 Kurven mit hohen
Korrdationskoeffizienten und geringen Standardabweichungen der  einzenen  Standard-
losungen. Die C-Werte (Testmittdpunkte) lagen im gungigsen Fdl ba 6 pg/L. Allerdings
war die Farbentwicklung nur sehr schwach, so dass AWerte von lediglich 0,11 bet D Werten
von 0,06 OD-Einheiten ereicht wurden. Diesr aulars schmae Bereich kann  darauf
hindeuten, dass unter Umdgédnden der Antikorper nicht mehr vollkommen intakt war.
Normderweise wird ein Test so eingestellt, dass man AWerte von etwa 1 bei DWerten von
< 0,1 OD-Einheiten hat. Hier war dlerdings ein solcher Wert nicht zu erreichen. Der von der
Uni Minchen ehdtene Tracer (mit dem Antikorper mitgdiefert) brachte im Hochgfal A-
Werte von 0,26. Da hiermit 15 Monae nach Erhdt (zur Zeit der Testung der sebst
gynthetiserten Tracer) aber keine Kurven mehr erzeugt werden konnten, deutet dies auf eine
sarke Verminderung der Aktivitét des Antikorpers hin. Somit kann es sain, dass die Tracer 1
bis 4 enfach ene zu geringe Zahl von Kopplungsprodukten zwischen HRP und STR hatten,
um mit dieser moglicheweise dak degenerierten  Antikorperfraktion eine Resktion zu
zeigen, dass Se aer evtl. be ener frischen AK-Fraktion sehr wohl erkannt werden konnten
und somit die Synthesen doch erfolgreich (wenn auch weniger efolgreich ds die direkte

Kopplung) waren.

4.1.6.2 Sulfadimidin

a) Tracer 1 (Periodat-Methode)

Mit der Periodatmethode (Tracer 1) konnte ein Tracer hergestdlt werden, der spezifisch an
den Antikorper bindet. Selbst bel der Kombination sehr niedriger Konzentrationen von Tracer
und Antikorper liefen sch noch Kurven mit guter bis sehr guter Korreation erhdten. Die
hochgen A-Werte (und auch Differenzen zwischen A- und D-Werten) brachte die hier
getestete  Tracerkonzentration von 1:20.000 in Verbindung mit ener Antikorperverdinnung
von 1. 10.000. Allerdings war der GWert dann erwartungsgemd? sehr hoch mit 43,9 ug/L, da
e um S0 geinger wird, je starker Antikorper oder Tracer verdinnt werden [173]. In
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Abbildung 27 B seht man ELISA-Kurven be fixer Tracerverdinnung von 1:20.000 und
vaiieter  Antikorperverdinnung.  Durch  klene Krese mit vetikdem Strich snd die
Tesmittelpunkte der Kurven markiert. Wurde ene fixe Antikorperverdinnung von 1:40.000
genommen und die Tracerkonzentration vaiiet, so wurden die C-Werte mit Stérkerer
Tracerverdinnung ebenfals niedriger (Abb. 27 A). Die niedrigden C-Werte und somit auch
Nachweisgrenzen lieffen dch hier mit der Kombination AK 1:40.000 und Tracer 1:50.000
erhalten, bel der der C-Wert 0,3 pug/L betrug.
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Abbildung 27: ELISA-Tests des SDM-Tracers 1; verschiedene Antikorperkonzentra-

tionen und Tracerverdinnungen, die Testmittelpunkte sind als Kreise
mit Langsstrich markiert, die Dreiecke geben die Mittelwerte der

Sandards an

Bem Test zum Vegleich der Tracerverdinnungen fid auf, dass die Differenzen zwischen A-
und D-Wert im Vergleich zu Abb. 27 B deutlich geringer (= ungingiger) wurden und das
Untergrundsignd  (D-Wert) andtieg. Grund ist hierfir die unspezifische Bindung von HRP an
die Wand der Kavitét. Dies kann entweder durch den gekoppelten Tracer geschehen, oder
auch durch nicht mit SDM resgiete HRP. Da der Antikorper hier stark verdinnt vorlag
(1:40.000), war nicht die gesamte Wand der Kavitédt beegt, und es konnte zu ener
ungewinschten Bindung an die frden Stdlen kommen. Der gleiche Effekt trat auch be dem
Test der Tracerverdinnungen des Tracers 2 (Glutarddehyd-Methode) auf. Unterbunden
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werden kann ene testverschlechternde Bindung durch die Blockierung der nicht mit AK
beschichteten Wand durch Proteine wie z.B. das im STR-Test verwendete Casan. Allerdings
liegt es auch am Tracer sdbs, ob e ungpezifisch bindet, oder nicht. Das kann von der
Kopplungsmethode abhéangen, oder von welteren Stoffen, die in der Tracerlésung vorhanden
snd.

Die Tasache, dass mit der Kopplungsmethode nach Periodatbehandiung funktionierende
Tracer erzeugt werden konnten, zeigt aso, dass die Oxidation der Kohlenhydratseitenkette zu
Aldehyden gefihrt hat, die dann weiter koppeln kénnen. Beém STR lag der Grund fir die
nicht erfolgte spezifische Erkennung adso eher im Kopplungsschritt wahrend der Synthese,
oder an der Aktivitét des Antikorpers.

b) Tracer 2 (Glutarddehyd-Methode)

Die Kopplung mit der Glutarddehydmethode fihrte ebenfdls zu funktionierenden Tracern
(sehe Abb 28). Somit hat dso die Aktivieeung der Peroxidase (durch Einfigen der
Aldehydfunktionen an die Aminogruppen) datgefunden und auch der  egentliche
Kopplungsschritt war erfolgreich (bel den STR-Tracern 2 und 3 bg das Problem aso nicht an

der Aktivierung).
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Abbildung 28: ELISA-Tests des SDM-Tracers 2; verschiedene Antikorperkonzentra-

tionen und Tracerverdinnungen, die Testmittelpunkte sind als Kreise
mit Langsstrich markiert, die Dreiecke geben die Mittelwerte der

Sandards an
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Im Vergleich zu der Periodatmethode ist zu sehen, dass die A-Waerte deutlich niedriger lagen
(dehe Abb. 28). Ba den hier getesteten Kombinationen lagen se nicht dber 0,3. Zwar snd
auch die C-Werte kleiner (immer < 1 pg/L) und ene Messung bel einer Differenz von A und
D-Wert von 0,15 Einheiten OD ig zwar mdglich, aber bevorzugt werden doch grolere
Differenzen, da damit meid ene grofllere Mesgenauigkeit einhergeht. Waren mit dem
Periodat-Tracer selbst be AK-Verdinnungen von 1:50.000 und 1:100.000 (Tracer 1:20.000)
noch auswertbare Kurven zu erhdten, so war dies bem Glutaraldehyd-Tracer nicht mdglich
(Abb. 28 B). Da die niedrigen C-Werte von < 1 pg/L schon bei héheren Tracer- oder AK-
Konzentrationen, as ba SDM-Tracer 1 zu erhdten waren, ist bal Tracer 2 wahrschenlich
weniger SDM an HRP gekoppdt (evil. geringere Kopplungsdichte), was dso auch die
effektive Konzentration an Tracer im Test verringert.

Beziglich der D-Werte (bzw. Differenz zwischen A- und D-Wert) bem Tracer der
Glutaradehydmethode fdlt auf, dass mit der AK-Verdinnung von 1:40.000 (Abb. 28 A) die
Wand der Kavitdt nicht soweit belegt war, dass es nicht auch zu unspezifischer Bindung

kommen kann, wie schon in Abb. 27 A zu erkennen war.

c) Tracer 3+ 4 (Surederivate von SDM, aktivierte Ester-Methode)

Mit der Hedgdlung der Saurederivate und der anschlieffenden Kopplung gemdd der
aktivierten Egter-Methode konnten zwel Tracer hergestdlt werden, die spezifisch durch den
Antikorper gebunden werden konnten. Dabel erwies sich der Tracer mit Bernsteinsaurebriicke
(SDM-Trecer 4) ds etwas schlechter ds SDM-Tracer 3 mit Glutarséure as Spacer. Der
Unterschied besteht bel diesen beiden Tracern lediglich in einer CHy-Gruppe des Spacers
(Glutarsdure is die langere Bricke). Die Kopplung hat bel beiden dattgefunden, nur die
Erkennung durch den Antikorper ist unterschiedlich. Es kann aber auch san, dass die
Kopplung unterschiedliche Ausbeuten bringt.

Antikorper binden einen Tracer umso sarker, je @nlicher er dem Immunogen i, welches zur
Immuniserung und Antikdrpergewinnung verwendet wird. Im Fdl des SDM-Antikorpers
wurde die Immuniserung mit einem Immunogen durchgefihrt, welches aus SDM  bestand,
das Uber ene Azokopplung an ein Protein gebunden wurde. Da diese Azo-Bricke recht kurz
ig (de besteht nur aus —N=N-), ist es erdaunlich, dass der Tracer mit léngerem Spacer
bessere Ergebnise lieferte, ds das dem Immunogen dhnlichere SDM-Succinamyl-HRP. Ein
Grund fir eine moglicherweise schlechtere Ausbeute des Tracer 4 gegeniiber Tracer 3 kann in
der Bildung eines zyklischen Zwischenproduktes wahrend der Synthese liegen, wodurch die
Ausbeute reduziert wird [156]. Im Test selbst zeigte Tracer 4 namlich sehr geringe C-Werte
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von zT. deutlich unter 1 pg/l (Tracer-Verdinnung 1:20.000 bei AK-Verdinnung 1:40.000
ergibt enen C-Wert von 0,26 pg/L, siehe Abb. 29 B), wohingegen diese bel Tracer 3 sdbst
be ener dsarken Tracerverdinnung von 1:40.000 noch be 1,8 WL lagen (Abb. 29 A).
Immerhin betrug der A-Wert bel 1:40.000 aber immer noch 0,32, wohingegen der hdchste A
Wert von SDM-Tracer 4 nur bei 0,13 lag. Daher hat Tracer 3 den Vorteil, dass er auch bel
daker Vedinnung (gleichbedeutend mit einer grolen Ergiebigket in Bezug auf die Anzahl
von Teds) noch ausreichende Signde ergibt. Aulerdem hat e den Vortel, dass die
Standardabweichungen geringer snd und e kaum en Untergrundsgnd erzeugt. Selbst bel
AK-Verdinnungen von 1:40.000, be der die Kavitdenwande nicht vollstandig belegt sind,
neigt der Glutarsaure-Tracer 3 nicht zu unspezifischer Adsorption.
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Abbildung 29: ELISA-Tests der SDM-Tracer 3 und 4; verschiedene Tracerver-

dinnungen, die Testmittelpunkte sind als Kreise mit Langsstrich
markiert, die Drelecke geben die Mittelwerte der Standards mit

Standardabweichung an

Auch be ener geringen Tracerverdinnung von 1:5.000 war der D-Wert nicht hoher, ds bel
1:40.000 und dies bel einem A-Wert von sogar 1,2. Zu berlicksichtigen it dabel, dass nach
der Aufreinigung der Kopplungsprodukte, der Tracer zur Lagerung 1.1 mit Glycerol verdinnt
worden is, 0 dass die Verdinnungen eigentlich doppet so hoch snd und somit die hier
getesteten Tracerverdinungen bis zu 1:80.000 betragen.
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Fazit der SDM-Tracer synthesen

Insgesamt ergaben dle Synthesen von SDM mit HRP Tracer, die vom Antikorper spezifisch
erkannt werden und mit denen ein Test moglich is. Am besten eignet sich Tracer 3, da er sehr
dak verdinnt werden kann, Tedmittedlwerte im unteren pg/l Bereich ergibt und kaum
unspezifische Adsorption zegt.

4.1.7 Entwicklung eines EL I SA-Test auf Sulfamethoxazol

Es wurde ein ELISA-Test auf SMX (hum.) vollsténdig aufgebaut, der nach Anpassung auch
ene Messung von Abwasserproben ermoglichen sollte. Fir die efolgreiche Testentwicklung
wurden die einzelnen Syntheseprodukte und die Antikorper genau untersucht und getestet.

4.1.7.1 Test der Zwischenprodukte (Derivatsynthese)

HPLC-UV-Messung

Die Messung des isolierten Succ-SMX (Reinigung bestand aus Waschschritten mit Essigsiure
und Wasser) ergab einen Pesk nahe dem Einspritzpesk (5,16 min) und einen weiteren, sehr
kleinen, der SMX sain durfte (10,39 min). Das Verhdtnis der Peakflachen betrug dabei 48:1.
Weitere Pesks traten im Chromatogramm nicht auf. Der erste Peak sollte daher zum Succ-
SMX gehdren, zumd die erhthte Polaritét dch in ener friberen Elution zeigen dllte. Als
Produkt waren 1,12 g an ungereinigtem Produkt gewogen worden, was eine Ausbeute von
79 % bedeutet (siehe Abb. 30 oben).

Nach der Aktivierung dieses Succ-SMX mit NHS und DCC in DMF wurde nach der
Umsetzung der Uberstand ebenfals gemessen. Im Chromatogramm dieser LGsung waren
ebenfdls Succ-SMX (5,18 min) und SMX (10,36 min) zu erkennen (sehe Abb. 30 unten).
Des weiteren war ein sehr grof3er Pesk zu sehen (17,76 min), der von der Flache 4,5 ma so
grol3 wie der des Succ-SMX war. Dies sollte NHS-Succ-SMX sain, welches deutlich
unpolarer ist. Das Verhdtnis von Succ-SMX zu SMX hat dch nach der Aktivierung, durch
Abreagieren des Succ-SMX, deutlich veringert. Es betrug danach nur noch etwa 8:1.
AulRerdem war noch ein weiterer Pesk einer unbekannten Substanz (8,48 min) aufgetaucht
(moglichewase SMX-Succ-SMX, durch Resktion von aktiviertem NHS-Succ-SMX mit der
Aminogruppe des in Spuren vorhandenen SMX).
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Abbildung 30: Ubereinandergelegte Chromatogramme eines Standardmixes und des

ersten Zwischenproduktes Succ-SMX (oben); Ubereinandergelegte
Chromatogramme des aktivierten Esters NHS-Succ-SMIX und des
Zwischenproduktes Succ-SMX (unten)

Direkte MS-Messung

Im Negativionen-Modus erhielt man be Messung des Produktes der Veresterung von SMX
mit Berngeinsdure im Masse/Ladungs-Bereich von 200-1600 die m/z-Verhdtnisse 352,0 und
252,0. Succ-SMX hat die molare Masse von 353,35 g/mol, reines SMIX 253,3 g/moal.

Be podtiver lonisation erhidt man vide verschiedene Massen, darunter auch die m/z 354.
Das Tochterionenspektrum der Masse 354 bel postiver lonisation ergab as deutlich stérkstes
Signd 256, welches ein lon des SMX san dirfte. Die weltere lonisation dieses Signds ergab
m/z 192,1, welche durch Abspdtung des 5-Methyl-3-isoxazolyl-Ringes en Derivat des
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Sulfanilamides dargtdlen kann. Es konnte dso die Anwesenheit von Succ-SMX in dem
Produkt nachgewiesen werden.

Der aus diessm Produkt hergestdlte und vermessene aktivierte Ester ergab im Pogtivionen
Modus unter anderem m/z 451,3, bal negativer lonisation m/z 449,0, aber auch wieder 352,0
und 252,1. Eine weitere Aufnahme von Tochterionenspekiren des m/z 449,0 war aufgrund der
geringen  Sgndintensita®®  nicht moglich. NHS-Succ-SMX  besitzt die molare Masse von
450,4 g/mal.

4.1.7.2 Kopplung von SM X an Peroxidase (Tracersynthese)

Der Test des SMX-Tracers in einem ELISA-Format mit einem SDM-Antikorper und SDM-
Standards ergab tatschlich eine Kurve und zeigte bei einer Tracerverdinnung von 1:100 und
ener normaen Antikorperverdinnung von 1:40.000 sogar einen AWert von 0,6 und einen G
Wert von 0,36 (sehe Abb. 31). Und dies sogar, obwohl die Kopplung Uber ene
Berngteinsdurebriicke an die HRP geschah und nicht Uber ene Glutarsdurebriicke, die bei
SDM einen deutlich besseren Tracer ergab.
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Abbildung 31: Test des SMIX-Bernsteinsaure-Tracers im SDM-Testformat (SDM-AK:
1:40.000, SMX-Tracer), Kreuzreaktivitat des SDM-Antikorpers gegen
SMIX bei Verwendung des SDM-Glutarsdure-Tracers 1:10.000; die

Testmittel punkte sind als Kreise mit Langsstrich markiert

1 NHS-Succ-SM X Die geringe Signalintensitdt kann daraus resultieren, dass dieses aktivierte

Zwischenprodukt nicht sonderlich stabil ist, und bei Zugabe von Wasser (Wasser
muss bei der Aktivierung abgefangen werden) und Essigsdure zum Grof3teil wieder
hydrolysiert.
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Mit einer gtérkeren Verdinnung des SMX-Tracers (1:1000 und 1:5000) waren keine Kurven
zu erhdten, was daran liegt, dass die Kreuzreaktivitdt des SDM-AK gegeniber SMX bzw.
dem SMX-Tracer zu gering i, um eine Verdrangung von SDM zu besorgen.

Insgesamt zeigt es aber, dass diesar Tracer funktioniert, die Kopplung efolgreich war, das
Zwischenprodukt Succinamyl-SMX  entstanden i und mit ihm welter die Kopplung an KLH
zur Immunogensynthese angegangen werden konnte.

4.1.7.3 Kopplung von SMX an KLH (Immunogensynthese)

Durch den Bradford-Test wurden nach der Kopplung die Fraktionen in der Mikrotiterplatte
identifiziert, in denen Protein vorlag. Zudem wurde der Kopplungserfolg von Succ-SMX an
KLH durch Proteinbesimmungen vor und nach der Umsetzung mit dem aktivierten Edter
bestimmt.

Der Bradford-Test g€t ene Methode zur quantitativen Besimmung von Proteinen dar. Er
berunt auf der Bindung eines Farbstoffes (Coomasse-Brillant-Blau) an Arginyl- und Lysyl-
Rege im Protein. Dadurch verdandern sich die Absorptionseigenschaften. Die Extinktions-
anderung ist proportiond zur Menge an Protein in der ProbelGsung [184, 185] und kann
photometrisch gemessen werden. Da es dch hier um ene Bindung des Farbstoffs an
Aminoreste handedt, wirde ein Antell von endstandigen Aminogruppen, die nicht aus dem
Protein sammen, wie dies be SMX der Fdl ig, stéren. In den untersuchten Ldsungen lag
jedoch nur an der Aminogruppe succinylietes SMX vor, und nur noch Spuren von
urspringlichem SMX.

Die Besimmungen der Gehdte in den Kavitéen ergaben ds Ergebnis das gleiche Bild, wie
die direkte photometrische Audesung der Mikrotiterplaite, bel der dlein aufgrund der
Tribung ekannt werden konnte, in welchen Kavitéten, die protenhatigen Fraktionen
vorliegen (Sehe Abb. 32). Die Konzentrationen reichten dabel von 0 mg/mL angteigend bis
zu 3 mg/mL und mit spéaerer Elution von der Sephadex-Séule wieder absinkend auf O
mg/mL. Diese Gehdte snd jedoch kritisch zu betrachten, da das Bradford Reagenz mit
Lysn- und Arginin-Resten reagiert, die mdglichewese enen unterschiedlichen Antell an der
Extinktionsverschiebung  haben, und hier ensatig nur Lysnrete mit dem aktivieten Ester

reagieren.



181

QO photometrisch [OD] Bradford-Testl 2,51 2.5
1,04

Protein [mg/mLy
i 3,5
0,9 . 3
] a L30 2,04 2,0
0,84 )
1 20 I/ SMX-KLH-Konjugat
0,74 {
0,6—- °°? 2,0
0,5—- / 1.5
0,44 1,0 |
] o
e / [0° E 051 Lo,5
0,24 g \’
J 0,0 L
a—=a Y a—ao
0,14 BAoOgoOOO 00 00
{0000000000°s ° --0,5 ,0 -0,

L2s SMX-HRP-Tracer
0,0

optische Dichte [OD]

1.0 . ' . ' . ' .
0 10 20 20 40 50 0 10 20 30 40

Kavitaten-Nr. Kavitaten-Nr.

Abbildung 32: Gelfiltrationskurven des SVIX-KLH Kopplungsproduktes und des SMX
Tracers (zum Vergleich), Bestimmung der Kavitaten photometrisch bei
405 nm, bei SVIX-KLH zusétzlich mittels Bradford-Test

Die Konzentration in der Produktlosung (vor der Sephadex-Aufreinigung, dso in etwas
konzentrierterer Form) betrug 3,7 mg/mL. Im Edukt hingegen lag die Konzentration hoher,
namlich bei 39 mg/mL, was daher kommt, dass wahrend der Kopplung Lysinreste mit dem
ativieten Edter umgesetzt werden und daher nicht mehr fir den Farbsoff zur Verfligung
gehen. Daher kann im Produkt der Farbstoff nur mit Argininresten reagieren und mit nicht
gekoppdten Lysnresten. Eine St6rung der Bestimmung durch die Aminogruppe des SMX
(wéhrend der Kopplung in Spuren vorhanden) kann be der Bestimmung nach der
Gdfiltration ausgeschlossen werden, da hierdurch ja kleine Molekile abgetrennt werden,
bzw. es vid pédter euieren. Be der enzdnen Messung vom Produkt ist es hingegen
madglich, dass nach der Umsetzung von Berngeinsaureanhydrid mit SMX gewisse Spuren an
SMX noch vorhanden waren, die auch bel der Reinigung des Succ-SMX (Waschen mit
Essgsiure und Wasser) nicht abgetrennt wurden und somit auch bei der Aktivierung und der
Kopplung vorlagen, wodurch es nicht auszuschliel¥en i, dass en Tal des aktivierten Esters
auch mit frdem SMX reagiete. Da aber der aktivierte Ester ohnehin in starkem Uberschuss
in den Kopplungsschritt eingebracht wurde, sollte das die Ausbeute und Kopplungsdichte am
KLH nicht sonderlich stOren.

Fir die einzdne Messung des Produktes bedeutet die Anwesenheit von SMX-Spuren, dass
der eigentliche Proteingendt noch niedriger war (da die Aminogruppe Protein vortduscht), as
die gemessenen 3,7 mg/mL und daher die Kopplung von Succ-SMX an KLH noch effektiver

15 L15

1,04 1.0
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datgefunden hat®>. Somit wird die quaditative Aussage, dass zwischen der Losung des
Eduktes und dem Produkt ein Unterschied besteht, der in der Resktion von aktiviertem Ester
mit KLH begrindet igt, noch vergtérkt, zumd die HPLC-Messung in Kap. 4.1.7.1 ergab, dass
nur Spuren von SMX in Succ-SMX und in NHS-Succ-SMX vorlagen.

In Zusammenfassung der HPLC und der MS-Ergebnisse, sowie der Ergebnisse aus der SMX-
Tracer-Synthese lasst sch folgern, dass die Synthese des Succ-SMX efolgreich war, dass
auch die Aktivierung diessr Substanz zum NHS-Succ-SMX  dattgefunden hat und ene
Kopplung mit Proteinen moglich is. Lasst sch ein solcher Kopplungserfolg an Peroxidase
mithilfe des ELISA-Teds nachweisen, 0 ig ene Bindung an KLH nur sehr schwierig zu
ekennen. Hier kann ds Indiz die veringerte Proteinkonzentration beim Bradford-Test
dienen, Se lasst aber ene genaue quantitative Aussage nur bedingt zu. Moglichkeiten wéren
hochauflésende Massenspektrometrie, welche aber bel der Molekiilmasse von 8 Mio. Da und
enem Antel von SMX im Molekil von hdchgens 2 % (m/m), aufgrund von Auflésung und
Vertellung, an ihre Grenzen s6/%. Ebenso mdglich wére die Testung von SMX-KLH in einem
ELISA-Tedtformat, in welchem en peroxidasemarkierter Anti-KLH Antikérper  eingesetzt
wirde. Da bede Sysdeme nicht zur Vefligung sSanden bzw. in  wirtschaftlich nicht
vertretbarer Relation zur Immuniserung stehen, wurde darauf vertraut, dass nach intensiver
Testung der Zwischen und Aktivierungsprodukte, und der efolgreichen Bindung an en
anderes Protein, auch die Kopplung an KLH zum Erfolg gefihrt hat und mit diesem Produkt

somit ene Immuniserung moglich ig.

4.1.7.4 Test der Antikorper

Erste Blutabnahme

Die Messung des Serums der esen Blutung, welche enen Monat nach Beginn der
Immuniserung durchgefiihrt wurde, ergab im Checkerboard bei dlen Kombinationen von AK
und Tracer zwischen 1:5000 und 1:40.000 weder einen Gradienten, noch songt ene
erkennbare Farbentwicklung. Auch en Test be einer AK-Vedinnung von 1:20.000 und
getesteten Tracerverdinnungen von 1:5.000 bis 1:40.000 ergab keine Farbe. Da es sain kann,

dass der Titer des Serums nach der kurzen Zeit der Immuniserung noch sehr niedrig war,

%2 Proteingehalt im Edukt Im gemessenen Edukt waren keine Spuren von SMX enthalten, da hier nur die KLH-
Losung (mit DMF versezt) gemessen worden war. Somit bedlrfen die gemessenen
3,9mg/mL keiner Korrektur.
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wurde die Antikorperkonzentration dark erhoht und Tests mit  Serumverdinnungen von
1:1.000 und 1:100, be Tracerverdinnungen von 1:4.000 bis 1:32.000 durchgefthrt. Auch
dabel war mit diesem ersten Serum immer noch keine spezifische Bindung zu sehen.

Zweite Blutabnahme

Zwe Monae nach Beginn der Immunigerung wurde wieder Serum vom  Kaninchen
entnommen und erneut mittels Checkerboard getetet. Gleichzeitig wurde ein Test mit ener
Antikorperverdinnung von 1:20.000, sowie Tracerverdinnungen von 1:5.000 bis 1:40.000,
durchgefiihrt. Mithilfe des Tegtes konnten diesma Kurven erhdten werden, wodurch
nachgewiesen wurde, dass im Serum nun nach zwel Monaten spezifiscche SMX-Antikorper
vorlagen und durch Konkurrenz der Standards mit dem Tracer um die spezifischen
Bindungsstellen Standardkurven erhdten werden konnen. Der A-Wert betrug be  der
geringsten Tracerverdinnung 0,3, der C-Wert 1,884 pg/L. Sogar bel der Tracer-Verdinnung
von 1:40.000 war noch eine Kurve zu berechnen, deren A-Wert aber unter 0,1 lag (Sehe
Abb. 33).
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Abbildung 33: Test des SMX-Antikorpers mit verschiedenen Tracerkonzentrationen

(Serumverdinnung  1:20.000, Volumina, Inkubations-  und
Entwicklungszeiten gemall Kap. 3.2.7.1); Bestimmung der
Kreuzreaktivitat des Antikorpers gegen Succ-SMIX (Serumverdinnung
1:10.000, Tracerverdinnung 1:10.000); Beispielhafte Ermittlung der
Nachweisgrenze ausgehend von der & des Blanks, Angabe der
Testmittelpunkte als Kreis mit Langsstrich, Zeichnung der Blanks mit

dreifacher Sandardabweichung als grauer Stern mit grauem Balken
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Die Nachweiggrenze eines ELISA-Tests kann auf verschiedene Weisen berechnet werden
(dehe Kap. 3.2.7.2). Zum einen kann de ads X-Wert des Blanks abzliglich der dreifachen
Standardabweichung berechnet oder am Graphen abgelesen werden. Dieses Verfahren fihrt
dlerdings dann zu Schwierigkeiten, wenn der Y-Wert (nach Abzug von 3 x SD) Uber der
Kurve liegt und deshdb kein Wert auf die X-Achse abgebildet werden kann. Man deht in
Abb. 33, dass dies ba zwe Kurven der Fdl i, weshdb eher ene Besimmungsgrenze
anzugeben i, die ds C-Wert abzliglich einer Zehnerpotenz definiert werden kann.

Die Auswertung des Checkerboards zeigte die hochden Extinktionswerte erwartungsgemald
be den Kombinationen der hdchsten Konzentrationsstufen. Diese lagen bel 0,6 Einheiten OD.
Den niedriggen Wert zeigt die Kombination 1:40.000 mit 1:40.000 mit 0,04. Zwischen den
AK-Verdinnungen 1:5.000 und 1:10.000 bestanden be dlen Kombinationen des Tracers mit
diesen kaum Unterschiede (sehe Abb. 9). Tendenzidl brachte die 1:10.000 Verdinnung
sogar etwas hohere Werte. Mit einem OD-Wert von 0,35 sollte eine AK-Verdinnung von
1:10.000 mit einer Tracer-Verdinnung von 1:10.000 einen genigenden A-Wert ergeben mit
gleichzatig gutem Testmittelpunkt. Mit diessr Kombination wurde die Kreuzresktivitét des
SMX-Antikorpers gegen andere Sulfonamide getestet.

Im praktischen Test ergab diese Kombination einen A-Wert von 0,18 und einen GWert von
062 pgLl (sehe Abb. 33). Die optische Dichte im Tet war zwar geringer ds beim
Checkerboard, dies lag aber zum enen an dem Tesverfahren sdbg, in welchem ene
Konkurrenzgtuation besteht und daher andere Bedingungen herrschen und zum anderen
daran, dass die Platte des Checkerboard einen Tag vor dem Test beschichtet wurde, wahrend
die Plate zum Test der Kreuzresktivitdt zwel Tage zuvor gecoatet wurde und daher eine
gewise Beainflussung des Antikorpers (wg. Lagerstabilitét) stattgefunden haben kann.

Die Ermittlung der Nachweisgrenze brachte beim Verfahren des Blanks minus dreifacher
Standardabweichung eine Konzentration von ca. 40 ng/L. Ausgehend von der Konzentration
am Tedmittepunkt, snd be ener Zehnerpotenz darunter Messungen mindestens ab 60 ng/l

in der Mesdosung maglich.

Im Test der Kreuzresktivitdt wurden Sulfamethoxazol, Sulfadimidin, Sulfadiazin und das
Zwischenprodukt  Succinamyl-Sulfamethoxazol Uberprift. Dabel zeigte Sch, dass der SMX-
Antikorper  keinerle Kreuzresktivitt gegenlber Sulfadimidin und  gegeniiber  Sulfadiazin

zeigt. Es findet keine spezifische Bindung statt und es konnen keine Kurven erhdten werden.
Somit betragt die Kreuzresktivitét zu diesen 0 %. Die Erkennung von Succ-SMX igt hingegen
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sehr gut. Der Testmittelpunkt betrégt mit 0,18 pg/L (= 0,51 nmol/L) etwa ein Finftd des G
Wertes von SMX (2,45 nmol/L). Somit wirde die Kreuzreaktivitédt 481 % (molar berechnet)
betragen. Da die Reinheit von Succ-SMX aber nicht genau bekannt ist und aulRerdem noch
Spuren von SMX darin enthdten waren, kann diessr Wert dso nicht dlgemein auf Succ-SMX
Ubertragen werden, sondern gilt nur fr die hier verwendete Substanz. Allerdings ist die
goezifiscche Bindung enes solchen Derivates Ublicheweise etwas bessr ds die der
Primé&rsubstanz, da das Derivat dem Immunogen noch &hnlicher i, ds das Hapten [173].
Daher werden im Serum auch Antikorper gegen Tell-Strukturen des Haptens mit gebundenem
Spacer vorliegen, dso gegen die Ansaizgtdle von Berngeinsiure am Sulfamethoxazol. Solche
Antikorper konnen sehr gut das Zwischenprodukt binden, weniger gut aber den Andyten
sebst. Folglich sollten adso auch solche Metabolite von SMX erkannt werden, die an der para-
Aminogruppe ahnlich verandert Snd.

Inggesamt ha  die Immuniserung mit dem sdbs  synthetiserten  Sulfamethoxazol-KLH
Konjugat en Serum ergeben, welches schon nach zwe Monaten Antikorper enthdlt, die sehr
soezifisch gegen Sulfamethoxazol snd. Mit ener Kreuzresktivitéé von O % gegeniber
anderen getesteten  Sulfonamiden kann hiermit en ELISA-Testformat durchgefiihrt werden,
welches die dlenige Bestimmung von Sulfanehoxezol in enem séhr  niedrigen
Konzentrationsbereich erlaubt. Be Vewendung ener Serumverdinnung von 1:10.000 und
ener Tracerverdinnung von 1:10.000 ig ene Bestimmung im unteren ng/L-Bereich und Uber
zwe Zehnerpotenzen moglich. Mit ener weteren Verdinnung von Antikorper oder Tracer
ware auch en noch niedrigerer Testmittelpunkt zu erreichen, welcher aber zu Lasten der
Sgndintendté ginge. Daher wurde fir die Messung von Proben ebenfdls die 1:10.000
Verdinnung des Antikdrpers und die 1:10.000 Verdiinnung des Tracers® verwandt. Die
niedrige Nachweisgrenze erlaubt dabel die direkte Messung von Oberfléchenwasserproben
ohne Aufkonzentrierungsschritt, sofern die  Konzentrationen mindestens im  zweisdligen
ngL-Bereich liegen. Be Abwasserproben mit hoheren Konzentrationen wird eine Messung
ebenfals moglich sein, sofern durch enen Verdinnungsschritt die Matrixbelasung  soweit
gesenkt wird, dass Se die spezifische Erkennung nicht beainflusst.

%3 Tracerverdiinnung Eigentlich ist die Tracerverdiinnung bei 1:10.000 eine 20.000fache Verdinnung, da
nach Synthese und Reinigung des Tracers schon eine 1:1 Verdinnung mit Glycerol
vorgenommen wurde.
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Fazt der ELISA-Testentwickliung

Es konnte ausgehend von der Synthese des Immunogens, der Testung der Zwischenprodukte,
der Synthese enes Tracers und der Immuniserung zur Antikdrpergewinnung ein kompletter
Sulfamethoxazol-Enzymimmunoasssy mit  hoher  Spezifitdt  und  niedriger  Nachwe sgrenze
entwickdt werden, der en enfach durchfihrbares Vefahren zur Besimmung von
Sulfamethoxazol in verschiedenen Matrizes erlaubt.
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4.2 Ergebnisse der Probenmessungen

4.2.1 Gille- und Bodenproben

4.2.1.1Betrieb 1

Gulle

Die Messung des Gulleextraktes per ELISA auf Sulfadimidin ergab enen Gehdt von
1,24 + 0,07 mg/L.

Nach Auskunft des Ziichters wurde das Mittel Sulfadimidin-hdtige Mittel Vetoprim® 24%
zur Behandlung seiner Tiere be Durchfdlerkrankungen oder be Darminfektionen eingesetzt.
Dabe efolgt eine Doserung gemd’d der Gebrauchdanformation [186] von 1 mL der
100 mgmL-L6sung je 10-15 kg Korpergewicht. Somit werden be der therapeutischen
Behandlung nur 6-10 mglkgKG dieses Mittds taglich eingesatzt, im Gegensatz zu anderen
ublichen Doserungen von Sulfadimidin von 50-100 mg/lkg KGW/d (sehe Kap. 2.7.2.1).
Daher erfordert die Behandlung ener Zuchtsau von 120 kg dso nur 720-1200 mg SDM pro
Tag und Tier. Dies ergdbe ene Konzentration in den Ausschedungen (ca 12 kg insgesamt
taglich) von 60-100 mg/kg. Wie in Kap. 2.7.2.2 erklart, resultieren unter Berlicksichtigung der
Vedinnung mit  nicht-kontaminierten  Einzdausscheidungen  (durchschnittliche  Behandlung
von 2 % der Tiere), einer gewissen Verdinnung von 50-100 % aus Reinigungswasser, und der
Moglichkeit der Rickbildung der Ausgangssubstanz aus den Metaboliten, hier aus 100 mg/kg
in ene Einzdauscheidung anschlief?end  deutlich  verringerte  Konzentrationen von  etwa

1 mg/kg.

Haufig ist es aber s0, dass durch Angeckung gleichzeitig mehrere Tiere behanddt werden
(dso nicht nur enes von 50), 0 dass die Konzentrationen in einer Tagesmischgille weit
héher liegen konnen, zu Zeten jedoch, in denen eine zu behandende Krankheit nicht auftritt,
auch deutlich darunter oder be Null liegen kdnnen. Somit ist die Annahme, dass immer 2 %
der Tiere behanddt werden, im zeitlichen Mitted zu verstehen. Da die Gllle in den Betrieben
aber Uber ene gewise Zdtgpanne bis zur Ausbringung gesammet wird, findet sch hier auch
die kakuliete mittlere Konzentration wieder. Eine héhere wirde z.B. auftreten, wenn der
Glilletank geleert worden ist und dann rdlativ vide Tiere behandelt werden.
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Boden

Der ebenfdls untersuchte Boden, auf den eine Glille der deichen Herkunft acht Monate zuvor
zur Diingung ausgebracht worden war, hatte eine Trockenmasse von 75,0 % und eine Dichte
(im feuchten Zustand) von 1,74 g/lent. Die Untersuchung auf Sulfadimidin ergab Gehdlte im
pgkg Bereich. Extrakte des feuchten Bodens enthidten 14,0+ 03 pgkg bezogen auf die
Trockenmasse (éhnliche Werte fanden auch Hoper et d., dehe Einleitung Kap. 2.7.2.3),
Extrakte des getrockneten Bodens 16,8 + 0,8 ug/kg™* (siehe Tab. 25).

Diese Gehdte waren dso noch acht Monate nach der Ausbringung von Glille aus dem Boden
extrahierbar. Berlicksichtigt man zusitzlich enen Antell, der zwar nicht abgebaut war, der
aber mit der Methode nicht extrahierbar war, so befanden in dem Boden evitl. sogar noch
hohere Gehdte. Die auf den Boden zu Dingezwecken verwendete Gille entsammte dem
gleichen Betrieb und enthidt wahrscheinlich ebenfdls dnliche Gehdte an SDM, wie de in
der aktudleren Charge gefunden wurden, da sch die Verschreibungspraxis laut Auskunft des
Betriebsinhabers im letzten Jahr nicht geéndert haite. Werden bis zu 4 L/n? dieser Giille bei
enmdiger Dingung im Jahr ausgebracht, so sind dies bis zu 5 mg SDM. Andere Studien, in
denen mit Gllle behandelte Boden auf ihre Gehdte an Tetracyclinen untersucht worden sind,
ergaben, dass Ruckstdnde nur in den obersten 30 cm und nicht darunter gefunden werden
konnten (sehe Kap. 2.7.2.3 und Berechnung in Kap. 2.8.2). Wenn sich die 5 mg aso nur in
den obersten 30 cm des Quadratmeters befinden, so liegen Se in 300 L Boden vor. Bel einer
Dichte von 1,74 g/len, wéren das ca 500 kg feuchter Boden, was eine Konzentration von
etwa 10 pg/kg, bzw. 13 ugkg Trockenboden ergébe. Allerdings werden Sulfonamide deutlich
mobiler ds Tetracycline angesehen, was anhand der Kggoden- Werte verglichen werden kann.
Tetracycline gdten laut Talls [131] ds immobil, Sulfadimidin dagegen ds dark mohbil. Somit
misste sch SDM (unter Berlickschtigung, dass die ausgebrachte Gllle nicht deutlich mehr
an SDM enthidt ds aktuel) dso egentlich auch in tiefere Bodenschichten verlagern kdnnen
und somit ein deutlich groferes Volumen ds 300 L penerieren, wodurch folglich geringere
Konzentrationen in der untersuchten Bodenschicht resultieren missten (oberste 0-15 cm,
Pflugtiefe i zu berlickgchtigen). Dass nun dennoch ca 14-17 pgkg gefunden werden
konnten und in den sSeben Monaten Scherlich en gewisser Abbau dattgefunden hat, und
nicht sdmtliche Substanz extrahiert werden konnte, deutet auf Folgendes hin:

>4 Eingerechnet ist die Wiederfindungsrate gem. Kap. 4.1.4.3 zur Bertcksichtigung von

Matrixeffekten bei der ELISA-Messung, nicht aber die Extraktionsausbeute gem. Kap.
4.1.5, da die Vergleichbarkeit der Wiederfindung bei Extraktionen unterschiedlicher
Bodenarten (Zusammensetzung, org. Kohlenstoffanteil) und unterschiedlich gealterter
und bewirtschafteter Boden nicht gegeben ist.
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entweder die ausgebrachte Gullle enthielt im vorherigen Frihjahr deutlich hthere Gehdlte,

oder die Mohilitdt von SDM igt in diesem Boden nicht so dark, wie theoretisch
angenommen, S0 dass SDM tats&chlich nur in der oberen Schicht verbleibt und kaum
ausgewaschen wird,

oder die Substanz ist relativ dabil, so dass auch Gehalte aus friheren Giilleausbringungen
zu den gefundenen Konzentrationen beitragen und die Werte sich mit der Zeit erhthen.

4.2.1.2 Betrieb 2

In der Rindergiilleprobe war kein SDM nachweisbar (BG des ELISA-Verfahrens, bel 1/10 des
C-Wertes = 0,16 pg/L, BG ba X-Wert des Blanks - 3 x SD = 0,30 pg/L). Da Uber die
Vewendung von Antibiotika in diessm Betrieb vom Niederrhein nichts bekannt war, kann
der negaive Nachwes daran liegen, dass hier tatsichlich keine  Sulfadimidin-hdtigen
Medikamente eingesetzt wurden.

4.2.1.3 Betrieb 3

ELISA-Messung - Giille

In der Rindergllle aus Ma 2002 war Sulfadimidin nicht nachweisbar (gleiche BG, wie in
4.2.1.2 angegeben). Die Schweinegille aus Ma 2002 enthielt 1,04+ 0,22 mg/L, dso &hnlich
vid, wie die Probe von Betrieb 1 aus Ostwestfalen (Sehe Tab. 25).

Tabelle 25: Gehalte von Sulfadimidin in verschiedenen Gillen und in damit

beaufschlagtem Boden [mg/L bzw. pg/kg T

Betrieb  Probenart Herkunft Sulfadimidin-Gehalt [mg/L]’
B1 Schweinegiille Ostwestfalen 1,24 £ 0,07
B2 Rinderglile Niederrhein n.n.
B3 Schweineglille Gut Frankenforst 1,04 £0,22
B3 Rinderglile Gut Frankenforst n.n.
B1l Boden mit Giille von Ostwestfaen 14,0 £ 0,3 pg/kg
Betrieb 1 behanddt 16,8 + 0,8 pg/kg

" Standardabwei chung aus Dreifachbestimmung per ELISA
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Damit lagen hier die Gehdte in der Glile von Betrieb 3 ebenfdls in dem kakulierten Bereich.
Ahnliche Werte fanden Hamscher e d. und waren auch im BLAC-Programm gemessen
worden, sehe Einleitung Kap. 2.7.2.2.

In jeder der Rinder- und Schweinegilleproben aus Januar 2003 liellen sch Gehdte an
Sulfadimidin messen  (Bestimmungsgrenze des ELISA-Verfahrens bel 1/10 des C-Wertes =
0,093 pg/L, BG bel X-Wert des Blanks - 3 x SD = 0,057 pg/L).

Diese reichen von 025 mg/L fir das Jauchewasser, bis zu 187 mg/lL fir die frische
Schweinegllle. Den zweithochsen Gehdt wies die dtere Schweinegille mit 0,76 mg/L auf
(sehe Tab. 26). In den Gillllebehdter aus dem die frische Schweinegille sammte, wurden die
taglichen Ausscheidungen aus den Schweinestdllen eingdetet. Der Behdter mit der dteren
Schweinegllle war schon etwas langer gelagert und enthidlt keine aktudlen Ausscheidungen.

Tabelle 26: Gehalte von Qulfadimidin in verschiedenen Gullen und in damit
beaufschlagtem Boden [ mg/L bzw. pg/kg]

Betrieb Probenart Herkunft Sulfadirpidin-Gehalt
[mg/L]

B3 Rinderglile Gut Frankenforst 0,31+ 0,09

B3 Mischgtile Gut Frankenforst 0,36 £ 0,10

B3 Jauchewasser Gut Frankenforst 0,25+ 0,07

B3 Schweinegtille (frisch) Gut Frankenforst 18,7 +3,6

B3 Schweinegille (at) Gut Frankenforst 0,76 £ 0,15

B4 Rinderglile Erftkreis 0,22 £ 0,05

B3 Boden von B 3, behanddt Gut Frankenforst n.n.
mit Schweineglllevon B 3

B3 Boden von B 3, behanddt Gut Frankenforst 0,70 pg/kg bzw.
mit Rindergllle von B 3 1,17 pgkg TM

B4 Boden von B 4, behanddlt Erftkreis 0,67 pg/kg bzw.
mit Rindergiille von B 4 0,83 uglkg TM*®

" Standardabwei chung aus Sechsfachbestimmung per ELISA

%5 Werte im Bereich der Bestimmungsgrenze; Trockenmasse der Bdden, bestimmt durch

Trocknung bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz, Boden 1 = 80,8 % Trockenmasse,
Boden 2 = 78,6 % Trockenmasse, Boden 3 = 59,7 % Trockenmasse
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ELISA-Messung - Boden

Der Boden, der dets mit Rindergllle gedingt worden war, ligferte hier zwar mitunter auch
gewise Messwerte, diese lagen jedoch im Bereich der Bestimmungsgrenze, so dass zwar
gesagt werden kann, dass in dem Frankenforser Boden SDM enthdten war, eine genaue
Angabe des Wertes aber schwierig i, da die Quantifizierung in diessm Bereich mit einem
gewissen Fehler behaftet ist. In dem Boden, auf den Schweineglille ausgebracht worden war,
waren keine Gehdte an Sulfadimidin nachweishar.

HPLC-Messung von Gille- und Bodenextrakten

Die HPLC-Messungen waren aufgrund der Matrix nur sehr schwierig zu quantifizieren und
efolgten ohne Bertickschtigung von Wiederfindungsraten, zumd dch die Proben in ihrer
Herkunft, Art, Konsistenz, Bodentyp deutlich unterschieden.

Trotz der Probleme bel der UV-Messung (Beeinflussung der Badidinie durch die Matrix) war
es maoglich, die per ELISA gefundenen SDM-Konzentrationen in ihren Bereichen zu
betdtigen. Des wedtaen konnte en  Gehdt an Amoxicllin @ in den beaden
Schweinegllleproben  erkannt werden. Nach diesr Abschdtizung waren in der  frischen
Schweinegille 3,7 mg/L und in der dteren 3,8 mg/L enthdten. Laut Auskunft der Letung des
Beeichs Sauenzucht des Gutes Frankenforst, wird Amoxicllin in dem Betrieb haufig
angewendet (z.B. as prophylaktische Gabe fir Ferkd). Von anderen Antibiotika, die laut
Auskunft ebenfals gelegentlich gegeben werden, konnte nur Enrofloxacin erkannt, aber nicht
quantifiziet werden. Waeitere, wie Phenoxymethylpenicillin - oder  Tetracyclin,  konnten
hingegen nicht gefunden werden.

Auch per HPLC-UV waren in dem Boden, auf den Schweinegllle ausgebracht worden war,
die von den hier untersuchten Giillen die hochgen Gehdte an SDM aufwies, keine Gehdte zu
finden. Dies konnte enersdts daran liegen, dass in der letiztmdig aufgebrachten Glle
asfgrund  einer mdglicheeweise nur sdten efolgten Anwendung  nur  sehr geringe
Konzentrationen von SDM-Ricksténden vorlagen. Anderersaits kann es aber auch sein, dass
die Bodenat dergestdt ist, dass entweder Sulfonamide nur sehr schlecht adsorbieren und
daher leicht ausgewaschen werden konnen, oder aber durch Bodenmikroorganismen sehr
leicht abgebaut werden konnen. Eine weitere Moglichkeit wére, dass die Probenahme nicht
représentativ war und nur Stellen erfasst worden sind, an denen keine Riickstdnde vorlagen.
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4.2.1.4 Betrieb 4

Gulle

In der Rindergllle aus dem Erftkres konnten ba gleicher Bestimmungsgrenze, wie in Kap.
4213, 022 mglL an Sulfadimidin gemessen werden. Damit wies de dhnliche Gehdte auf,
wie die Proben vom Gut Frankenforst (aul3er der frischen Schweineglille) (Sehe Tab. 26).

Boden

Die Losung des Bodens, der mit ener Rindergllle, wie die oben beschriebene gediingt
worden war, liefete im ELISA-Tesx Sulfadimidinkonzentretionen im Bereich  der
Bestimmungsgrenze. Ebenso wie in Kap. 42.1.3 kann daher zwar gesagt werden, dass in dem
Boden SDM enthdten war, eine genaue Quantifizierung aber schwierig ist.

Dennoch is zu vermuten, dass die Grolenordnung von ewa 1 pg/kg in dem Boden (auch in
dem Boden von Gut Frankenforst, Betrieb 3) passend i, auch wenn die Gehdte in den
Extrekten zur HPLC-Messung aufgrund der Matrix nur schwierig zu bestimmen waren und
die Konzentrationen in den Loésungen zur ELISA-Messung zwischen den Begstimmungs-
grenzen lagen. Wenn die Gehdte in den damals ausgebrachten Giillen ebenfdls im Bereich
von 0,2-0,3 mg/L lagen, wie se auch hier in den Glllen gemessen werden konnten, o kann in
den Boden andog zur Abschézung in Kap. 4211 mit Gehdten im unteren pgkg-Bereich
gerechnet werden.

Fazt der Untersuchung von Giille- und Bodenproben

Insgesamt  betrachtet i mit der Untersuchung verschiedener Gullen und damit beaufschlagter
Fléchen gezeigt worden, dass die Modelrechnungen (aus Kap.2.7.2.2 bzw. Kap. 2.8.2) fur die
Konzentrationen in Gullle und in Boden bedtdtigt werden konnten. Es konnten sowohl
Rickgdnde in den Glllen im mg/L-Bereich, ds auch in Bdden im pg/kgBereich gefunden
werden. Die hochgen Gehdte waren mit bis zu 19 mg/L in ener frischen Schweinegllle
gemessen worden, was darauf schliefien l&sst, diss wohl ein recht hoher Prozentsatz der Tiere
aktudl mit enem SDM-hdtigen Mittd behandelt worden war. Mit dem Nachwels von SDM
in Boden, auch mehrere Monate nach der Ausbringung von Gillle, konnte gezeigt werden,
dass Sulfonamide nicht so lecht auswaschbar dnd, wie madglicherweise angenommen,
vidmehr, dass de auch Uber lange Zet im Boden ehdten bleben und sch die
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Konzentrationen mit der Zeit sogar erhthen konnten. Des welteren zeigte der Nachwels im
Boden, dass der Eintragspfad Uber die Gllleausbringung nechverfolgt werden konnte, in
Bezug auf die quditative und die quantitative Aussage (Sehe Kap. 2.7.2). Durch die Gehdte
in den unterschiedlichen Glllen konnte ferner die aktuele Literatur bestédtigt werden, in der
varschiedene Antibiotika in  Gilile ebenfdls in enem weaten mg/L-Bereich beschrieben

worden sind.

4.2.2 Abwasser

4.2.2.1Klaranlage 1 - Troisdorf

In Kapited 2.8.1 wurde dargestelt, dass fur SMX in Kl&ranlagenzuldufen eine Konzentration
im Bereich von 1-2 pg/L ds PEC berechnet werden kann. Alleine aufgrund der Hohe dieser
zu erwartenden Konzentration, ware daher eine direkte Messung des Abwassers per ELISA
auf SMX maglich gewesen. Durch die Matrix jedoch, die besonders bel Zulaufproben ganz
erheblich i, kahn der Tet gravierend gestort werden, was durch die Hemmung des Enzyms
oder die Blockierung der Antikorper bedingt sein kann.

In den unverdinnt gemessenen Proben war ene Bedimmung der SMX-Gehdte nicht

madglich. Es waren Dotierungen hier in einem Bereich von 0,1 bis 0,9 pg/L in der Mesdésung
gewdahlt worden, was bel einer vermuteten Konzentration von 1 pg/L nur ein bis neun Zehnte
des Gehdtes ausmacht. Diese Stufen waren zwar relativ niedrig im Verglech zum
Probengehdt, dennoch sollten se sich im Test voneinander abgrenzen lassen.

Die Messungen zegten dlerdings keine Unterscheidung der einzdnen Dotierungsstufen. Mit
gefundenen Konzentrationen auf dlen Niveaus von etwa 100 pg/l konnte keine Gerade fir
das Standardadditionsverfahren angepasst werden. Die hier gemessenen unredigtischen
Gehdte, von etwa 100 pg/l, zeigen dlerdings, dass die unverdinnte Probe erhebliche
Schwierigkeiten in der Bestimmung zeigt. Denn, dass eine solche Konzentration im Abwasser
unmdglich i, zeigen zum enen die Konzentrationen in den anderen Verdinnungsstufen, vor
alem aber folgende Berechnung:

Von Sulfamethoxazol wurden im Jahr 2002 etwa 25 Mio. DDD verschrieben, was auch in den
Jahren zuvor relativ kongtant war und wohl auch aktuel recht dhnlich ist. Pro Tag macht das
gne Anzahl von knapp 70.000 Tagesdosen aus. Da ene Tagesdoss von ener Person
eingenommen wird, i diese Zahl aso gleichbedeutend mit der Anzahl an Personen, die pro
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Tag SMX einnehmen. Uber das ganze Jahr gemittelt, nehmen aso etwa 70.000 Personen pro
Tag Mittd mit diesem Wirkstoff ein, dso bel einer Gesamtbevdlkerung von ca 80 Mio. ene
Person von 1200. Zu gewissen Zeten (zB. Winter mit mehr Atemwegsnfektionen ds im
Sommer) werden es ewas melr sain, und auch regionde Verschrebungspraktiken spielen
moglicheweise eine Rolle,

An der Klaanlage Troisdorf sind 70.000 Einwohner angeschlossen, von denen pro Tag etwa
150 L Abwasser eingehen. Eine Konzentration wie die unverdinnt gemessenen 100 pg/L
bedeutete also, dass an einem Tag 1050 g SMX die Kléanlage ereichen wirden. Das
bedeutete einen durchschnittlichen Eintrag pro Person und Tag von 15 mg, den Abbau im
Korper mitgerechnet sogar von 75 mg. Um diee Zahl zu erechen, misste ba ener
Tagesdosis von 1600 mg zur Behandlung, aso eine Person von 100 bzw. von 20 (Abbau
berlicksichtigt) an dem Probetag SMX eingenommen haben, was doch en wenig unredistisch
eschent und ene unverhdtnismddg kranke Bevolkerung bedeuten wirde oder, dass die
ansassigen Arzte sehr einsaitig verschreiben wiirden.

Die Probleme der direkten Messung erfordern dso die Verdinnung der Proben. Mit den hier
vorgenommenen, sollte erkannt werden, ab wechem Matrixanteil ene Storung des Teds
nicht mehr zu bemerken is. Dies kann enersats an den Messwerten der verdinnten aber
undotierten Proben erkannt werden, fdls diese, wie be der unverdiinnten Probe unméglich
eschenende Werte aufweisen, vor dlem aer an den Wiedefindungsaten durch die
Standardaddition. Bedingt durch den Matrixeinfluss kommt es zu starken Uberbestimmungen,
die sch auf jede einzdne Dotierung verstarkend auswirken. Dadurch hette man be der
10fachen Verdinnung immer noch Wiederfindungsraten von ewa 190 % (sehe Abb. 34).
Auch der hierin gefundene Grundgehdt mit einer Abwasserkonzentration von ewa 59 pg/L
(unter Berlicksichtigung der WDF) aus der undotieten Messung, bzw. 53 pg/L aus dem
Standardadditionsverfahren berechnet, scheint etwas hoch, liegt aber dennoch in ener red
vorsdlbaren Hohe. Vdidere Daten lassen sich eher aus den Proben erhalten, bei denen der
Matrixeinfluss geringer ist und somit die WDF anndhernd 100 % betréagt.

Be ene S0fachen Verdinnung erhidt man eine Wiedefindung der Dotierungen von 93 %
und hatte somit keine matrixbedingte Uberbesimmung (Sehe Abb. 34). Die Messung der
undotierten Probe ergab dabe enen Messwet von 0,026 pg/lLl (Wiederfindungsrate
mitberticksichtigt), welcher jedoch knapp unter der BG der ELISA-Messung von 0,03 pg/L
(X-Wert des Blank - 3xSD) lag. Aufgrund der Standardaddition lief3 sich dennoch en
Grundgehdt der Probe ermitteln, der mit 0,024 pg/L etwa die gleiche Konzentration ergab.
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Daraus konnte, unter Berlckschtigung der Verdinnung, ermittedt werden, dass in der
Abwasserprobe eine Konzentration von 1,2 pg/L vorlag.

284 4 10fach verdiinnt
264 O  50fach verdinnt
244 * 100fach verdunnt

y =1,8883x +1,0105
A R?=0,9836

y =0,9285x + 0,0225

Istkonzentration SMX [ug/L]
=
~N

] R?=0,9871
21 y =0,6893x - 0,0799
0 R?=0,9914
'0,2 T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Dotierung SMX [ug/L]
Abbildung 34: Messung von Klaranlagenzulaufproben; Einfluss der Verdinnung auf

die Dotierungen und die Bestimmbarkeit

In der 100fachen Verdinnung war der Gehdt der undotierten Probe so gering, dass er nicht
von der Blank-Probe unterschieden werden konnte. Die Standardaddition lieferte aufgrund
der leicht unterschiedlichen Besimmbarkeit auf den enzenen Dotierungssufen nur enen

negaiven y-Achsenabschnitt (wg. der Verdinnung wére ohnehin nur mit enem sehr geringen
Abschnitt zu rechnen gewesen), durch den ein Grundgehdt sch ebenfdls nicht quantifizieren
lie3. Die WDF bal 100facher Verdinnung betrug 69 % und war damit etwas schlechter ds bei
50facher Verdinnung.

Zur Quantifizierung ist daher das Standardadditionsverfahren ener S0fachen Verdinnung von
Abwassr heranzuziehen. Es liefen dch damit SMIX-Gehdte im  Klaanlagenzulauf  einer
konventiondlen Klaanlage im unteren pg/L-Bereich finden. Pro Tag entspricht dies be
70.000 Einwohnern und 150 L Abwasseranteil/Person ener Fracht von ca 13 g insgesamt
bzw. 0,18 mg SMX/Person.
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Den korpereigenen Abbar® und die DDD engerechnet, ergibt sich daraus en
Medikamentationsstatus von 1 Person pro 1800; oder ca. 40 Personen, die im Einzugsbereich
der Kl&ranlage Sulfamethoxazol- Préparate eéinnehmer”.

4.2.2.2 Klaranlage 2 - Troisdorf-Altenrath

Die Abbaulesung einer solchen Pflanzenkl&ranlage (Beschrelbung in Kap. 3.1.5.3) hangt
von den AuRentemperaturen, von der Bodenbesedlung, sowie von dem Zustand der
Bepflanzung ab. Zum Zeitpunkt der Probenahme (August 2003) mit vollem Schilfbestand und
hohen Temperaturen <ollte die Klaleisung daher hoher sein, ads bespidsvese im Winter.
Durch die Zet, die das Wassr zur Passage des Schilffeldes benttigt, sowie durch die
telwese Vamischung von Zulauf mit Ablauf snd direkte Vergleiche zwischen Zulauf- und
Ablaufproben nicht maglich.

Bea der Untersuchung der Zulauf- und Ablaufproben (Kap. 3.2.11.2) konnten drei der neun
Antibiotika bestimmt werden. Es waren Clindamycin, Erythromycin (nur im Ablauf) und
Sulfamethoxazol zu finden.

Tabelle 27: Antibiotikakonzentrationen in der Pflanzenklaranlage Troisdorf-
Altenrath im August 2003 [ ng/L]

Probe Ort CLI ERY SM X
Zulauf in Absatzbecken 10 n.n. 23
Ablauf Beckenin Anlage 44 9 50
Ablauf Ablauf zum Vorfluter 54 10 40

Die Konzentrationen der gefundenen Subdanzen lagen im zwegdligen ng/L-Bereich und
damit wet unter den zu ewatenden Konzentrationen in Abwasser. Bem Zulauf spidte

%6 Da keine Metaboliten von Sulfamethoxazol zur Verfiigung standen, konnte nicht

bestimmt werden, inwiefern Metaboliten wie N-4-Acetyl-SMX im ELISA-Test

miterfasst werden. Daher kann es sein, dass in dem bestimmten Gehalt, die

Abbauprodukte mitenthalten sind und somit der M edikamentationsstatus geringer ist.
57 Liegt eine Mischkanalisation vor, missen Regenereignisse (lagen zum Probenahme-
zeitpunkt nicht vor) mitberticksichtigt werden, da dadurch die Konzentration des
reinen hauslichen Abwassers verdiunnt wiirde.
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dgchelich die Tasache mit, dass das verwendete Vefawren auf die Betimmung von
Antibiotika in Oberflachengewéssern angdegt war und die mitextrahierte Matrix zu darken
Problemen bel der massenspekirometrischen Bestimmung durch  lonenunterdriickung  fihrte,
weshdb hier besonders wenig gefunden wird. Zum Tal traf dies auch auf das Ablaufwasser
zu. Zwar war das Verfahren auf Oberflachenwasser abgestimmt, aber in Kap. 4.1.3.1 konnte
gezeigt werden, dass auch in Wasser, welches hoch mit Abwasser belastetet war, die
lonenunterdriickung nicht stérker war, as in unbelastetem Wasser und nicht zu stérkeren
Unterbestimmungen flhrte, weshdb ene ungestdrte Messung von  Ablaufproben  méglich
schien. Dennoch konnte das hier untersuchte Ablaufwasser einen gewissen Einfluss auf die
MS-Messung haben, da es dch ja nicht um en ,norma“ geklartes Wasser handelt, sondern
um eine Art Fitrat vom Zulauf.

Allerdings handdt es dch ba de Kl&anlage hier um enen ganz besonderen Fdl. Da
tatsdchlich nur 150 Leute angeschlossen snd, misste direkt zu erkennen san, ob en
Einwohner  aktudl Antibiotika nimmt. Wirde jemand zB. Sulfanethoxazol zu Hause
ennehmen, 0 wae mit 1600 mg an Eintrag pro Tag zu rechnen (bzw. 300 mg nach
korpereigenem Abbau), was eine Konzentration von 70 bzw. 14 pg/L ausmachen wirde.
Trotz ener lonenunterdriickung wirde en solcher Gehdt im pglL-Bereich zu erkennen san.
Uber das Zustandekommen dieser deutlich geringeren Gehdte kann folglich nur spekuliert
werden. Z.B. Einnehme von Medikamenten zu Hause, aber Ausscheidung vorwiegend am
Arbeitsplatz; Besuch von Personen, die Antibiotika einnehmen; Zeitpunkt der Probenahme
gaade zur Zet nach der letizten Einnéhme Eintrag durch Vermischung von dterem
belagteten Absatzschlamm mit frischem Zulauf. In Bezug auf die Substanzen ERY und CLI
konnten die geringen Gehdte durch Anwendung der aulerst gering doderten Augenhalmittel
oder durch nur geingfléchig aufgetragene Antigknemittd herrthren, be deren  Anwendung
(seheKap. 2.5.1.4 und 2.5.1.5) nur wenige Milligramm pro Tag eingesetzt werden.
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4.2.3 Oberflachenwasser

4.2.3.1 Substanzscreening

Zur Untersuchung von Obefléchengewéssarn sollte  zunéchst  ermittedt  werden,  welche
Antibiotikagruppen zu  den umwdtrdevanten gehdren; wedche dso nach  Einnahme,
Ausscheidung und Behandlung in Kl&anlagen noch zu messbaren Gehdten in den Gewéssarn
flhren konnen. Anhand der Verbrauchsmengen, der Pharmakokinetik und der Kenntnis der
Abbauprozesse it zwar ene Voraussage der Umwetkonzentrationen durchaus mdglich
(sehe Kap. 281, 2.8.2), jedoch konnen diese PEC nicht die Einzeldtuation im Gewasser
wiedergeben, sondern stehen nur fir gemittelte Durchschnittskonzentrationen.

Dazu wurden 40 Gewésserproben untersucht. Hierbel handdte es sich vorwiegend um Proben
aus dem Grol¥aum Koln-Bonn, die sowohl grofiere Strome und Fisse, wie Rhein, Seg,
Wupper und mittelgrol3e, wie Dhinn, Erft, Brdl, ds auch kleine Bache mitefassten. Se
entdammten aus dem Rhen-SegKres, Erftkrels, Stadt Bonn, Stadt Kdln, Kreis Euskirchen
und der Stadt Leverkusen. Es wurden aber auch Gewasser aus Ostwedtfaen (Krels Hoxter,
Kres Lippe, Krels Paderborn) und vom Niederrhein (Kreis Kleve) untersucht.

Die Proben waen so gewdhlt, dass durch sSe enesats Bdlungsgebiete mit Starker
anthropogener Beanflussung der Gewasser, und anderersaits landliche Gebiete mit  hohem
Antel an Landwirtschaft abgedeckt wurden. So sollte anhand der gefundenen Substanzen
ekannt werden, ob es zu dnem Eintrag von Veeinapharmaka aus der Ublichen
landwirtschaftlichen Praxis der Gllleausbringung in - Oberfléchengewasser  kommen  kann.
Entsprechend sollte erkannt werden, ob es in dark beseddten Gebieten zu hohen Eintragen
von Humanantibiotika kommt. Zunédchst wurde daher das Hauptaugenmerk auf die
verschiedenen Substanzen gelegt und die Konzentrationsspanne, in der Se auftraten.

Es zeigte dch, dass in jedem der Gewdsser AntibiotikaRickstdnde nachgewiesen werden
konnten, wenn auch die Konzentrationen oftmas nahe der Bestimmungsgrenze lagen. Es gab
adso kein vollkommen unbelasietes Gewédsser unter den hier untersuchten, wenn auch der
Bdasungszustand sehr gtark von Gewésser zu Gewasser differiert. Antibiotika zdhlen dso zu
den Substanzen, die sehr welit in der aguatischen Umwelt verbreitet sind.
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Zwischen den verschiedenen Antibiotikagruppen snd sehr grofRe Unterschiede zu  sehen.
Manche werden so gut wie nie detektiert, wohingegen andere in nahezu jeder Probe zu finden
and:

a) Penicilline, Aminopenicilline

Von den zwdlf Subgstanzen diesr Gruppe konnten in den 40 Screening-Proben nur fnf
verschiedene gefunden werden; Amoxicillin (4 von 40 Probeny bis 6 nglL), Ampiallin
(1Probe 26 ng/L), Hucoxacillin (1 Probe; 7 ng/lL), Mezocillin (1 Probe 5 nglL),
Fiperacillin (6 Proben; bis 48 ng/L). Von diesen gefundenen waren gleichzeitig hdchsens drel
verschiedene in einer Probe zu finden (Wupper). Die Tatsache, dass die Konzentrationen nur
sehr gering snd, und nur deben der  viezig Gewassarproben  Rickstande von
[3-Lactamantibiotika aufweisen, bestédtigt die Aussage in Kap. 2.7.1.4, dass diese Substanzen
in Abwéssern sehr leicht abbaubar snd und daher in den Vorflutern keaum mehr etwas von
ihnen zu finden i

Inggesamt  gesehen, bleiben die Penicdlline in ihrer Bedeutung in der aguatischen Umwelt
hinter anderen Substanzen deutlich zurlick, obwohl dies nicht ihrer Bedeutung in der
Therapie, ds wetaus am géarksten verschriebene Gruppe, gerecht wird. Anders Seht es hier
scher aus, wenn Metaboliten betrachtet wirden, vor dlem die gedffnete Ringform oder Ester
der Substanzen, sofern das Aminopenicillansduregrundgerist (auch die gedffnete Form) im
Kl&ranlagenprozess nicht noch weiter abgebaut wird. Da es sch aber be diesem Grundgertist
um ene Form enes Dipeptids handdt [49], is es wahrschenlich, dass auch ein welterer
Abbau noch vongtatten gehen wird.

b) Tetracycline

Noch sdtener ds die Penicilline waren in den Screeningproben die vier Tetracycline zu
finden. Von ihnen war lediglich in einer Probe (Rotbach im Erftkreis) Tetracyclin mit 13 ng/L
zu finden.

Nachdem auch in den Untersuchungen mit dotiertem Boden (Kap. 4.1.5), in dem, trotz hoher
Datierungen (Konz. im Boden 20 mg/kg) nach ener gewissen Dauer der Alterung, keinerle
Tetracycline mehr gefunden werden konnten, i es nicht Uberraschend, dass auch in den
Gewdssern  Tetracyclinriicksténde aul3erst sdten auftreten. Auch in anderen Studien, sSehe
Kap. 2.7.1.6 konnten Tetracycline in Oberflachengewassern fast nie gefunden werden, was
vor dlem an den substanzspezifischen Eigenschaften liegt (Sehe Kap. 2.7.1.3), manchma
aber auch an den hohen Bestimmungsgrenzen der angewandten Verfahren.
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Mit hier verwendeten Methode, konnte bei ener BG von 10 ng/L immerhin einmd
Tetracyclin in vierzig Proben gefunden werden.

¢) Fluorochinolone

Ciprofloxacin und Ofloxacin  konnten gelegentlich, jedoch nur in niedrigen Konzentrationen,
in den Proben gefunden werden. Auch hierba lagen die Konzentrationen im unteren ng/L-
Bereich. Ofloxacin konnte in sechs Proben bis 20 ng/lL, Ciprofloxacin in zwe Proben, bis
9 ng/L gemessen werden.

Untersuchungen schwelizerischer  Oberflachengewédsser bestétigen  ebenfadls das  <dtere
Auftreten von Huorochinolonen. Dabel fanden se dnliche Gehdte, wie se hier bestimmt
wurden, ndmlich zwischen 5 und 20 ng/L [152].

Die Begrindung fir das sdtene Auftreten in geringen Konzentrationen ist auch be den
Fluorochinolonen in den Substarweigenschaften und in ihrem Verhdten in Kl&anlagen
prozessen zu sehen (dehe Kap. 2.7.1.4), wodurch de schon in Klé&ranlagenabldufen nur in
geringen Konzentrationen vorhanden snd. Betrachtet man gefundene Konzentrationen in
Abwéssern von Ofloxacin und Ciprofloxacin im zwegdligen ng/L-Bereich, bis zu wenigen
hundert ng/L (dehe Kap. 2.7.14), 0 liegen die hier in dieser Untersuchung gefundenen
Gehdte von bis zu 20 ng/L in Oberflachengewassern im erwarteten Bereich, wenn man von

elner weiteren Verdinnung des Abwassers des Faktors 10 ausgeht.

d) Lincosamide und Makrolide

Diese Gruppen wurden auf acht Verreter untersucht. Rdativ  haufig konnten davon
Claiithromycin (CLA), Clindamycin (CLI), Erythromycin (ERY) und Roxithromycin (ROX)
gefunden werden. Se waren in den mesten der Proben enthdten. Etwas sdtener war
Azithromycin zu finden (bis zu 13 nglL), lediglich en enziges Md Tyloan mit 90 ng/L.
Spiramycin (SP, BG = 2 ng/L) und das Resarveantibiotikum Vancomycin (VAN, BG =
30ng/L) waren in keiner der Proben nachweisbar. Allerdings snd auch die Einsatzmengen
diesr Subgtanzen im Vergleich zu anderen Antibiotika &ul3erst gering (Jahr 2001, 300 kg fur
SPI, 1000 kg fur VAN, zum Vergleich Sehe Tab. 5).

Die Konzentrationen von CLI, CLA und ROX lagen zumeis zwischen 10 und 30 ng/L.
Deutlich hthere Gehdte waren von Erythromycin mit bis zu 300 ng/L zu finden, mas Uber
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50 ng/L. Von den insgesamt 40 Proben enthidten 35 messbare Gehdte an ERY, 29 an CLI,
27 an ROX, 26 an CLA.
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7|,
— 180 oxi \ L 180
é’ 160 I Erythromycin 160
‘c 140 L 140
S 120 L 120
£ 100 [ 100
N 80 - 80
g 60 [ 60
40 L 40
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0 - LA EAPAPAL I To
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
Fluss - Nr.
1. Ahrenbach 5. Vilicher Bach 9. Brol 13. Neffelbach
2. Bruchbach 6. Dhinn 10. Seg 14. Agger
3. Strunder Bach 7. Rotbach 11. Swistbach 15. Erft
4. Jungbach 8. Rhein 12. Segl. Muhlgraben  16. Wupper
Abbildung 35: Gehalte von Makroliden und Lincosamiden in Oberflachengewassern

im Grof3raum Koéln-Bonn [ng/L], Messung April 2002

Man erkennt in Abb. 35, dass in nahezu jeder Probe Rickstdnde dieser Wirkstoffgruppe
anzutreffen waren und die Summe der Gehdte an diesen vier Substanzen aleine schon 100
ng/L haufig Uberdieg. Mit Jahresaufwandmengen im Humanbereich von nahezu 10.000 kg
(be ERY mehr) (Sehe [85], eigene Berechnungen, Tab. 6) werden diese Substanzen zwar in
geringerem Male angewandt, ds manche [3-Lactamantibiotika oder Sulfonamide, aber auch
noch reatv haufig. Snd sSe dazu noch schwach abbaubar, gut wasserlédich oder konnen
Klaranlagenprozesse leicht ungestort Uberstehen, so ist der Eintrag und der Nachweis in
Oberflachengewéssern  leicht  nachvollzienbar. Andere  Untersuchungen von  Oberflachen
gewdssern und Kléranlagenwéssern (Sehe Kap. 2.7.1.4) zeigten ebenfalls, wie auch in den
hier beprobten Oberflachengewéssern, dass die Konzentrationen von Erythromycin in
Deutschland meist deutlich Uber denen der anderen Makrolide liegen, was auf die hheren
Aufwandmengen von ERY zurlickzufihren ig.
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Verglichen mit den PEC Werten fir Obeflachenwasser, konnten die bilanzieten Werte gut
andytisch bestétigt werden. Als PEC war fir ERY etwa 100 ng/L, fur CLI ca 25 ng/L (Sehe
Tab. 7) berechnet worden; dso Konzentrationen, die in enigen der Gewasser auch tatsachlich

S0 vorgefunden wurden.,

Zu dem Befund von Tylosn, welches in einer einzigen Probe nachgewiesen werden konnte,
ig zu sagen, dass Tylosn en reines Veeingantibiotikum dargdlt. Es wird nicht im
Humanbereich verwendet, weshdb es auch in Kl&ranlagenwassern bisher nicht gefunden
werden konnte. Im Rotbach (Erftkrels) lag der Gehat im Dezember 2001 bel 91 ng/L. Bis
1999 wa Tylosn en zugeassener Lesungsforderer. Saitdem i seine Vewendung auf die
Therapie und Prophylaxe be Tieren beschrdnkt. Der Nachweis diesr Substanz  zeigt
endeutig, dass es zu dnem Eintrag von Veeindantibiotika in Oberflachengewasser
tasichlich  kommen kann. Diesr Eintrag kann bezogen auf Tylosn aufgrund dieses
Einzelbefundes aber nur ds gering eingestuft werden.

€) Sulfonamide und Trimethoprim

Die haufig in de Humanmedizin engessizten Antibiotika Sulfamethoxazol und
Trimethoprim waren ebenso, wie Erythromycin und andere Makrolide in den meisten der
Proben zu finden. Von vierzig Proben wiesen 34 Rickstdnde an SMX und 30 an TRI auf. Die
Konzentrationen von SMX reichten dabel von Werten nahe der Besimmungsgrenze (2 ng/L)
bis zu 98 ng/L, oftmds 40-60 ng/L; von Trimethoprim lagen e mes um 10 ng/L, bis zu
71 ng/lL. Dabel war festzudstellen, dass die beiden Substanzen zumeist in den sdben Proben
gleichzetig auftreten. Verglichen mit den PEC-Werten in Oberflachenwasser bestétigen diese
Ergebnisse recht gut die Berechnungen, die SMX in Konzentrationen von etwa 100 ng/L und
TRI von etwa 45 ng/L sahen, wenn auch die gefundenen Konzentrationen leicht darunter
lagen. Dass diese Substanzen auch in den Gewdssern fast immer zusammen auftauchen, liegt
daran, dass de auch in den phamezeutischen Mittdn zur Humanbehandlung immer
Zusammen eingesetzt werderr®.,

In vergleichbaren Studien lagen die Gehdte von SMX und TRI in Oberflachengewdssern
ebenfdls in dem beobachteten Bereich, manchma aber auch darlber (Sehe Kap. 2.7.1.6).

%8 Trimethoprim wird z.T. auch aleine oder in Kombination mit anderen Sulfonamiden

eingesetzt, wobei die Aufwandmengen dieser Mittel alerdings im Vergleich zur
Formulierung ,, Cotrimoxazol® zu vernachlassigen sind.
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Dabed war, wie auch hier (Sehe Abb. 36), festzugdlen, dass die Konzentrationen von
Sulfamethoxazol nahezu immer hoher lagen ds die von Trimethoprim.
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1. Jungbach 5. Vilicher Bach 9. Agger 13. Erft
2. Strunder Bach 6. Dhinn 10. Segl. Miuhlgraben  14. Swist
3. Ahrenbach 7.Seg 11. Rotbach 15. Wupper
4. Bruchbach 8. Brdl 12. Rhein 16. Neffelbach
Abbildung 36: Darstellung des Verhaltnisses von Sulfamethoxazol zu Trimethoprim in

Oberflachengewassern im Grofraum Koln-Bonn, Konzentrationen
[ng/L] im November 2001 (oben) und April 2002 (unten)
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Trotz der unterschiedlichen Abbauraten im Korper und im Klaranlagenprozess kann somit das
Verhdtnis, welches in den Arznemitteln vorliegt (SMIX:TRI, 5:1), in der Tendenz auch noch
in den Oberflachengewéassern erkannt werden. Berechnungen dazu gellte auch eine Studie zur
Grundwasserbelastung in Baden-Wrttemberg an [133], die en solches Verhdtnis ebenfdls
in den Oberfldchengewdssarn, nicht aber mehr im Grundwasser feststdlten, da TRI wohl
aufgrund saines unterschiedlichen Sorptionsverhdtens dort nicht mehr ankommt. Die Gehdte
in den Gewéssarn wurden in der gleichen Grofee wie hier im Grolyaum Koln-Bonn bestimmt
(SMX 25-163 ng/L, TRI 7-24 ng/L).

Sulfadimidin wird in Deutschland ausschliefdich ds reines Veterindrantibiotikum  verwendet.
Sollten Gehdte davon in Obeflachengewdssern zu finden sain, 0 ig dies eine Bedtéigung
fir den Eintrag von Veeinaphamaka und somit, ds wahrschenlichse Ursache, fir enen
Eintrag aus der Landwirtschaft. Denkbar und in Kap. 2.7.2.5 angesprochen ist zwar auch en
Eintrag von Veterindpharmaka aus dem Klein- und Haudtierbereich in Abwésser und damit
Uber den Pfad der Kl&anlagen mdglich (durch Abschwemmung von Ausscheidungen von
varsegdten Héchen in die Kandisation oder durch die Anwendungspraktiken in Tierpraxen),
doch dirfte diesr in dar Bedeutung eher hinter einem mdglichen Eintrag aus der
Landwirtschaft, mit den Verfahren der Gllleausbringung und der Mohilitd von Substanzen
nach Regenereignissen, zurtickstehen.

Von den viezig Proben konnten in sechs Ricksande von Sulfadimidin nachgewiesen
werden. Diee lagen im unteren ng/L-Bereich nahe der Bestimmungsgrenze, bis zu 7 ng/L.
Nachdem dso Sulfadimidin-Ricksénde sowohl in Gille-, ds auch in Bodenproben
nachgewiesen werden konnten, it nun bewiesen, dass solche Stoffe auch die Oberfléchen
gewasser erechen konnen. Auch in ener anderen  Untersuchung  konnten  reine
Veterindrantibiotika in Oberflachengewéssern gefunden werden (Sehe Kap. 2.7.2.4). Alla-
dings waren dabei in Proben von Obeflachengewédssarn mit einem hohen Antell an
kommundem Abwasser keinerlei Gehdte zu finden, was dafir spricht, dass Gehdte, so se
denn auftreten, nicht Uber den Abwasserpfad, sondern Uber den Pfad der Landwirtschaft
engetragen  werden.  Gleichwohl wurden in der BLAC-Sudie auch in manchen
Abwasserproben schon SDM-Gehdte gefunden [85].

In den sxchs Gewéssarn, die SDM-Ricksténde enthdten, snd zwar  ebenfals
Humanantibiotika enthalten, was aso darauf hindeutet, dass se durch kommunde Abwasser
beeinflust snd, jedoch sind dies nicht gerade Gewésser, die die hdchsen Human
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Antibiotikegehdte aufweisen, sondern nur durchschnittliche Gehdte haben. AuRerdem kann
auch be anthropogen bedanflussten Gewdssarn zusdizlich, bedingt durch die Einzugsgebiete
der Hielgewdsser, durchaus en Einfluss von landwirtschaftlich geprégten  Regionen
ausgehen.

f) Diversitat der Flisse

Betrachtet man die verschiedenen Fisse, s0 zeigt Sch zundchgt en recht unenhatliches Bild.
Die Fisse, die die grolde Auswvahl an Substanzen enthidten, bzw. die die hochgten
Konzentrationen der Stoffe aufweisen, waren sowohl relativ grofe Hisse, as auch kleine
schmae Bé&che. Der Fluss mit den meisen verschiedenen Substanzen der 29 untersuchten
Antibiotika war die Wupper mit bis zu 11 Stoffen. Im Rhein waren bis zu neun der
Substanzen zu finden. Demgegeniber zeigte en kleiner Bach (Rotterbach) im Rhein-Seg
Kreis Gehdte von 11 verschiedenen Antibiotikaa Auch en relativ kleiner Bach wie der
Neffdbach wies acht Substanzen in zT. vergldchswveise hohen Konzentrationen auf *°.
Ebenfdls acht der 29 Stoffe waren in Agger und Erft nachweisbar.

Von der Hohe der Gehdte gesehen, zeigten sich Wupper, Erft, Agger, aber auch Rotbach,
Neffelbach, Wormkebach und Rotterbach as besonders belastet. Be einem FHuss wie der
Wupper ig dies nicht verwunderlich, wo se doch ds stark anthropogen beeinflusst gilt und
zeitweise Abwasseranteile von 40 % aufweist. Als Summe der 29 Antibiotika war hier eine
Konzentration im April von Uber 600 ng/L vorhanden. Die Summenkonzentration in der Erft
betrug im gleichen Monat mehr ds 250 ng/L, in der Agger mehr as 220 ng/L, aber auch in
den klenen Gewassern wie Rotterbach mehr ads 400 ng/L, Wormkebach 160 ng/L,
Neffelbach 190 ng/L (siehe Tab. 28).

Grund fur die hohen Gehdte beisiidsweise im Rotterbach war eine Klaanlage, die nahe der
Probenahmestelle die geklaten Abwésser enleitet. In kleinen Gewéssern hat ein solcher
Eintrag enen d&keren Einfluss auf die Konzentretionen ds en ebensolcher Eintrag in enem
groleren Fluss bewirken wirde.

%9 GroRenverhaltnisse  Die Wupper ist einer der groferen Flilsse im Untersuchungsgebiet, mit einem
Gesamtwasserabfluss im Jahr 2003 von 463,6 Mio. m. Der Neffelbach zahlt nit
einem Gesamtwasserabfluss im Jahr 2003 von 14,5 Mio. ni zu den relativ kleinen
Gewassern.
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Tabelle 28: Antibiotika-Gehalte in ausgewahiten Oberflachengewédssern in
Ostwestfalen (Januar 2002), Niederrhein (Dezember 2001), Grof3raum

Kdln-Bonn (April 2002) [ng/L]

c £ 5 ¢ £ 5 E ¢ E =
= £ & & 5 & & 5 B £ 8§
= 3 £ £ 5§ g2 £ § 8 € § & £
5 35 B £ £ 8 & £E 3 § £ = 8
= g3 g £ § 2 £ % £E 8 & ¢ 38
= =) Q N E e > (@) = = = 2 =
< I & < O O W @& £ @3 @ © ©b
Boker-
Heide-Kanal 4 65 4 4
Emmer 1 2 49 6 19
Nethe 4 46 5 4 3 34
Pader 1 4
Weser 3 8 6 8 10 12 3 35 5
Wormkebach 1 135 12 3 12
Niers 4
Rotterbach 7 48 2 37 24 190 14 8 52 9 20
Agger 1 7 15 117 9 30 2 46
Erft 4 19 15 132 11 18 62 5
Rhan 8 7 58 5 7 36
Neffelbach 9 16 113 7 14 34
Wupper 26 10 13 18 32 304 31 71 98 4

Es last sch adso nicht pauscha sagen, dass grof¥ere Gewasser dtérker belagtet sind, ds
klenere, da immer der Einzefal betrachtet werden muss. Wenn nun dso ein wassarreicherer
Fluss, wie die Erft oder die Wupper hthere Konzentrationen aufweist, so it dies bedingt
durch enen entsprechend hohen Zufluss aus Kl&ranlagen. Dass die Werte im Rhen,
veaglichen damit niedriger liegen, ha letztlich mit dem verhdtnismddg geingeren Eintrag
aus Klaranlagen und daher mit dem Verdinnungseffekt zu tun.
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4.2.3.2 Gewasser screening

a) Erlauterungen zur Substanzauswahl

In den Untersuchungen zum Subgtanzscreening konnte festgestellt werden, dass von den 29
betrachteten Substanzen nicht dle rdevant in Bezug auf ihr Verhdten und ihre Verbreitung in
dr Umwdt dnd. So waen Penicllline und Tetracycdine nur séhr sdten und in
Konzentrationen nahe der Bestimmungsgrenze zu finden. Auch von den Makroliden konnten
en paar Substanzen nicht in den Gewassern nachgewiesen werden.

Somit wurde fir en umfangreiches Gewdsserscreening (auch fur die Untersuchung in
Zeitrehen) eine Auswahl an Subgtanzen getroffen, in der zum enen die umwetrdevanten
Soffe enthaten waren, dso Stoffe, die von der Verschrelbungszahl recht bedeutsam sind und
gleichzeitig durch ihre hohere Stabilitdt und ihre geringe Sorptionsféhigkeit nur moderat am
Eintrag in die Obeflachengewésser behindert werden und in nachweisbaren Konzentrationen
dort vorliegen. Zum anderen sollte die Auswahl Stoffe berlicksichtigen, an deren Auftreten
direkt erkannt werden konnte, ob en Eintrag aus dem kommunaden Abwasser erfolgt war und
somit diee Stoffe aus der Humananwendung stammten bzw. ob der Eintrag aus der
Veteringranwendung und damit wahrscheinlich aus der Landwirtschaft erfolgt war.

Mit der gefundenen Auswahl wurde eine Reduzierung der Anzahl von 29 Stoffen auf neun
vorgenommen. Darin waren Huorochinolone, Makrolide (und Lincosamide), Sulfonamide
und (> Lactamantibiotika enthalten (Sehe Tab. 29).

Es wurde versucht, in den verschiedenen Antibiotikaklassen Substanzpaare zu finden, deren
Vetreter entweder dleinig nur in der Veterindr- oder der Humanmedizin angewendet werden.
Dies gnd die Paare Ciprofloxacin-Enrofloxacin,  Sulfadimidin-Sulfamethoxazol, Tylosn-
Clindamycin®. Zusitzlich wurde noch Trimethoprim ds Synergist untersucht, welches in
beiden Bereichen zur Anwendung kommt, aber vor dlem in  Kombination mit
Sulfamethoxazol Bedeutung hat. Als Vertreter der Penicilline wurde Phenoxymethylpenicillin
betrachtet, welches zwar im Substanzscreening zuvor noch nicht gefunden werden konnte,
welches aber sehr hohe Anwendungsmengen hat und zumindest im Kl&anlagenzulauf hohe
PEC-Werte aufwelst.

e Als eigentliches Pendant zu Tylosin kann auch das Makrolid Erythromycin betrachtet

werden, welches v.a. im Humanbereich, aber nicht ausschliefdlich angewendet wird.
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Tabelle 29: Untersuchte Antibiotika in Oberflachenwasser, ihre Antibiotikaklassen

und Anwendungsor ganismen

Substanz Antibiotikaklasse Anwendungsor ganismus’
Ciprofloxacin Fuorochinolone Mensch

Enrofloxacin FHuorochinolone Tier

Sulfadimidin Sulfonamide Tier

Sulfamethoxazol Sulfonamide Mensch

Trimethoprim Sulfonamide— Synergist Mensch, Tier
Erythromycin Makrolide Mensch, Tier

Tylosin Makrolide Tier

Clindamycin Lincosamide Mensch ™~

Penidllin vV [3-Lactamantibiotika Mensch

* %

Mit dem Anwendungsorganismus Tier ist immer die Verwendung bei Iebensmittelliefernden Tieren gemald
der VO 2377/90 gemeint, es kann auch sein, dass ein solches Mittel zusétzlich im Haus- und

Kleintierbereich eingesetzt wird. Ist nur ein Anwendungsorganismus angegeben, so erfolgt ausschliefdlich

**k kK%

dort die Anwendung; Ausnahmen siehe

Tylosin war friher als Leistungsforderer zugelassen. Heute wird es nur noch zur therapeutischen
Behandlung von Tieren eingesetzt. Im Humanbereich tritt es nicht als Wirkstoff auf; es wird aber in
Impflosungen zur Impfung gegen Influenza aus Grinden der Konservierung in geringen Konzentrationen
eingesetzt.

Es gibt von Clindamycin auf dem deutschen Markt ein Mittel, welches bei Hunden angewendet wird
(Clindamycin von CPPharma [40]). Die Verabreichung an zur Nahrungsmittelproduktion genutzte Tiere ist
jedoch nicht gestattet. Ansonsten ist Clindamycin alleinig fir den Humanbereich bestimmt.

Da PCV auschliedich im Humanbereich angewendet wird, konnte an dessen Auftreten en
Eintrag aus haudichen Abwassern weiter bestétigt werder?®. Zwar sind auch Ampidillin und
vor dlem Amoxicllin (héufigges Antibiotikum) wichtige Vertreter der [3-Lactamantibiotika,
well de aer glachemdien im Veeinabereich héufig eingesetzt werden, konnte aus ihren
Befunden nicht auf enen besimmten Eintragspfad geschlossen werden. Bel den Makroliden

Azithromycin, Claithromycin und Roxithromycin wéae dies mdglich, da de ausschligdich

1 pcv Phenoxymethylpenicillin ist gemad VO 2377/90 auch zur Anwendung in Tieren

gestattet, die zur Nahrungsmittelproduktion genutzt werden, jedoch existiert gemai
LilaListe auf dem deutschen Markt kein Mittel dieses Wirkstoffs.
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im Humanbereich angewendet werden. Als Vertreter diesr Gruppe wurde aber Erythromycin
betrachtet, von welchem es zwar auch Prgparate fur die veterindmedizinische Anwendung
gibt, welches aber vor dlem im Humanbereich sehr vid haufiger angewendet wird. Insgesamt
werden Makrolide in der Veeind&medizin in Deutschland nur sehr sdten  angewendet.
Gemd3 Thide-Bruhn [83] waren das in verschiedenen Regionen Deutschlands hochgtens 1 %
dar Gesamtveteringantibiotikaa Davon hat  dlerdings Tylosn ene bedeutend dérkere
Verbreitung ds Erythromycin. Eine Erhebung im Land Brandenburg zur Verwendung von
Tierazneimittln zeigte 1998/1999, dass innerhab enes Jahres etwa 6600 kg an Antibiotika
im gesamten Bundedand verbraucht wurden. Davon entfiden 80 kg (1.2 %) auf
Tylosnprgparate. Andere Makrolide, wie Erythromycin und Spiramycin  wurden hingegen
Uberhaupt nicht verwendet [81]. Erhebungen in anderen Regionen [82, 187] zeigten ebenfals,
dass Tylosn das vorherrschende Makrolid im Veterindbereich ist, dass Erythromycin kaum

verwendet wird und es somit vor alem as Humanantibiotikum betrachtet werden kann.

b) Erlauterungen zur Gewasserauswahl

Zum Gewédsserscreening sollte eine grof3e Auswahl an  Oberflachengewéssern  untersucht
werden, die aus verschiedensten Teilen Nordrhein-Westfaens sammten. Dazu waren in Kap.
4.2.3.1 schon 24 Flusse und Bache aus dem Gebiet des Niederrheins, Ciwestfalens und dem
Grol¥aum Koln-Bonn beschrieben worden. Zur Ergdnzung wurden weitere Proben gezogen,
die aus anderen Telen des Landes sammten, namlich aus dem Hochsauerlandkrels und den
Kreisen Wesd und Steinfurt (sehe Abb. 37).

Mit der Auswahl dieser Gebiete sollten Gewdsser aus Regionen Nordrhein-Westfdens mit
shr  unterschiedlichen  Héachennutzungen (Gewerbe, Landwirtschaft, Besedlung) in  das
Screening einbezogen werden.

Um den Einfluss enes dichtbeseddten Gebigtes auf die Gehdte von Antibiotika in
Oberflachengewéssern zu erkennen, dienten vor dlem Proben aus dem Grolyaum Kdln-Bonn,
besonders in direkter Néhe zu den Stédten. Diesen gegenlber gestellt wurden Proben aus
gark landwirtscheftlich geprégten Gegenden, wie aus den &ul3eren Bereichen des Grolyaumes
Kdln-Bonn, mit den Kreisen Diren und Erftkres vor dlem aber aus dem Gebiet
Oswedfden und dem Hochsauerlandkres mit groem Antel an  Intensvtierhatungs-
betrieben. Ebenfdls stark landlich geprégt snd die Gebiete des Niederrheines und des

Hochsauerlandes.
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Abbildung 37: Darstellung der Kreiskarte mit den eingezeichneten Probe-
nahmegebieten in Nordrhein-Westfalen. Mit Ovalen umgrenzt sind die
Gebiete, in denen Proben von Oberflachengewassern genommen
wurden

Aus dem Kres Seinfurt wurde eine Probe aus dem Frischhofsbachgebiet geholt, enem
Landdrich, der durch intendven Masanbau gepragt i und der mit ene Vidzahl von
Entwasserungsgrében  ausgedtattet i, die sch dle im Frischhofsbach vereinigen. Dadurch
soliten an beliebiger Stelle in dem Gebiet ausgetragene Stoffe durch Beprobung des Baches
egkannt werden, was in enem andeen Forschungsprojekt zum  Monitoring  von
Pflanzenschutzmitteln im Maisanbau ausgenutzt wurde®?.,

62 Projekt am Ingtitut fur Pflanzenerndhrung (damals: Agrikulturchemisches Institut) der

Universitét Bonn im Auftrag des MUNLV-NRW (damals MURL-NRW) von 1994-
1997: , Untersuchungen zum Rickstandsverhalten von Pflanzenschutzmitteln in den
Boden des Einzugsgebietes des Frischhofsbaches oberhalb der Entnahmestelle zur
Grundwasseranreicherung im Wasserwerk St. Arnold/Neuenkirchen, Kreis Steinfurt"
[146]



211

Es sollte dso vor dlem der Frage nachgegangen werden, ob in urbaneren Gebieten hohere
Einrige an Humanpharmaka in die Gewadssr zu vezeichnen snd, und ob in landlich
gepragten Gebieten vor dlem Veterinarantibiotika in Bachen und Fliissen zu finden sind.

c) Erlauterungen zur Bedeutung des Probenahmezeitpunktes

Besonders Starkregenereignisse konnen dazu flhren, dass nach jungst efolgter Gille-
ausoringung ene oberflachliche Abschwemmung geschieht, oder dass eine Versckerung und
Bodenpassage durch Makroporen efolgt. Auch darke Windverhdtnisse wéhrend der
Ausbringung mittels Streuteller konnen durch Verwehung zu einem Eintrag in en Gewésser
fihren (dehe Kap. 2.7.2.4). Daher i der Probenahmezeitpunkt mitunter bedeutsam fir den
Nachweis von Veterindrantibiotika. Nicht so sehr bedeutend sollte er ba dem Nachweis von
Humanphamaka sein, da durch Kl&anlagen zumes ene deige Einleitung von geklértem
Abwassr efolgt. Um adso enen Eintrag der Landwirtschaft gezidt ausmachen zu konnen,
bedaf es besonderer Kenntnisse der Ausbringungszeiter®, der betroffenen Flachen, der
Audbringungsmengen und -art, und der Gehdte in den Glllen. Hat man diese umfangreichen
Kenntnisse nicht, oder mochte anhand enes Screening lediglich erkennen, wie die
grundsitzliche Beadungssituation der Gewdsser ausselt, o i¢ en  Entrag von
Veerindrpharmaka nur durch ene grol®e Probenanzahl zu erkennen, wodurch die
Wahrscheinlichkeit erhdht wird, den Moment ener Eintragsstuation auszumachen. Daher
wurden die Gewésser nur s Tagesainzel proben untersucht.

In den Proben des Substanzscreenings (Kap. 4.2.31) wurde ekannt, dass zwar
Veterinapharmaka zum Tel gefunden werden konnen, dass aber die Konzentrationen dabel
mes (Sulfadimidin) im Bereich der Bestimmungsgrenze liegen. Es kann aber auch passeren,
dass, wie im Fal des Tylosnfundes im Rotbach (90 ng/L), ene erhohte Konzentration
gefunden werden kann. In solchen Fdlen bietet die Probenahme zu einem gewissen Zeitpunkt
ds Einzdtagesprobe die Mdoglichket, Eintragsspitzen zufdlig zu erkennen. Wirde man
Tagesmischproben nehmen, so wirde dadurch die Gefahr bestehen, dass eine solche Spitze
durch Verdinnungseffekte nicht mehr so deutlich zu erkennen ist, bzw. die Konzentrationen
sogar unterhab der Nachweisgrenze liegen. Demgegeniber it es bel  Tageseinzelproben

63 Ausbringungszeitraum GemaR Diingeverordnung § 3 (4) darf zwischen dem 15. November und dem 15.
Januar keine Gille, Jauche oder Geflligelkot ausgebracht werden. Es kénnen jedoch
Ausnahmegenehmigungen erteilt werden, so dass auch in Wintermonaten es zu einem
Eintrag durch frisch applizierte Gille kommen kann.
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madglich, dass der Zeitpunkt einer Spitze gar nicht getroffen wird und es zu einem negativen
Befund kommit. (zur detaillierteren Untersuchung des Tageszeiteinflusses, sehe Kap. 4.2.3.3)

d) Screening von Flief3gewassern

Mit der Untersuchung von Gewdssern aus verschiedensten Gebiete Nordrhein-Westfalens
kaon man nicht zu der verdlgemeneten Schlussfolgerungen bezlglich des Auftretens von
Human und Veterindpharmaka kommen, dass Gebiete des dsarken landwirtschaftlichen
Gepréges durch erhdhte Konzentrationen an  Veterindrantibiotika charakterisert  werden
konnen.

So wiesen die Proben aus Ostwestfalen, vom Niederrhein und dem Hochsauerland von den
Antibiotika ~ Sulfadimidin, Enrofloxacin  und  Tylodn nur  sdten und  nur  geringe
Konzentrationen auf. In den vier Proben des Hochsauerlandes (Friihjahr 2003), von denen es
sch be dreen um recht klene Béche handdt, konnten keine Veterindantibiotika gefunden
werden. Die Ruhr (vom Abflussvolumen etwa 10-20 x grof3er) enthidt nur geringe Gehdte
der Humanantibiotika Erythromycin und Sulfamethoxazol. Spuren von letzterem (1 ng/L)
waren auch in der Neger zu finden. In der Probe des Frischhofsbachgebietes, waren keine
Gehdte der neun Antibiotika nachzuweisen. Die Proben des Kreises Wesd (nérdlich des
Ruhrgebietes), enthidten trotz der landlichen Regionen, in denen sSe velaufen, nur
Rickgénde von Mitteln aus der Humananwendung. Dies i zwar bel dem kinslichen
Gewasser des Wesdl-Datteln-Kanales noch zu erwarten, da er Uber eine Strecke von mehr als
40 km keine natlrlichen Zuflisse aufweis und vollkommen gerade und ohne zu méandrieren
verlauft, nicht jedoch be enem natlrlichen Huss wie der Issd. Aus dem Gebiet
Osiwestfaens waren sechs Proben untersucht worden, von denen drel messbare Gehdte des
Veteringantibiotikums Sulfadimidin enthidten (dehe Tab. 28). Tyloan war nicht zu finden
(Enrofloxacin - nicht  untersucht). Ansongen enthidten diee Gewdssr Gehdte an
Humanantibiotika, wie dse auch in anderen Gebieten des Landes vorkommen. Die
Konzentrationen waren dabe dhnlich wie von manchem Gewéssr im Raum Kdln-Bonn. In
der Probe der Niers (Niederrhein) war auler Gehdten von Erythromycin im  unteren
ng/L-Bereich kein weiteres von 29 Antibiotika zu finden.

Verglecht man die Gewdsser aus den mehr agrarisch geprégten Regionen mit denen aus dem
Raum Kdéln-Bonn, so seht man, dass auch dort vorwiegend Humanantibiotika gefunden
wurden. Fdls Veeindrantibiotika vorkamen, so lagen die Gehdte im engdligen ng/L-
Bereich. Aber auch in den Proben des dichtbeseddten Kdéln-Bonner Raumes waren
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gelegentlich  Veeinarantibiotika zu finden. So wurden in der Wupper Gehdte an
Enrofloxacin von maxima 9 ng/L gefunden, in Seg, Agger und Rhein von ca 4 ng/L. Ebenso
konnten Ruckstdnde dieses Fuorochinolons im Strunder Bach und im Vilicher Bach
betimmt werden, die zwar ebenfdls im Grofl¥aum flief¥en, aber zumes in den landlicheren
Randbereichen.  Wurden Gehdte von Enrofloxacin, Sulfadimidin - oder Tylosn in  den
groleren Gewdssern in den  Bdlungggebieten ekannt, so stammten die  Eintrdge
wahrscheinlich noch aus den Bereichen, in denen das Gewédssyr im l&ndlichen Gebiet fligl,
bzw. aus dessen Zuflissen. Auch Sulfadimidin konnte in den Hissen des Kdln-Bonner
Raumes erkannt werden, wenn auch nur sdlten und ebenfdls in niedrigen Konzentrationen bis
8 ng/L (Vilicher Bach), aber auch in der Swigt und im Jungbach bis 7 ng/L, sowie in welteren

Gewdssern in noch geringeren Gehdten.

Anhand des Vorkommens von bestimmten Substanzen lassen dch die  verschiedenen
Regionen Nordrhein-Wedfdens nicht klassfizieren. Das Spektrum der  vorkommenden
Antibiotika i sowohl in |&ndlichen Gebigten, ds auch in urbanen Regionen sehr
vaglechbar. Es dnd vor dlem Humanantibiotka zu finden und nur geegentlich
Veteringantibiotika. Letztere snd nicht einschrankend nur in bestimmten Regionen zu
finden, sondern in verschiedensten Gewéssern des Landes.

Erschwert wird ene Aussage Uber veterindmedizinisch genutzte Huorochinolone, da
Ciprofloxacin  ein  Abbauprodukt von Enrofloxacin nach Abspdtung der Ethylgruppe ist
(sehe Abb. 5) [124]. Werden in einem Gewdsser Gehdte an Ciprofloxacin gefunden, so kann
es sn, dass diee urspringlich aus einer Anwendung von EFL be Tieren herrthrt [100].
Zwar wurden CFL-Gehdlte, wie in Kap. 4.2.3.1 ¢ erwahnt, rur relativ selten gefunden, aber es
i durchaus moglich, besonders bei Proben, in denen messbare Konzentrationen von beiden
Fluorochinolonen gleichzeitig gefunden wurden, dass auch hiefir en Eintrag aus der
Landwirtschaft verantwortlich ig.

Als enziger Unterschied der Proben aus gering beseddten Regionen zu den aus urbaneren
Réumen, scheint en geringerer Gesamtgehdt an Antibiotika zu sein. Dafir spricht, dass in
enigen der Gewdsser Uberhaupt keine messbaren Konzentrationen gefunden wurden und in
anderen nur sehr geringe Gesamtkonzentrationen (Sehe Tab. 28, 30). Allerdings gibt es auch
in den Bdlungspebieten enzdne Gewéasser, in denen fast nie Antibiotika gefunden wurden
oder nur sehr geringe Gehdte von ihnen. Auf der anderen Sate wiesen einzelne Gewéasser des
landlichen Raumes dagegen sehr hohe Konzentrationen auf, wie anhand des Wormkebaches
und des Rotterbaches gezeigt werden konnte (Siehe Tab. 30).
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Tabelle 30: Gesamtkonzentrationen als Summe von neun Antibiotika in Gewéssern
verschiedener Regionen Nordrhein-Westfalens, Proben aus Ostwest-
falen April 2002, Niers, Rotterbach Dezember 2001, Region
Niederrhein Januar 2003, Sauerland, April 2003, KéIn-Bonn Mai 2003

Region Gewasser Konz. [ng/lL] Gewasser Konz. ng/L]

Kdln-Bonn Agger 74 Rotbach 22
Ahrenbach 6 Rotterbach* 261
Brol 79 Seg 51
Bruchbach 0 Segl. Mihigraben 74
Dhiinn 50 Strunder Bach 0
Erft 149 Swistbach 212
Jungbach 12 Vilicher Bach 0
Neffelbach 93 Wupper 264
Rhein 28

Ostwestfalen Boker-Heide-Kanal* 78 Pader* 8
Emmer* 75 Weser* 135
Nethe* 85 Wormkebach* 142
Frischhofsbach 0

Hochsauerland Elpe 0 Ruhr 24
Neger 1 Vdme 0

Niederrhen s
Niers*

Wesdl-Dattdn-Kanal 46

B~ W

* Summe ohne EFL

Sowohl in Bezug auf die Gewassergrolde, ds auch in Bezug auf die Region snd dlgemene
Aussgen daher nur sehr schwierig zu treffen. Vidmehr muss die Einzdgtuation in @nem
Gewédsser, mit dessen Einzugsgebiet und den Kl&aanlageneinletungen betrachtet  werden
(seheKap. 2.7.1.6).

Die hochstbelasteten Gewasser waren in diesem Gewasserscreening einerseits grof3ere Flisse,
wie Wupper und Erft, im Grol¥aum Koéln-Bonn, die enen rdaiv hohen Abwasserantel
aufweisen, die aber auch grole Tele ihrer Einzugsgebiete in landwirtscheftlich genutzten
Gegenden haben. Andererseits zéhlten auch kleinere Bache, wie die beden erwdhnten, die
auschligich in landlichen Regionen flielen, zu den hdchgbelageten. Geht man be den
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Gewéassern ins Detail, so erkennt men, dass die hohen Konzentrationen fast immer aufgrund
des Eintrages von geklatem Abwasser herihren. Dies konnte schon beim  Rotterbach
gesehen werden (Siehe Kap. 4.2.3.1 f). Im Fal des Wormkebaches (Kreis Lippe), der fast nur
durch bewirtschaftete Héchen fligdd, waren es zwea Klaanlagen (Ligde-Elbrinxen und
Ligde-Rischenau) mit ca 5000 angexchlossenen Einwohnern, von denen die Eintrége

gammiten.

€) Untersuchung eines stehenden Gewassers

Zusitzlich zum Screening von Hieljgewassern, wurde auch ein stehendes Gewaésser beprobt.
Es handelt sch dabei um den Rotter See be Seglar, der aus ener ehemdigen Kiesgrube
entdanden is. Im Sommer dient er in enem dak frequentieten Naherholungsgebiet ds
Badegewasser. Da er vor dlem von Kindern und Jugendlichen genutzt wird, stand hier die
Beantwortung der Frage im Vordergrund, ob dermd aufgetragene Antibiotika aus der
Aknebehandlung nachgewiesen  werden  konnen, dso  besonders  Clindamycin und
Erythromycin. Dazu wurde & im Dezember 2002 (ohne Badenutzung), Anfang September
(Sommer mit intensiver Badenutzung) und im November 2003 beprobt.

Ein Eintrag von Humanantibiotika und somit auch von Anti-Aknemitteln konnte weder im
Winter noch im Sommer nachgewiesen werden. Topisch aufgebrachte Antibiotika haiten
daher in diesem exponierten Stehgewédsser keine Auswirkung auf die Gehdte. Das enzige
Antibiotikum, weches gefunden werden konnte, wa mit 4 ng/l  Enrofloxacin  im
September®®. Ein Eintrag davon ist moglicherweise durch umliegende Felder zu begriinden.
Der See sdbg liegt vom Niveau deutlich unterhdb der Umgebung, weshdb entweder durch
Versckerung nach Gilleausbringung Stoffe das Wasser erreichen konnen, oder aber durch
den Einfluss von Grundwasser. I8 das Grundwasser unterhdb der Felder enrofloxacinhdtig,
so kann es je nach HoOhe des Grundwasserpegels zu ener Vermischung mit dem

Obeflachenwasser und damit zu einer Kontamination kommen.

64 im Dezember und November war keines der neun Antibiotika nachweisbar
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4.2.3.3 Tagesgang

Der Zetpunkt der Probenahme kann durchaus enen gewissen Einfluss auf die Ergebnisse
haben (dehe Kap. 4.232 c¢). Daher wurde die tageszeitliche Veranderung der Konzen
trationen am Begpid enes Fusses Uberprift. Die Wupper bei Rheindorf wurde dazu an
einem Tag im Abstand von drel Stunden vierma beprobt (09.00 Uhr, 12.00 Uhr, 15.00 Uhr,
18.00 Uhr), sowie am folgenden Tag um 13.00 Uhr. In den Proben konnten jewells vier der
neun untersuchten Substanzen bestimmt werden (sehe Abb. 38).

160+ -160
] I 09.00 Uhr [
] I 15.00 Uhr _ I
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S S
S 40 — — 40
ﬂ | il | /2N
o=l - L0
Clindamycin Erythromycin  Sulfamethoxazol Trimethoprim
Abbildung 38: Tagesgang der Antibiotikakonzentrationen in der Wupper bei

Leverkusen-Rheindorf [ ng/L]

Man erkennt, dass sich die Proben nicht besonders stark unterschieden. Lediglich die 18 Uhr
Probe be Sulfamethoxazol wies erkennbar hohere Gehdte auf, ds zu den anderen
Tageszeiten. Den Unterschieden be Clindamycin it wegen der niedrigen Wiederfindungsrate
nur geringes Gewicht beizumessen. Ein Trend war innerhadb dieses Tages nicht zu erkennen,
auch nicht im Verglech mit der Probe, die einen Tag spéater gezogen wurde. Als Anhaltspunkt
fr die Ahnlichkeit zwischen den Proben kann die Standardabweichung betrachtet werden:
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Tabelle 31: Mittelwerte und Standardabweichungen der Tagesgangproben in der
Wupper [ng/L]

Clindamycin Erythromycin  Sulfamethoxazol ~ Trimethoprim

Mittelwert [ng/L] 63,80 35,60 123,80 27,20
Stabw. [ngy/L] 11,84 5,37 11,23 1,30
rd. Stabw. [%] 18,56 15,07 9,07 4,79

Verglichen mit den Standardabweichungen aus der Vierfachbestimmung ener Probe (anhand
der Erft, Kap. 4.1.34, Tab. 24) haben hier die rdativen Standardabweichungen in etwa die
geiche Grole. Somit unterschieden dch diese Tagesgangproben in ihren Gehdten nicht
mehr, ds es die Mehrfachbestimmung einer einzelnen Probe getan hat.

Anhand diesr Probe war ds0 keine bestimmte Abhangigkeit der Gehdte im Tagesverlauf zu
erkennen. Auch wenn keine Probe in den Nachtstunden gezogen wurde, so ware auch dann
wahrscheinlich kein anderes Ergebnis erhdten worden. Geht man davon aus, dass die
Antibiotikaaintrage aus Klaranlagenabflissen sammen, so werden die Gehdte im Gewésser
durch die gesamten, im Einzugsgebiet vorhandenen, Kl&anlagen bestimmt. Im Husggebiet
der Wupper snd dies zehn kommunde Abwasserbehandlungsanlagen mit knapp 800.000
angeschlossenen  Einwohnern [159]. Da die Klaanlagen zumeis  kontinuierliche Einleiter
gnd, ha man auxch kene grofien Schwankungen in den Gehdten. Aber auch wenn nicht dle
von ihnen kontinuierlich die Abwésser der Wupper und den zum Hussgebiet gehdrenden
Gewassern zufiihren, o tritt doch Uber die Gewasserlange eine gewisse Nivdlierung ein. Vor
dlem aber dauert es eine Zdt, bis das Wasser von dem oberen Wupperabschnitt bis zur
Mindung in den Rhein (Probenahmestele) fligd, wodurch bespidswveise Nachtenleitungen
aus Wuppertd auch est innerhab des néchsen Tages an der Mindung sind. Da die
Klaanlagen Uber die gesamte Husdange vertelt snd, ha man folglich an der Mindung zu
jeder Zeit @n Gemisch aus Abflissen aus der Nacht und vom Tad®. Ein Einfluss der
Tageszeit sollte dso in einem solchen Gewdsser kaum auszumachen sain. Lediglich bedingt

durch dake Regenereignisse, durch die innerhdb kurzer Zeit Verdnderungen der

&5 Die Nachtabflisse einer Klaranlage dirfen nicht gleichgesetzt werden mit dem

Abwasser, das zur Nacht in den Haushalten anféllt, da die Behandlung in den
Kléranlagen eine gewisse Zeit dauert, die je nach Typ sehr unterschiedlich ist. Je nach
GrofRe der Behandlungsbecken tritt auch in den Kléranlagen selbst eine Vermischung
von Abwassern verschiedener Tageszeiten ein.
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Wasserabflussmengen der Flisse zustande kommen koénnen, ist auch innerhab enes Tages
mit gewissen Schwankungen der Gehdte, bedingt durch den Verdinnungseffekt dem das
Abwasser dann unterliegt, zu rechnen. Ein solches Ereignis lag an den beiden Tagen
dlerdings nicht vor (Pegesdnde in LeverkusentOpladen 55-58 cm). Daher waren die
Konzentrationen anndhernd gleich, und ein Einfluss der Tageszeit (zumd Schwankungen der
Einlatungen in einem grof3eren Gewaésser ja kaum auftreten dirften), nicht erkennbar.

Anders kann es direkt unterhdb von Klaanlageneinflissen sein, sofern  diese  nicht
kontinuierlich enleten. Hier kann es innerhdb kirzeser Zet zu sehr grofen Unterschieden
kommen, was anhand des Vilicher Baches erkannt werden konnte. Nahe der Mindung in den
Rhein wurde eine Probe be sehr hohem Wasserstand genommen. Diese Pegdhohe kam
dadurch zugtande, dass die Klaanlage Bonn-Beud (ca 70.000 angeschlossene Einwohner)
gerade zu dem Zetpunkt Abwasser in den Bach enlied Ha man an der Probenahmestele
Ublicherweise eine Wassartiefe von ca 15 cm, so war Se be der Einletung auf 3540 cm
angestiegen. Dabel konnte man sehen, dass ein Wehr der Klé&ranlage gedffnet war, woraus das
Wasser sich in den Bach ergoss. Zwel Stunden spéter wurde erneut eine Probe des Vilicher
Baches enthommen. Zu der Zeit war das Wehr dlerdings geschlossen und der Bach hatte die
ubliche Normahohe von etwa 15 cm.

In der Probe des Baches mit geschlossenem Wehr waren keine Rickstdnde der neun
Antibiotika zu finden. Die Probe hingegen, die zwel Stunden zuvor entnommen wurde,
enthidt, aulBer Phenoxymethylpenicillin, dle der untersuchten Humanantibiotika, mit
Gehdten von bis zu 55 ng/lL (Sulfamethoxazol). Veterindrantibiotika waren darin nicht zu
finden. Da das untersuchte Wassr zum gréi¥en Tel aus reinem kommunaden Abwasser
bestand, ist dies auch nicht weiter verwunderlich. Es konnten des weteren Ciprofloxacin mit
7 ng/L, Clindamycin mit 20 ng/L, Erythromycn mit 21 ng/L und Trimethoprim mit 30 ng/L
nachgewiesen werden®.

Hier hat man aso den Effekt, dass der Zetpunkt der Probenahme be nicht kontinuierlicher
Einletung von Abwéassern bei manchen Gewédssarn durchaus einen grollen Einfluss auf die
Gehdte im Gewdssr hat. Dabel kdnnen dch je nach Einletungsstuation die Konzentrationen

im Gewdsser von ener Minute zur néachden hin schlagatig éandern (wie hier zu sehen,

% Probenahme Hétte man an dem Tag eine integrierte Probe (Tagesmischprobe) untersucht, so wére
diese Einleitung nicht so deutlich zu sehen gewesen. Hier zeigte die Einzel-
probenahme den Vorteil, dass eine Spitze der Gehalte gefunden werden konnte, die
Probe mit einer weiteren Probe des gleichen Tag verglichen werden konnte und als
Ursache eindeutig die kommunale Abwasserbehandlung der Kléranlage Bonn-Beuel
ermittelt wurde.



219

messbare Gehdte um 11 Uhr, um 13 Uhr hingegen keine Gehdte mehr zu finden). In solch
kleinen Bachen mit nur einem bekannten Einleter Seht man diesen Effekt besonders, zumd
der Bach gewdhnlicher Welse sehr wenig Wasser fihrt und in Zeiten léngerer Trockenheit
sogar komplett verdegt, so dass dan durch ene Abwassereinleitung das spontan wieder
vorhandene ,,Bachwasser aus reinem Abwasser besteht. Wirde die Kléanlage kontinuierlich
enleten, s0 hédtte man (abgesshen von Pegdéanderungen durch Wetterereignisse) wahr-
scheinlich ebenso wie in der Wupper nur geringe Schwankungen der Gehdte innerhab eines
Tages, da auch das Klaanlagenabwasser innerhdb enes Tages sich in den Gehdten nicht
dak verdndern wird (mogliche Grinde: Mischung oder Sammlung von  Abwéssern
verschiedener Tageszeiten in der Kl&ranlage, Batchbetrieb, Verwell- und Behandlungsdauer
in der Klaranlage). Bl Fuissen, in die mehrere Klaanlagen enleten, oder die deutlich mehr
Wasser fuhren, snd die Unterschiede innerhadb enes Tages nicht so deutlich, da der Effekt
der bachwesen Einldtung ener enzdnen oder von wenigen Kl&anlagen Uber den
Hussverlauf hin und durch Einletung aus mehreren kontinuierlich enletenden Kléranlagen,
sowie auch durch unterschiedliche Hief3geschwindigkeiten der zulaufenden Bache und Hisse
etwas gemindert und moglicherweise sogar ausgeglichen wird.
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4.2.3.4 Monatszeitreithen

Im Abstand von zwel Monaten wurden 16 Gewéasser des Grof¥raumes Kdln-Bonn, die auch in
den Untersuchungen zum Substanzscreening von November 2001 und April 2002 beprobt
worden waren, Uber ene Zet von mehr as enem Jar untersucht. Der Beginn dieser
Untersuchungen war im Dezember 2002. Ab Januar 2003 wurden die Proben dann im
Abstand von zwei Monaten gezogen, S0 dass bis Januar 2004 inggesamt acht
Probenahmetermine anstanden.

Allgemein wurde in den Proben wieder die Aussage aus Kap. 4.2.3.1 bestétigt: Am haufigsten
waren Substanzen aus der Humananwendung zu finden und nur sdten solche aus dem
Veterindberach. Am haufiggen traten Erythromycin, Sulfamethoxazol und Clindamycin in
den Proben auf. Daneben aber nahezu genau so oft Trimethoprim. Die Substanzen
Ciprofloxacin und Phenoxymethylpenicillin, die ebenfdls in der Humanmedizin angewendet
werden, traen dagegen veranzdt auf, bzw. letztere nur in zwe Proben im Maz
Veteringrantibiotika wie Enrofloxacin und  Sulfadimidin konnten nur  gelegentlich  gefunden
werden, Tylosn hingegen gar nicht. Die Konzentrationen der Veterindrantibiotika, sowie der
sten auftretenden Humanantibiotika (CFL, PCV) lagen mes im engdligen ng/L-Bereich.
Hochste Konzentrationen waren von Sulfamethoxazol und Erythromycin zu finden, die mit
bis zu 200 nglL in den Proben vorhanden waren. Auch von Clindamycin waren solche
Gehdte zu finden, die aber im Hinblick auf die sehr niedrige Wiederfindungsrate kritischer zu
betrachten snd (sehe Kap. 4.1.3.3). Trimethoprimgehdte lagen mes be 10-20 ng/L,
ereichten bis zu 50 nglL, und waen folglich in enem deutlich niedrigeren Bereich ds
Sulfamethoxazol.

Auch in diesen Proben konnte gezeigt werden, dass die berechneten PECow-Werte gemél3
Tab. 7 rddiv gut in viden Gewassern wiedergefunden werden konnten. Allerdings lagen die
tasichlichen Gehdte von Erythromycin und von Trimethoprim mes en wenig niedriger as
die kdkulierten. Die PEC-Werte von Ciprofloxacin, die mit 22 ng/L berechnet waren, lagen
in den Redproben mit héchstens 17 ng/L und meistens etwa 10 ng/L ebenfalls niedriger®” (zur
Begrindung siehe auch S. 241). Von den neun untersuchten Substanzen waren in den Proben
gewohnlich vier (CLI, ERY, SMX und TRI), manchmd auch funf, zu finden. In gewissen

&7 Es ist zu berticksichtigen, dass bei der MSMessung eine gewisse |onensuppression

geschieht, weshalb geringere as die tatschlichen Gehalte bestimmt werden. Diese
lonensuppression ist von der jeweiligen Probe abhangig, taucht aber z.T. in den vorher
bestimmten Wiederfindungsraten auf, mit denen die Proben verrechnet werden.
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gering exponierten Gewassern waren z.T. gar keine Gehdte zu finden, oder aber nur geringe
Gehdte von ein oder zwel Substanzen. Weniger die Anzahl der verschiedenen Subgtanzen, ds
vidmehr die Gehdte in den Obeflachengewéssern unterschieden sch mitunter  deutlich
innerhalb der beobachteten Monate.

a) Variation in einzelnen Gewassern

Aufgrund der Prektiken der Verschrelbung von Antibiotika zur Bekémpfung von Infektionen
dler Art, wirde man einen gewissen Grundbedarf standig im Jahr vermuten. Dabel geht es
um saisonunabhdngige Anwendungen, wie Infektionen der Haut, der Augen, der Ohren,
sowie Magen-Darm-Infektionen. Die Behandlung von Atemwegsinfektionen, der Luftwege
und des Hals-Nasen-Ohren Bereiches wird zwar auch in gewissem Mal3e im gesamten Jahr
durchgefiirt.  Akute Bedagtungsstuationen dieser Infektionsarten mit  viden Betroffenen
treten aber vermehrt im Winterhabjahr auf, weshadb besonders in den Monaten November bis
Méaz erhohte Verschrelbungsraten von Antibiotika erwartet werden dirften. Da héaufig auch
be der Behandlung von Viruserkrankungen wie Grippe oder be grippden Infekten, zur
Vemedung ener zusdizlichen bakteridlen Infektion, prophylaktisch Antibiotika gegeben
werden, igt ebenfals hierdurch vermehrt im Winter mit der Anwendung zu rechnen.

Folglich steht zu vermuten, dass es zwar einen Grundgehdt von Antibiotika im gesamten Jahr
in den Flissen gibt, dass aber besonders in den Herbst- und Wintermonaten mit enem
erhdhten Eintrag zu rechnen ig. Im Sommer sollten hingegen nur geringe Gehdte zu finden
sin. Auch McArddl et d. [132] vermuteten und zeigten zum Tell, dass die vaiierenden
Konzentrationen und Frachten in Klé&ranlagenabwassern und Oberflachengewéssern mit den
unterschiedlich hohen Verschrebungen im Sommer und Winter (doppelt so hoch, wie im
Sommer) in Zusammenhang zu bringen Snd.

In den hier untersuchten Gewdssern resultierte ein unerwartetes Bild der Antibiotikagehdte
innerhalb des Jahresverlaufs:

Vide der Proben zeigten im Dezember 2002 relaiv hohe Summenkonzentrationen. Aber im
gleichen Winter fie die Konzentration der Stoffe dramatisch ab, so dass im Januar, dso nur
enen Mona spéater, nur noch en Bruchtel der Gehdte gefunden werden konnte. Die
Konzentrationen im Januar und Mé&z 2002 waren in den meden der Gewasser die
niedrigsten, die Uberhaupt gemessen wurden. Unerwarteter Weise dtiegen die Konzentrationen
in viden der Gewédssr zum Sommer hin an und zeigten im Juli und im September hohere
Konzentrationen, dsin Januar und Méarz (siehe Abb. 39 a, b).
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Wenn man davon ausgeht, dass egentlich im Winter an meisen Antibiotika verschrieben
werden, so gddlt dch die Frage, waum in enem helen Sommer 2003 hohere
Antibiotikekonzentretionen resultieren, ds im Winter zuvor. Des wateren i zu kl&en,
warum die Konzentrationen von Dezember zum Januar und Mé&z hin so deutlich abfiden.
Eigentlich <ollte die Besthaffenheit und Zusammensstzung des Abwassars in  diesen
Wintermonaten relaiv dhnlich sain und somit auch der Eintrag in die Gewéasser.

Dieses Bild der snkenden und steigenden Konzentrationen war nicht nur an der Summe der

Antibiotika insgesamt zu sehen, sondern auch anhand der Entwicklung der Konzentration
einzelner Substanzen (siehe Abb. 40).
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Abbildung 40: Konzentrationen von Trimethoprim, Clindamycin, Erythromycin und

Sulfamethoxazol im Jahresverlauf von Dezember 2002 bis Januar 2004
in Agger, Bral, Erft und Seg [ng/L]

Grund fir die gesunkenen Konzentrationen innerhdb enes Monas von Dezember zum
Januar war en Hochwasserereignis Anfang Januar. Mitte Dezember lagen die Pegelstdnde
noch in enem Normabereich, wohingegen se Anfang Januar ihre absoluten Hohepunkte
ereichten. Die Probenahme im Januar erfolgte eine Woche nach den Hochststénden. Stand
beispidsweise der Rheinpegd am 17. Dezember noch auf 3,50 m in Koln, so erreichte er am
04. Januar 9,60 m, sank aber bis zur Probenahme am 14. Januar auf 4,60 m ab. Wird
Abwasser mit Antibiotikegehdten in ein Gewdsser eingeetet, so hangt die resultierende
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Konzentration mit der absoluten Wassermenge des Hiel3gewassers zusammen. Fihrt en Huss
nun die doppelte Menge an Wasser, so wird dadurch das Abwasser vid stérker verdinnt und
die Konzentrationen der Antibiotika sinken. Da das Volumen des kommunalen Abwassers mit
den Wasserverbrauchsgewohnheiten der Bevdlkerung relativ - kongtant ist, erfolgt dadurch
auch en rdativ konganter Eintrag von Abwasser aus Kl&ranlagen in die Vorfluter. Nimmt
man an, dass in den Wintermonaen Dezember und Januar die Zusammensstzung des
Abwassers, dh. die Konzentration an Antibiotika rdatv &nlich i€, so ig de
Umwetkonzentretion in den Béchen und Fissen dleine von der Wasserabflussmenge
abhangig. Im Monat Maz 2003 lag erneut die Stuation vor, dass die Pegesténde deutlich
hoher ds norma und &hnlich denen im Januar waren.

Zum Sommer 2004 trat eine besondere Stuation en. In viden Hissen waren sehr hohe
Konzentrationen von Antibiotika zu finden, was spontan vermuten liefde, auch der Konsum
und der Eintrag aus Klaanlagen s hoher gewesen, so sonderbar dies auch in einem hef3en
Sommer ware. Grund war aber vidmehr ene lange Trockenperiode mit nur sehr selten
auftretenden Regenereignissen. Dadurch sanken die Flusspegesténde sehr stark ab. Diese
Entwicklung begann ab dem Frihjahr 2003 und hidt bis zum Spésommer hin an, o0 dass in
den Gewdssern ab Ma Niedrigwasserstande zu sehen waren. Dies bewirkt, dass das Abwasser
aus den Klaranlagen keinem 0 daken Verdinnungseffekt mehr unterliegt und somit die
Konzentrationen von Antibiotika in den Hissen aufgrund des hoheren prozentuden Antells
von Abwasser ebenfdls hoher werden. Die Pegesténde sellen jedoch nur einen indirekten
Hinweis auf die Stuation in den Gewassern dar. Genauere Aussagen und Begriindungen fir
die séhr unterschiedlichen Konzentrationen in den Gewassern im  Jahresverlauf und  den
Einfluss wvon Trockenperioden oder Hochwasserereignissen snd  es  durch  die
Gesamtabflussmengen der einzelnen Gewdasser zu machen.
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b) Wasserabflussmengen in Oberflachengewassern

Von neun der sechzehn untersuchten Béche und Flilsse®® konnten vom Landesumweltamt
Koln (LUA, Aulengtedle Bonn) die genauen Wasserabflussmengen zu den Probenahme-
zeitpunkten an den Pegelstandorten erhdten werden. Da die Probenahmeorte aber nicht genau
am Pegddgtandort liegen, mussten diese Abflussmengen erst darauf umgerechnet werden. Dies
geschah mithilfe der Hé&chen der Einzuggebiete Ba mehreren Pegeldandorten an e@nem
Fluss wurde der Pegelstandort beriicksichtigt, der dem Probenahmeort am néchsten liegt. Der
Wasserabfluss am Pegel wurde durch die Einzugsgebietsflache am Pegestandort dividiert und
mit der Einzuggebietsfliche am Probenahmeort (l&st dch aus spezidlen Karten oder
Progranmen ensehen) multipliziet. So konnte zu jedem Zetpunkt die genaue Wasser-
abflussmenge bestimmt werden. Tragt man die Entwicklung der Antibiotikakonzentrationen
zusammen mit den Wasserdbflussmengen auf, so ekennt man in fast dlen Proben ene
gegenléufige Entwicklung ( Sehe Abb. 41 und 42).
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Abbildung 41.: Darstellung der Antibiotikakonzentrationen (Summe von neun

Antibiotika) [ng/L] und der Wasserabflussmengen [m’/s] der Sieg im
Jahresverlauf

&8 Das LUA betreut die landeseigenen Gewasser und erhebt unter anderem zu jedem

Zeitpunkt (mindestens in 15mindtiger Auflésung) die Wasserabflussmengen der
FlUsse an verschiedenen Pegel standorten, so dass auch zu den Zeiten der Probenahme
genaue Wasserabflussmengen von neun Flissen erhalten werden konnten.
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Es ig erkennbar, dass zu Zeten, an denen hohe Konzentrationen gemessen werden, die
Abflusswerte sehr gering sSnd und dass be niedrigen Konzentrationen besonders hohe
Abflussmengen in den Hiissen vorliegen.

Man konnte zu der Schlussfolgerung kommen, dass die Konzentrationen in den Hissen dlein
aufgrund der Schwankungen der Wasserabflussmengen in ihrer Hohe beeinflusst werden.
Allerdings i auch en gewissr Einfluss der Verbrauchsunterschiede im Jahr  auszumachen,
wenn man dch die Gehdte im Januar 2004 anseht. In enigen Gewassern waren die
Summenkonzentrationen aus Januar 2004 die hochsten gemessenen, obwohl die Pegelstdnde
und Wasserdbflussmengen nicht geringer waren, ads im Sommer zuvor. Auljerdem ig in
manchen Proben (Swist, Neffelbach, Rotbach, Dhinn, Erft) die Tendenz zu sehen, dass die
Konzentrationen von September zum November und weiter zum Januar ansteigen, obwohl die
Abflussmengen gleich geblieben, oder nur leicht gesunken snd. Dhinn, Agger und Wupper
verzeichneten sogar Angliege der Konzentrationen von September zum November, obwohl
die Abflussmengen etwas gestiegen snd. Wirde es sch um enen reinen Verdinnungseffekt
enes awmndhend kondanten Abwassars handeln, so durften in diesen Félen de

Konzentrationen nicht ansteigen. Dass Se es dennoch tun, kann zwel Griinde haben:

- die Zusammensstzung des Abwassr ig nicht kondant innerhalb des Jahres und
unterliegt gewissen Schwankungen, bedingt durch unterschiedliche Verschreibungs-
zahlen von Antibiotikaim Winter und im Sommer

- wéahrend der Wintermonate ist der Abbau der Antibiotika innerhdb der Kléranlage und
der weitere Abbau in den Gewdassern nicht so effektiv wie in wérmeren Monaten;
dies konmnte dazu flhren, dass 2zwar moglicheeweise das kommunde
Kl&ranlagenzulaufwasser im September und im November die glechen Gehdte an
Antibiotikarickstanden  hat, aber im Spdhebst im  Ablaufwasser  hohere

Konzentrationen d's im wéarmeren September vorliegen.

Wahrscheinlich it aber, dass as Hauptgrund fir die Unterschiede in den letzten Monaten des
Jahres 2003 die Verschreibungssituation etwas anders war.

Einflussfaktoren
Inggesamt liegen drel Faktoren mit unterschiedlicher Gewichtung vor, die die Variationen der
Konzentrationen in den Oberfléchengewassarn im Jahresverlauf  beeinflussen. Dies snd die

Wasserdbflussmengen der Flisse, der Verbrauch (bzw. die Verschreibungshaufigkeit) an
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Antibiotika, sowie der Abbau der Ricksténde (sowohl in Klé&anlagen, ds auch in den
Gewdssern salbst):

Von der Gewichtung her dirfte sch die Wasserabflussmenge am stérksten auswirken. Die
Schwankungsbreite liegt in einem sehr weiten Bereich und kann innerhab des Jahres einen
Fektor von zehn betragen. Bepidsweise betrug die Wasserabflussmenge der Swist zum
Probenahmezeitpunkt im September 0,207 ni/s und im M&z zuvor bei der Probenshme 3,653
ntls, dso das 18fache davon. Ahnlich war das Ausmal der Schwankung in der Sieg mit
4,294 ni/s im Juli und 66,606 nt/s im Marz (das 16fache)®®. Mgt liegen die Faktoren im
Verglech der Abflussmengen zu den Probenahmezetpunkten im Bereich von 5-10, am
geringsten in der Wupper und im Neffelbach mit etwa 4. Dies bedeutet aber immerhin, dass
die 4 bis 18fache Menge an Wasser in den Flusshetten zu gewissen Zeiten flieken kann.

Zusizlich zu diesen grofien Vaiabilitdten in den Wassarfliissen, gibt es die Schwankung der
Vebrauchsmengen innerhdb des Jahres. Dabel gibt es enen Grundbedaf an Antibiotika,
dem en erhohter Verbrauch vor dlem in den Wintermonaten gegeniiber steht. Dieser erhohte
Verbrauch igt aber nicht kongtant hoher, oder auf einen bestimmten Punkt festzulegen. Hier

kommt es auf die dlgemene Erkrankungsstuation und die Infektions- bzw. Grippewdlen an.
In akuten Stuationen dirften auch hier die Veschrebungszahlen ein  Vidfaches der

Verschreibungen in einem Sommer betragen.

Die unterschiedliche Abbaubarkeit der Stoffe innerhdb des Jahres dirfte sch geringer
auswirken, ds die Varidaion in den Verbrauchsmengen und den Wasserabflussmengen. Der
Abbau von Subganzen geschieht zum enen auf mikrobiologischem Wege (mes durch
enzymatische Vorgange). Hierauf kann dch en Temperaiurunterschied (im Jehresverlauf in
den Kléaranlagenzulaufen bis 10 °C, in Oberfléchengewdssern bis zu 20 °C) auswirken. Ein
Angieg von 10 °C wirde dlerdings keine Verzehnfachung der enzymatischen Aktivitét

69 Diese Werte beziehen sich nur auf die Schwankungen zu den Probenahmezeitpunkten;

innerhalb des Jahres liegen die Schwankungen aber noch hoéher: so war der niedrigste
Abflusswert der Sieg (Pegel Eitorf) im Jahr 2003 2,07 n¥/s und der Héchstwert des
Abflusses 393 ni/s, also das fast zweihundertfache davon. Bei der Swist 0,168 nt/s
bzw. 12,8 nt'/s, Rotbach 0,075 bzw. 7,60 /s, Wupper 4,62 bzw. 116 m/s.
& Die Schwankungen der Wasserabflisse sind im Untersuchungszeitraum vor allem
zwischen Winter/Frihjahr und Sommer zu erkennen gewesen; sie kénnen aber je nach
Wettersituation wahrend des ganzen Jahres aiftreten, so bei Gewitterereignissen mit
Starkregen im Sommer, als auch bel Herbst- oder Friihjahrshochwasser, oder léangeren
Trockenperioden im Winter.
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bedeuten [59] und wirde daher nicht zu einer solchen Verminderung der Konzentrationen
fuhren, wie z.B. vaiierende Wasserabflussmengen. Zum anderen geschient en Abbau durch
photoinduziete Prozesse oder durch Adsorption an  Feddsoffe und Falung im
Klaranlagenprozess, die weniger temperaturabhdngig and. Daher hat der  Jdhreszat-
unterschied inggesamt nur zum Tell Einfluss auf die Abbaubarkeit.

Die Konzentrationen in den Obefléchengewdssarn delen sich somit ads Funktion des
Verbrauchs (abhéngig vom Erkrankungszustand der Bevdlkerung) mit gewissem Basiswert
und der Wasserabflussmenge (abhéngig von Regenereignissen und Trockenperioden) dar.

Innerhalb gewisser Zeiten, wie hier gesehen in Dezember 2002, Januar und Méaz 2003, igt die
Konzentration in den Huissen am déakden durch die unterschiedlichen  Abflussmengen
beeinflusst, wenn man davon ausgehen daf, dass die Konzentrationen in den Abwéssern in
einem ahnlichen Bereich liegen (Sehe folgendes Kapitd 4.2.34 d). Daflr spricht auch, dass
die Konzentrationen im Januar 2004 deutlich Uber den Konzentrationen von Januar 2003
lagen, aber gleichzatig die Abflussmengen in gleichem Mal¥e geinger waen, ds en Jahr
zuvor (sogar der Faktor der Konzentrationsunterschiede und der Unterschiede der
Abflussmengen ig nahezu gleich). Auch in den Sommermonaten (Ma, Juli und September)
durfte die Schwankung von der Verbrauchssete eher geringer sein und die Konzentrationen
eher durch die unterschiedlichen Pegdstdnde beanflust sein. Dann gilt: je geringer die
Wasserabflussmengen (Pegelstdnde), desto hoher die Konzentrationen, und umgekehrt: je
hoher die Wasserabflussmengen (Pegesténde), desto geringer die Konzentrationen. Sind bel
gleichen Pegedanden dlerdings groRe Unterschiede in den Konzentrationen festzustelen
(zB. von September 2003 bis Januar 2004), so durfte dies vorwiegend durch die
Verbrauchssaite begriindet sein.
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c) Abwasseranteile in Oberflachengewassern

Im Kapitd zuvor wurde verdeutlicht, dass die Konzentrationen in den Oberfléchengewdssern
zu enem grolen Antel durch die Wasserabflussmengen besimmt wurden und somit durch
den prozentuden Antel von Abwasser in den Hissen und Bé&chen. Zu Zeaten des
Hochwassers war der Gehalt an Abwasser rdlativ niedrig, in der trockenen Sommerperiode
hingegen vergleichswese hoch.

Um den genauen Antell zu den Probenahmeterminen zu bestimmen, ist es nétig enersats die
Abflussmengen der Gewédsser zu haben und andererseits die Volumina der Abwasser-
enletungen. Die Abflussdaten lagen durch die stdndigen Erhebungen (des LUA) an den
Pegddandorten zur Vefligung. Einletungsmengen der kommunden Kl&aanlagen zu erhdten
ig jedoch nur sehr schwer maglich. Aufgrund der Bevolkerungszahlen innerhdb eines
Einzugsgebietes i jedoch eine Abschézung der Abwassermengen durchaus moglich. Dazu
muss nur bekannt sein, wie vide Einwohner an die jewaligen Kl&anlagen angeschlossen
snd und in welche Gewasser diese Klaanlagen die Abwésser einleiten. Solche Zahlen snd
aus dem Bericht Uber die ,Entwicklung und den Sand der Abwasserbesdtigung in
Nordrhein-Westfden* des MUNLV-NRW ™ [159] zu entnehmen. Im Schnitt verbraucht jeder
Bundesbiirger ca. 150 L Wasser pro Tag [85] (in manchen Erhebungen wird in Europa von
einem Verbrauch von 200 L/d ausgegangen [91, 120]). So unterschiedlich dieses Wasser auch
genutzt wird, s0 gedangt es doch (mit Ausnehme enes Antels zur Bewdsserung) in die
Kandisation und wird den Kl&anlagen zugdeitet. Dort behanddt, geschieht die Einlaitung
des gleichen Volumens in die Vorfluter und die Oberflachengewésser. Die Einleitung enthdt
zwar auch Regenwasser oder Wasser von versegdten Héchen, sofern das System ener
Mischkandisation vorliegt, aber das Volumen des hdudichen Abwassers kann ds nahezu
konstant mit 150 L pro Person und Tag angesehen werden. Daher kann errechnet werden, wie
vid geklates Abwasser der anliegenden Einwohner pro Tag in die Gewdsser gelangt und wie
hoch der prozentuale Anteil des Abwassersin den Gewassern jewells war (Sehe Tab. 32).

Durch Korrdation der gefundenen Konzentrationen mit dem Abwasserantell kann enersaits
moglicheweise dargestdlt werden, wie die Entwicklung enes Gewédssars im  Jahresverlauf
beeinflust wird, und anderersaits, ob die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gewéssern auch auf die unterschiedlichen Abwasseranteile zurlickzuftihren sind.

L MUNLV-NRW Ministerium fir Umwelt und Naturschutz, Landwirtschaft und Verbraucherschutz des
Landes Nordrhein-Westfalen
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Tabelle 32: Prozentuale Anteile von Abwasser zu den Probenahmezeitpunkten in

Oberflachengewassern im Raum Kdoln-Bonn von Dezember 2002 bis

Januar 2004

Gewasser 12/02 01/03 03/03 05/03 07/03 09/03 11/03 0104
(Einwohner)*

Agger (273436) 5 2 3 10 15 8 3 4
Brdl ( 57051) 3 3 2 11 21 17 10

Dhinn ( 27546) 2 4 4 5 2

Erft (231160) 23 12 5 31 40 42 36 42
Neffelbach ( 20243) 12 5 13 22 22 18 17
Rotbach  ( 18618) 4 8 17 10 12 13
Seg (445143) 5 1 11 18 16 11 4
Swigt ( 85181) 27 10 4 53 60 71 64 51
Wupper  (777853) 8 6 10 19 21 23 8 8

*  Einwohner, deren Abwasser vor der Probenahmestelle iiber die Kléranlagen in das jeweilige Gewdasser

eingeleitet wird

Man erkennt anhand der Tabele 32, dass die Abwasserantelle im Januar und Méarz 2003
deutlich unter denen der anderen Monate lagen. Aullerdem stechen besonders die Proben von
Juli bis November heraus, in denen Gehdte von bis zu 70 Prozent in den Gewéssern
vorkamen. Von einem Verdinnungseffekt auf das Abwasser kann da kaum mehr gesprochen
werden. Des Waeteren ist erschtlich, warum manche Gewasser recht hohe Gehdte an
Antibiotika enthielten und andere nur geringe Konzentrationen aufwiesen (vergleiche Tab. 30
und Abb. 39 a, b). Die hdochsten Gehdte wiesen Wupper, Erft, Swist und Neffelbach (etwas
weniger Brol, Agger und Seg) auf, dso die Hisse, die auch die hdchsten prozentuden
Antele an Abwassr enthidten. Dhinn und Rotbach, mit vergleichsveise geringen

Summenkonzentrationen, wiesen geringere Abwasserantelle auf, ds die anderen Flisse.

Auch innerhdb der enzdnen Hisse ig die Bednflussung der Konzentrationen durch die
Abwasserantelle erkennbar (sehe Abb. 43 und 44).
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Abbildung 43: Darstellung der Summenkonzentrationen von neun Antibiotika [ng/L]
und des Abwasseranteiles [%] der Seg zum jeweiligen Probenahme
zeitpunkt
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Abbildung 44: Darstellung der Antibiotikakonzentration (Summe von neun Antibiotika)
[ng/L] und des Abwasseranteiles [%)] in acht FlUssen zum jeweiligen
Probenahmezeitpunkt; die linke y-Achse gibt jeweils die Gesamt-
konzentrationen an, an der rechten yAchse sind die Abwasseranteile

aufgetragen

Tellweise lasst sch sghr deutlich die Korrdation erkennen, die umgekehrt auch schon in der
Dargdlung der Abbildungen 41 und 42 zwischen den Gesamtkonzentrationen und dem
Wasserabfluss zu erkennen war. Vor dlem in den erden finf Probenahmeterminen ist die
Korrdatiion gut moglich (hohe Abwasseranteile fihren zu hohen Konzentrationen, geringe
Abwassranteile zu niedrigen  Konzentrationen). Die Entwicklung der Konzentrationen
zwischen September 2003 und Januar 2004 ist nur in en paar der Gewaésser primér auf den
Antell an Abwasser zuriickzufihren (Sieg, Agger, Brdl, zT. Dhinn). In anderen Gewéssern
(Erft, Neffelbach, Swigt, Wupper) zeigen die Konzentrationen in Bezug zum Abwasserantel
(zwischen Sept. 03 und Jan. 04) sogar mitunter gegenlaufige Tendenzen. Dies liegt dann
daran, dass die Antibiotikakonzentrationen in den Abwéssern in diesen Monaten angestiegen
snd. Wenn die Antibiotikakonzentrationen im Abwasser in enem d&keren Malke sSch

erhdhen, ds die Wasserabflussmengen geigen (bzw. die Abwasseranteile sinken), so erhdt



236

man auch hohere Konzentrationen in den Oberfléchengewéssern. Bedeutender in den
resultierenden Konzentrationen ist dies noch, wenn die Abwasserantele anndhernd gleich
bleiben, da die Wassrabflussmengen und Pegelsdénde gleich snd, und die Gehdte an
Antibiotikartickstanden im Abwasser sch erhdhen. Dann hat man die Korrdation mit der
Verbrauchssaite, nadmlich wenn die Konzentrationen in den Oberfléchengewdssern  dch
proportiona zu den Gehdten im Abwasser zeigen.

Da der Effekt der Wasserabflussmengen ds beeinflussender Fektor aber meist am stéarksten
ig, wird eine Veranderung der Konzentrationen im Abwasser oft kaschiert und ist nur in
betimmten Fdlen dSchibar. Jedenfdls war im Versuchszeétraum vor dlem die Korrdation
mit den Abwasseranteilen gewichtiger und zumindest in den ergen finf Probemonaten in fast
dlen Hissen zu erkennen. Fir vide Fusgebiete last dch daher folgern: je hoher der
Abwasseranteil in eéinem Gewésser, desto hoher snd die Antibiotikakonzentrationen darin.

Eine wetere Bedédigung findet diese These in folgender Korrdaion: es wird dazu
angenommen, dass sch das Abwasser der verschiedenen Regionen des Grol¥aumes Kaln-
Bonn in dem glechen Mona nicht besonders unterscheidet. Dies ig insofern  auch
anzunehmen, da der Erkrankungszustand im Ma in ener Teilregion wohl dhnlich sein dirfte,
wie in ener anderen. Dass sch en Ma von einem Januar unterscheidet, konnte ja schon an
den vorherigen Beziehungen (Konzentration zu Wassrabfluss und  Konzentration  zu
Abwasseranteil) in einzelnen Gewéassern erkannt werden. Deshab soll hier gezeigt werden,
dass sch innerhab enes Monats (Ma bzw. Januar) durchaus auch die Konzentrationen in
den verschiedenen Gewdssern mit den Abwasseranteilen korrelieren lassen (Sehe Abb. 45 a
und b).

Die Korrdationskoeffizienten, die man erhdt, zeigen deutlich, dass es maglich ig, de
Unterschiede der Hisse, was die Konzentrationen an Antibiotika anbeangt, in Verbindung
mit den verschiedenen Abwasseranteilen zu bringen. Recht hohe Koeffizienten von R? (iber
09 lassen sch in den beden dargestdlten Monaten fir die Summe der neun Antibiotika
erhdten. Aber auch be den enzdnen Substanzen seht man fir CLI, ERY und SMX
Koeffizienten von 0,6 bis 09 (sehe Abb. 45). Lediglich fir Trimethoprim liegen im Januar
nur sehr geinge Korrdationskoeffizienten vor. Dies héngt aber mit den niedrigen
Konzentrationen zusammen, die natlrlich enen gewissen Fehler benhdten, bzw. be denen

dch kleine Fehler schon stérker auswirken konnen.
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a) Mai 2003

b) Januar 2004

Abbildung 45:
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Trotz der unterschiedlichen Verhdtnisse in den einzenen Gewassern und den Bedingungen,
die dort vorherrschen und welche Einfluss auf die Rickstandsgehdte haben (unterschiedliche
Keimspektren, Gewaéssertemperaturen, Schwebdtoffantelle, etc) kann dennoch  erkannt
werden, dass fur die Konzentrationen hauptursichlich der Antel an Abwasser in den

Gewédssern verantwortlich i<t

Es kann dso enersats gezeigt werden, dass innerhalb eines Gewéssers die Beziehung gilt,
dass die Umwdtkonzentrationen umso hoéher dnd, je hoher der Abwasserantell ist, und
anderersaits, dass diese These auch grundsdizlich zur Charakteriserung der verschiedenen
Gewdssr anzuwenden ist. Der Abwassantel ist daher der Grund, warum in enem

Gewasser hdhere Konzentrationen auftreten ds in einem anderen.

Hier in diesen Audfihrungen wurde der Abwasserantal ausgehend von den in @nem
Einzugxgebiet lebenden Personen  berechnet und  basete  auf  e@nem  mittleren
Abwasservolumen von 150 L pro Einwohner. Ublicherweise wird et eines genauen
Abwassyantelles, der hier kakuliet wurde, die Konzentration an Bor as Indikator fur
kommunaes Abwasser verwendet. Dafir ist jedoch mit jeder Probenahme auch die
Bestimmung von Bor in den Wasserproben notwendig. Im BLAC-Bericht [85] wurden
Konzentrationen von Arznedoffen in Beziehung zu den Borgehdten gesetzt, woraus Sch
Korrelationen ergaben, die zwischen 0,5 und 0,8 lagen und ds ,Indiz fir das Abwasser ds
maligebliche Eintragsquelle’  betrachtet wurden. Da die Korrdationen hier zum Tel noch
hoher liegen, kann das angewandte Verfahren zur Berechnung des Abwasseranteiles durchaus
ds legitim angesshen werden. Mit den konkreten Berechnungen erhdt man enen noch
genaueren  direkten  Hinwes auf die Beziehung 2zwischen Konzentrationen und
Abwasserantell.
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d) Konzentrationen von Antibiotika in Klaranlagenabléufen

Es wurde erkannt, dass der unterschiedliche Antell an Abwasser in den Oberflachengewéassern
zu unterschiedlich hohen Konzentrationen innerhalb eines Husses im Jahresverlauf fuhrt. Des
Weiteren zeigte sich, ega ob grole oder kleine Hisse und Béche, dass der Abwasserantell
verantwortlich dafir ist, dass die Gewdasser in ihren Antibiotikagehaten verschieden sind.

Dabei wurden Gewéssr aus einem reativ grollen Gebiegt miteinander verglichen und in
Beziehung zu dem Antel an kommund gebrauchtem Wasser gesetzt. Mit der  hohen
Korrdation tritt die Vermutung auf den Plan, dass sch auch die Abwésser an dch nicht
besonders voneinander unterscheiden. Viemehr, dass se, egd ob aus dem Erftkres, dem
Rhen-SegKrels, dem Kreis Diren, den Stadten Koln, Bonn oder Leverkusen stammend,
sehr dhnliche Gehdte und Zusammensatizungen an Antibiotika aufweisen. Schon zuvor im
Gewésserscreening (Kap. 4.2.3.2 d) wurde erkannt, dass eine Unterscheidung der Gewéasser
nech der Herkunftsregion nicht mdglich war. Da auch in l&ndlichen Gegenden die Ublichen
Humanantibiotika vorherrschend waren, sollte auch das Abwasser der landlichen und der
urbanen Regionen von der salben Art sain.

Unter Zugrunddegung der Abwasseranteile in den Béchen und Hissen lassen dch die
theoretischen Abwasserkonzentrationen der Antibiotika ausrechnen (Sehe Tab. 33).

Tabelle 33: Theoretische Summenkonzentrationen von neun Antibiotika in
Klaranlagenabwéassern [pg/L], berechnet auf Grundlage der

Abwasseranteile in den Gewassern zum Zeitpunkt der Probenahme

Gewasser Dez. 2002 Januar 2003 Marz 2003 Mai 2003
Agger 6,28 3,26 2,07 0,733
Brol 5,47 2,24 2,07 0,706
Dhiinn 511 0,809 3,94 1,16

Erft 2,09 1,35 1,06 0,483
Neffelbach 2,16 1,06 1,10 0,707
Rotbach 1,45 0,769 1,06 0,269
Sieg 2,77 1,55 3,02 0,480
Swigt 1,38 0,935 1,36 0,399

Wupper 2,35 2,49 2,65 1,39
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Juli 2003 September 2003 November 2003  Januar 2004
Agger 1,20 1,52 4,28 3,49
Brdl 1,18 1,12 1,17 2,25
Dhiinn 0,829 0,380 2,52 2,51
Erft 0,685 0,593 0,778 1,17
Neffelbach 0,876 0,395 0,844 1,72
Rotbach 0,101 0,142 0,417 1,16
Seg 0,572 0,988 1,40 2,75
Swigt 0,281 0,167 0,274 1,12
Wupper 1,37 1,04 4,61 2,94

Entgegen der Erwatung snd die theoretischen Kl&ranlagenabléufe enander nicht dle so
dhnlich. Besonders Agger, Dhinn und Wupper stechen mit hoheren Gehdten manchmd
etwas heraus. Relativ vergleichbar sind dagegen die Abwéasser der Erft, des Neffelbaches, des
Rotbaches, der Seg und der Swist, wobe Abwasser in Rotbach und Swist im Sommer
niedrigere Konzentrationen a's die anderen Abfllisse aufweist.

Die Konzentrationen liegen in einem Bereich von Q1 pg/L bis zu 6 pg/L ds Summe von neun

Antibiotika, wobel die Gehdte mitunter zu mehr ds der Hafte von ene enzigen Substanz
(meist Sulfamethoxazol) bestimmt werden (Sehe Tab. 34).

Tabelle 34: Theoretische Konzentrationen von Sulfamethoxazol in
Klaranlagenabwassern [ug/L], berechnet auf Grundlage der
Abwasseranteile in den Gewassern zum Zeitpunkt der Probenahme

Gewasser Dez. 2002 Januar 2003 M é&rz 2003 Mai 2003

Agger 2,86 2,16 0,690 0,436

Brol 2,04 1,14 0,493 0,420

Dhiinn 2,46 0,809 0,833 0,650

Erft 0,819 0,627 0,301 0,318

Neffelbach 0,973 0,518 0,275 0,426

Rotbach 0,552 0,282 0,201 0,122

Seg 1,86 1,27 0,689 0,273

Swist 0,572 0,362 0,346 0,171

Wupper 0,790 0,909 0,753 0,693
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Juli 2003 September 2003 November 2003 Januar 2004

Agoer 0,663 1,03 1,65 1,32

Bral 0,555 0,555 0,303 0,755
Dhinn 0,780 0,380 0,912 0,698
Erft 0,401 0,445 0,412 0,487
Neffelbach 0,526 0,234 0,572 0,893
Rotbach 0,083 0,142 0,092 0,320
Seg 0,383 0,659 0,612 1,13

Swist 0,128 0,098 0,126 0,391
Wupper 0,641 0,565 1,97 0,888

Verglichen mit den in Tab. 7, Kap. 28.1 abgeschédtzten PEC fur Klaranlagenablaufe liegen
die Gehdte etwa in dem ewarteten Bereich. Dass es dennoch zu gewissen Abweichungen
kommt, liegt daran, dass zum einen die Annahme gemacht wurde, dass 150 L Abwasser pro
Person t&glich anfalen. Auf diesen Wert hin wurden die Konzentrationen berechnet. Wirde
dlerdings in einem gewissen Gebiet eine hdéhere Menge an Abwasser anfdlen, so ergdben
sch dann in dem theoretischen Abwasser geringere Konzentrationen. Zum anderen kommen
Abweichungen besonders dadurch zustande, dass der Wert der PECka-ap auf der
Gesamtjahresmenge an verschriebenen Antibiotika berunt. Jahreszeitliche Unterschiede sind
in dem Wert nicht enthalten.

In dem PEC-Wet wurde ebenfdls nicht berlickschtigt, dass en Tel der verschrigbenen
Medikamente gar nicht tatsachlich eingenommen wird und somit nicht unbedingt in den
Abwasserpfad gelangt, sondern Uber den Hausmill entsorgt wird. Diesr Antell igt jedoch
kaum zu quantifizieren. Schétzungen gehen davon aus, dass nur bis zu 30 % der Medikamente
nach Vorschrift des Arztes eingenommen werden [1]. Der Grofdeil wird entweder absichtlich
nicht eingenommen oder in geringerer Doserung, bzw. wird nach dem Festgelen ener
vermentlichen Besserung der gesundheitlichen Lage auf eigenes Ermessen hin von der
Anwendungsmenge reduziet. Dazu kommt noch, dass zwa bestimmte Packungsgrolien
verschriecben werden, diese aber nach der Anwesung des Arztes gar nicht komplett
aufgebraucht werden missen. In den Verschrebungszahlen gemd? Arzneverordnungsreport
werden jedoch nur die verschriebenen DDD aufgrund der kompletten Packungen erfasst.
Pant man dl diese Unwégbarketen in seine Vorhersage mit en, so sdlt man anhand der hier
angegebenen  theoretischen  Abwasserkonzentrationen  fest, dass die Wete gut
Ubereingimmen.

Seht man die theoretischen Abwasserwerte an, so erkennt man, dass die Spitzengehdte
auschlifdich in den Wintermonaten erhdten werden. Die Minimakonzentretionen von bis
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zu 100 ng/L hingegen treten lediglich im Sommer in Erschenung. Aber auch in den
Sommermonaten gibt es grol®e Abweichungen zwischen den verschiedenen Abwéssern. Sind
in manchen die Konzentrationen im Bereich bis 05 pgll ds Summe, 0 zeigen andere
Gehdte von bis zu 1,5 pg/L. Ebenso in Wintermonaten gibt es Differenzen, die das 45fache
mancher Gehdte ausmachen (im November zwischen Swist und Wupper sogar das 16fache).
Solche Unterschiede konnen wieder (wie oben zur Abweichung vom PEC beschriegben) zum
Tal daher kommen, dass die Personen in manchen Fussainzugsgebieten durchschnittlich
mehr oder weniger Abwasser produzieren, ds die zur Berechnung verwendeten 150 L,
woraus dann auch andere Abwasser-Konzentrationen resultieren, as die hier angegebenen.
Weitere Grinde, sowie die Hauptursache fir solche Differenzen werden im Ubernéchsten
Unterkapitel vorgestellt (Kap. 4.234 f). Eine Abhéngigket der Gehdte von dem
Einzugsgebiet i¢ auch hier nicht festzustdlen, da Abwésser in gering beseddten Gebieten
dhnliche Gehdte, wie in dichter beseddten haben. Anhand des Abwassers sollte eine solche
Feststdlung auch gar nicht zu machen san, da die Gehdte in einem Abwasser nicht durch die
Sedlungsdichte, sondern nur durch das Volumen an verbrauchtem Wasser pro Person, die
Verschrelbungshéufigkeit und die Kléranlagenleistung beainflusst werden.

Einfluss der Verschreibungsmengen

Was aber an den Abwasserkonzentrationen sehr wohl festzugtellen i, ist der weitere wichtige
Fektor, der neben den Wasserabflussmengen die Umwedtkonzentrationen beeinflusst, namlich
die Verbrauchssaite mit den Verschreibungsmengen. In alen Gewdssern ist zu sehen, dass die
Konzentrationen im Abwassr im Winter relaiv hoch sind, zum Sommer abfdlen, in dessen
Monaten dann die geringden Werte ergeben und zum Herbst und Winter hin wieder
andeigen. Da der Faktor der Wasserabflussmengen hier herausgerechnet ist, wird die
Verbrauchsseite nun deutlich. Man erkennt, dass es eine Abhangigkeit der Umwetgehdte
von der Veschreibungshaufigkeit gibt und dass der Haupttel der Verschrelbung im
Winterhalbjahr zu verzeichnen is. Bisher waren solche Effekte verdeckt durch die starken
Schwankungen der Pegeldande. Aber wie anhand der Zahlen esdchtlich, ha die
sasonabhangige Veschrelbung enen groflen Einfluss auf die  Abwasserkonzentrationen.
Daher waren in den Monaen November, Dezember und Januar die hochsten theoretischen
Konzentrationen zu finden. In den Sommermonaten wurden die Gehdlte eher durch den
grundsitzlichen Bassbedaf an Antibiotika bestimmt und weniger durch die massenhafte
Veschrebung zur Erkdtungs- und Grippebehandiung, die eher zwischen November und
Februar (zum Tel auch noch M&z) zu erhthten Gehdten fihrte Daher resultierten in den
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Sommermonaien nur Gehdte, die die Hafte oder zum Tel auch nur en Zehntd der
Wintergehdte betragen.

Die Beobachtung, dass vor dlem im Winterhdbjahr ein vermehrter Eintrag von Antibiotika in
das Abwasser efolgt, war sowohl anhand der Gesamtkonzentrationen ds Summe von neun
Antibiotika zu machen (dehe Tab. 33), ds auch an den Einzdkonzentrationen, wie am
Beaspid des Sulfamethoxazols in Tab. 34 erkennbar war. Ein dhnliches Bild lieferten auch
Clindamycin und Erythromycn. Es wdare durchaus denkbar gewesen, dass manche
Antibiotika innerhadb des gesamten Jahres ene nahezu glechblebende Eintragsstuation
fetgdlen lassen. Und zwar wére dies be der Anwendung bel nicht saisonad bedingten
Erkrankungen moglich, dso zB. be der Behandlung von Infektionen der Augen, Ohren,
Gedenke, der Harnwege, der Geschlechtsorgane, oder von aul3erlichen Entziindungen. Die hier
untersuchten Substanzen, die haufig in den Gewdassern gefunden werden konnten, werden
jedoch sowohl zur Bekampfung von bakteridlen Infektionen dler Art eingesetzt, ds auch zur
Bekampfung von Infektionen der Atemwege, des Has-Nasen-Ohren-Bereiches, der oberen
und unteren Luftwege oder bel Lungenentzindungen, und somit bel Krankheiten, die haufiger
im Winterhabjahr auftreten. Diese jahreszaitliche Entwicklung 183 sch dso folglich nicht
nur bae der Summe der Antibiotika, sondern auch anhand der hier untersuchten einzelnen
Substanzen beobachten.

Fener ig der Velauf im Jahr nicht nur in enzenen Husgebigten ds snguléres Phdnomen
erkennbar, sondern in dlen Oberflichengewdssern, die anthropogen durch kommunde
Abwésser beanfluss dnd und von denen Abflussmengen und Zahlen der anliegenden
Einwohner vorlagen (Sehe Abb. 46).

An Abbildung 46 ig deutlich zu erkemnen, wie dhnlich doch die Konzentrationen innerhab
der Sommermonate sind und, dass in viden der Abwésser in den Flissen und Béchen en
Andieg der Konzentrationen zum November und zum Januar hin efolgt, wéahrend die

K onzentrationen vom Winter und Friihjahr zum Sommer kontinuierlich abfallen’.

In den Abbildungen 47 a und b snd ddalliet die Vaiationen in den einzdnen Hissen
dargestellt.

2 Die gestrichelten Linien sollen den Verlauf der Konzentrationen in der Jahresentwicklung

verdeutlichen, wohlwissend, dass eine direkte Verbindung der Datenpunkte von acht
Probenahmeterminen nicht guter wissenschaftlicher Praxis entspricht.
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Abbildung 47 a, b:  Entwicklung der Summenkonzentrationen [ng/L] von neun Antibiotika
in berechneten theoretischen Abwassern in den Einzugsgebieten von
jeweils vier Einzelgewassern aus dem Grof3raum Kdéln-Bonn innerhalb
der Zeit von Dezember 2002 bis Januar 2004

Auch in den Untersuchungen im BLAC-Beicht wurde fir manche Arznemittd eine
sasonabhangige Vaiation dear Konzentrationen in  Kl&aanlagenablaufen festgestdlt  [85].
Dabe handdte es sch zwar um Wirkstoffe aus Hustenmitteln und Nasensprays und nicht um
Antibiotika, aber ebenfdls Stoffe, die besonders in der Winterzeit zur Anwendung geangen.
Die hochgen Konzentrationen konnten in den Monaten November bis Mé&z gefunden
werden, mit Spitzen im Januar und Februar. Zum Frihjahr und Sommer sanken die
Konzentrationen ebenfdls deutlich ab und siegen im néchgen November wieder an Die
Konzentrationen im Frihjahr wurden dabel neben der Behandlung von Erkdtungen und
Grippe auf die Anwendung ba Allergikern zurlickgefuinrt, ein kleiner Angtieg im Sommer auf
die Sommergrippe. Auch wenn hier in den Untersuchungen im Sommer kein Angieg zu
verzeichnen war, 0 konnten die gleichen Tendenzen jedoch sehr wohl auch anhand der
Antibiotika erkannt werden, wobel darauf hingewiesen werden soll, dass in  den

Untersuchungen die Konzentrationen in den Oberflachengewdssarn bestimmt  wurden, dso
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nicht in der Matrix Abwasser sebst (dazu sehe Kap. 4.2.2), und dass nur die intakten
Ursorungssubstanzen nachgewiesen wurden  und  nicht  die  Meaboliten  (Ausnahme
Erythromycin). Dennoch konnen, auch noch nach den Abbauschritten, denen die Stoffe im
Koérper und in der Klaanlage unterliegen, die Umwdtzusammenhange und die Verbrauchs-

gewohnheiten anhand der Umweltkonzentrationen sehr treffend erkannt werden.

€) Ermittlung der Frachten in den Gewassern

Bisher dnd die jahreszdtlichen Unterschiede nur anhand der Kakulationen in  den
berechneten theoretischen Abwéssern in den Fussgebieten bestimmt worden. Dabei wurde
die vorherige Annahme verwendet, dass die Abwasservolumina pro Person fix sind, bzw. in
den verschiedenen Gebieten nicht sonderlich variieren. Es kann aber sein, dass die
Abwassermengen pro Person und Tag nicht nur zwischen den verschiedenen Gebieten
vaiieren und enen Vergleich schwierig machen, sondern, dass se auch innerhdb des Jahres
nicht kongant snd, da madglichewese im Sommer mehr Wassr verbraucht wird. Um
unabhdngig von diesen Abwassrmengen zu  genaueren  Aussagen  beziiglich  des
verbrauchsabhangigen Auftretens von Antibiotika in der Umwet zu kommen, konnen die
Frachten auf Bass der Konzentrationen und der Wasserabflussmengen berechnet werden.
Dadurch kann man die innerhadb eines Tages mit einem Gewdsser abflielfenden Mengen an
Antibiotika abschdtzen und mit den Frachten an den anderen Probenahmetagen vergleichen
oder mit den Frachten in anderen Gebieten (Sehe Tab. 35).

Tabelle 35: Tagesfrachten der Summe von neun Antibiotika [g] in neun
Oberflachengewassern im Grofraum Koéln-Bonn in der Zeit von
Dezember 2002 bis Januar 2004

Gewasser Dez. 2002 Januar 2003 Marz 2003 Mai 2003

Agger 258 134 84,9 30,1

Brol 46,8 19,2 17,7 6,05

Dhiinn 21,1 3,34 16,3 4,80

Erft 72,1 49,5 39,0 17,1

Neffelbach 6,55 3,22 3,34 2,15

Rotbach 4,05 2,15 2,96 0,75

Seg 185 104 201 32,1

Swigt 17,7 12,0 17,4 5,09

Wupper 274 291 310 162
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Juli 2003 September 2003 November 2003  Januar 2004

Agger 49,1 62,2 176 143
Brdl 10,1 9,55 10,0 19,2
Dhiim 3,43 1,57 10,4 10,4
Erft 23,8 21,5 30,0 45,2
Neffelbach 2,66 1,20 256 5,21
Rotbach 0,28 0,40 1,16 3,23
Seg 38,2 66,0 93,7 184
Swigt 3,59 2,13 3,50 14,3
Wupper 160 121 537 343

Da die angeschlossene Bevdlkerungszahl in enem Gebiet, durch die die Eintrége geschehen,
innerhab des Jahres recht kongtant ist, kann man mit den Frachten den verbrauchsabhéngigen
Eintrag im Jahresverlauf erkennen, ohne dass eine Vaiable (Wasserverbrauch) den Vergleich
erschwert.

Auch anhand dieser Tagedfrachten lésst sch die Verdnderung im Jahresverlauf gut ablesen.
Die niedrigden absoluten Gehdte an Antibiotika snd in den Monaten Ma, Juli und
September zu sehen, die htchsten im Dezember 2002 (bzw. November 2003 in der Wupper).

In Abbildung 48 snd von zwel Fissen die einzelnen Tagesfrachten der sechs Probenmonate
im Jahr 2003 zu ene Gesamtmenge aufsummiert worden, und die prozentuden Antele der
einzelnen Monate daran dargestelit.

Sep. 03 Sep. 03

Jul. 03
Juloz  11.6% Lo 9% 7.65%
9.16% Nov. 03

32.8% Mai 03
10.2%

Nov. 03

Mai 03 34%

5.61%

Mér. 03 Mér. 03
15.9% 0,
Jan. 03 19.6% Jan. 03
25% 18.4%
Agger Wupper
Abbildung 48: Summe der Tagesfrachten (Summe von neun Antibiotika); Darstellung

der prozentualen Anteile der einzelnen Monate am Gesamtaufkommen
der Probemonate im Jahr 2003 [%] in Agger und Wupper
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Aus Abbildung 48 wird schndl klar, dass die dre Proben aus dem Winterhabjahr (Januar,
Mé&z und November) deutlich mehr ds die Hdfte der Summe ausmachen, wie es be enem
deten gleichblebenden Eintrag ansongten der Fal ware. Vidmehr machen se kngpp drel
Viertd der Gesamtmenge aus.

Be ene glechblebend hohen Fracht wére der prozentude Antell eines einzelnen der sechs
Probenahmemonate am Gesamtaufkommen im Jahr 16 %/; %. Allerdings betragt der Anteil der
Wintermonate durch ene stark erhohte Antibiotikaanwendung deutlich mehr. So wurden in
der Wupper von den summieten Tagesfrechten dlein 34 % durch enen enzigen
Probenahmemonat (November) bestimmt und weitere 20 % durch den Monat Mé&z. In der
Agger mechten die Wintermonate einen noch groferen Antell am Gesamtaufkommen aus.
Hier liegt das Enzelaufkommen des Novembers bel etwa 33 %, des Januars be 25 % und der
Mérzprobe bei etwa 16 %. Des Weiteren erkennt man, dass auch im Mé&z zum Teil noch
erhebliche Mengen an Antibiotika in die Gewdasser eingetragen werden (auch wenn das an den
Konzentrationen im Oberfléchenwasser nicht direkt erkennbar war, sondern erst bel der
Berechnung der theoretischen Abwasserkonzentrationen, oder wie hier, be den Frachten).
Auch im Mé&z konnen durchaus noch grofe Erkdtungsvelen auftreten. Demgegentber
machen die Monae Ma bis September nur enen geringen Antel an den summierten
Teagedrachten aus. Be glechblebender Vertellung hdtten dSe be  den  sechs
Probenahmeterminen einen Antell von 50 % der Summenfracht. In Wirklichkeit betrégt der
Antal aer noch nicht einma 30 %. Der Rest wird dleine durch die Proben des
Winterha bjahres bestimmt.

Vergleicht man die Tagedrachten (Tab. 35) mit den Konzentrationen, erkennt man ene

gewisse Disparitét in Bezug auf zwel Punkte:

1. Bedingt durch die niedrigegn Wasserstdnde in den Gewéssern, aufgrund der
ungewohnlichen Trockenheit des Sommers 2003, waren in den Sommermonaten sehr
hohe Konzentrationen gemessen worden. Die Frachten waren jedoch genau dann am
niedriggen. Andererseits waren in den Monaten mit Hochwasser zwar sehr niedrige
Konzentrationen in den Hussen zu finden, aber es gab dennoch sehr hohe Frachten, da
es sch um die Monate Januar und Mérz handelte.

2. In den Husgebieten Swist und Neffelbach wurden zwar die hochsten Konzentrationen
an Antibiotika nachgewiesen, aber im Verglech zu anderen Hissen trangportierten se
nur sehr geringe Frachten. Dagegen zeigte beispidsveise die Seg nur moderate
Konzentrationen, aber sehr hohe Frachten.
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Das held, dass zwar mitunter in klenen Hissen und Béchen sehr hohe Konzentrationen
gemessen werden und Se zu den belastetsten gehdren konnen, dass de aber in Bezug auf das

Gesamtvorkommen von Antibiotikain der Umwelt meist nur nachrangiger Ordnung sind.

Insgesamt verglichen, liegen die Frachten in den beobachteten Gewassern am Tag zwischen
280 mg (Rotbach im Juli) und dem 2zwetausendfachen davon mit 540 g (Wupper im
November) (siehe Tab. 35). Ansonsten wird je nach Gewéssergrole und Monat der gesamte
Bereich dazwischen abgedeckt. So unterschiedlich die Frachten in Rotbach und Wupper auch
snd, so snd die theoretischen Kl&ranlagenabwésser darin (Sehe Tab. 33) gar nicht einma so
verschieden, sondern  unterscheiden dch  deutlich  weniger  voneinander.  Aufgrund — des
geringeren Anteiles von Abwasser im Rotbach resultieren nur niedrigere Konzentrationen in
diesem Gewdsser. Weisen be solchen Konzentrationen die Flisse und Béche zuséizlich noch
klene Abflussvolumina auf, 0 resultieren nur geringe Frachten. Die Abflussmengen lagen
beim Rotbach an den Probenahmeterminen zwischen 0,19 und 0,93 n¥/s und bei der Wupper
zwischen 60 und 24,1 nv/s Die Frachten werden, zuma fast nur der Eintrag von
Humanantibiotika durch die Kl&ranlagen erkannt werden kann, zundchgt durch die Anzahl der
Einwohner im Einzuggyebiegt bestimmt. So leben im Einzugsgebiet des Rotbaches vor der
Probenahmestelle 18600 Personen, wohingegen in das Wassr der Wupper die
Arzneimitteriickstdnde von immerhin 778,000 Personen (dso mehr ds vierziig Md o vid)
eingdetet und weitertrangportiert werden. Dass dennoch gewisse Unterschiede zwischen den
Gewéassern zustande kommen, die nicht dleine auf der Einwohneranzahl begrindet sind, und
dazu fuhren, dass der Faktor der Bevolkerung (zwischen Rotbach und Wupper 40 X) nicht
auch genau im gleichen Ma3 in den Frachten wiedergefunden werden kann, liegt an welteren
Einflussfaktoren. Erkennbar war eine weitere Vaiable™ auch schon daran, dass sich die
theoretischen Abwésser der Regionen unterschieden. Auch zwischen der Agger und der Erft,
die mit 273000 bzw. 231.000 Einwohnern enen vergleichbaren Gesamteintrag von
Humanantibiotika erwarten lassen dirften, bestehen in den red beobachteten Frachten
gewisse Unterschiede. Ahnliche Frachten (erkennbar sowohl an der Gesamtfracht, as auch an
den Frachten dear enzdnen Antibiotika) snd in den Hissen Rotbach und Neffebach
enthdten, die ene Anliegerzahl von jewells etwa 20.000 haben. Von den Einwohnerzahlen in
den Gebigten misste die Summen der Frachten aus Sieg und Agger (zusammen 719.000)
dhnliche Werte ergeben wie die Frachten der Wupper. Grol3enordnungsmédldg simmen die

& nicht die des durchschnittlichen Abwasservolumens von 150 L, sondern die in Kap.

4.2.3.4 f as Hauptursache erkannte



250

Summenfrachten, as auch die Einzdfrachten sogar Uberein (Sehe Tab. 35). Betrachtet man
die Frachten an Erythromycin (Tab. 36), so zeigen hierbe Erft und Agger ebenso wie be der
Summenfracht deutliche Unterschiede, die sch nicht mit der Bevolkerungszahl erkléren
lassen. Obwohl die Unterschiede in den Einwohnerzehlen zwischen Swist und Dhinn und
zwischen Brdl und Dhinn vom Faktor her drel bzw. zwel betragen, so snd die Frachten in
diesen Flussgebieten jedoch durchaus vergleichbar in der Summe und in der Einzelfracht.

Tabelle 36: Tageseinzelfracht von Erythromycin [g] in neun Oberflachengewassern

im Grofraum Koln-Bonn in der Zeit von Dezember 2002 bis Januar

2004
Gewésser Dez. 2002 Januar 2003 M &rz 2003 M ai 2003
Agger 60,8 21,7 11,7 4,07
Brdl 14,5 4,57 3,80 1,00
Dhiim 4,38 nn* 1,38 0,58
Erft 26,0 10,3 9,03 1,80
Neffelbach 1,69 0,80 0,93 0,14
Rotbach 1,08 1,00 1,68 0,10
Seg 4,43 13,8 28,8 5,03
Swigt 3,18 2,31 3,47 0,41
Wupper 72,9 60,3 75,5 24,5

Juli 2003 September 2003 November 2003  Januar 2004

Agoer 5,07 7,14 53,3 24,1
Brol 2,04 2,07 3,13 3,32
Dhinn 0,30 n.n.x 5,92 2,31
Erft 2,96 1,08 572 6,87
Neffelbach 0,24 0,14 0,25 0,37
Rotbach 0,05 n.n.* 0,35 0,64
Sieg 3,71 9,49 27,1 24,0
Swigt 0,17 0,07 0,58 1,52
Wupper 22,3 15,1 120 53,9

* n.n. = nicht nachweisbar

Die Hohe der Frachten kann zwischen Sommer und Winter ganz betréchtlich schwanken,
wobel es deutliche Unterschiede in der Schwankungdbreite der einzelnen Gewéasser gibt. So
betrugen die jahreszeatlich bedingten Unterschiede in Wupper, Erft und Sieg nur das vier- bis
funffache (auch Neffdbach sechsfach) bel der Tagesfracht der neun Antibiotika In anderen
Gewdssern hingegen waren die Unterschiede noch deutlicher, wie bel Agger, Swist und Brdl
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mit ene achtfach héheren Menge im Winter, bzw. in Dhinn und Rotbach mit dem
13-15fachen der Menge. Noch gravierender waren die Differenzen in der Einzdfracht von
Erythromycin, wobel in manchen Monaen zum Tel Gehdte nahe der Bestimmungsgrenze
oder darunter gemessen werden konnten und somit auch die Frachten entsprechend niedrig
waren. Groleren Schwankungen in den Gehdten scheinen insgesamt die kleineren Gewdasser
zu unterliegen. In den grol¥eren, die mit ihren Einzugsbereichen die Einleitungen von mehr ds
200.000 Einwohnern beinhdten und die durch ihre Einzugsgebietsfléchen Einleitungen aus
viden verschiedenen kleineren Zuflissen bekommen, scheint es eher enen Ausgleich
moglicherweise  vorhandener  Differenzen in den enleitenden Vorflutern zu geben. In den
kleinen Gewdssern  hingegen kann  bel  ene  Grippewelle der  Unterschied im
Verbrauchsverhdten und in den Einletungen direkt an den Oberflachengewéssern  zu
ekennen sain. Is die Grippewdle vorlber, s0 ist in den Gewassern danach entsprechend
weniger oder ga nichts mehr zu finden. Eine Rolle ba diesen Schwankungen spidt in
geringem Ausmal3e auch die Anwesenhet von Krankenhdusern an den Flussgebieten, durch
die en kontinuierlicher Eintrag von Antibiotika geschieht. Durch enen solchen Bassaintrag
wiirde ein Gewasser nicht so gravierenden Anderungen unterliegen.

Von der absoluten Hohe der Frachten gesehen, haben die Flisse mit mehr as 200.000
Anwohnern Gehdte an Erythromycin von 4-61 g/Tag (Agger) bzw. 1-26 g/Tag (Erft). FHisse
mit etwa 20-30.000 Anwohnern enthdten 0,1-1 g/Tag (Rotbach), 0,1-1,7 g/Tag (Neffelbach)
und 0,3-59 ¢Tag (Dhinn). Diese Frachten snd sehr vergleichbar mit den gefundenen
Frachten von Clarithromycin in schweizerischen Kl&anlagen, an die ene entsprechende Zahl
an Einwohner angeschlossenen igt (Sehe Kap. 2.7.1.4). Nicht vergleichbar sind die hier
berechneten  Erythromycin-Frachten mit den ERY-Frachten aus den schwezerischen
Klaanlagen, da die Anwendungsmenge von Erythromycin pro Person dort nur ein Zehntel
betragt, wohingegen Claithromycin in gleicher Menge pro Person angewendet wird, wie
Erythromycin in Deutschland.

Bedeutung der Tagesfrachten

Betrachtet man mit Blick auf Tab. 36 die gesamte Schwankungsbreite der Tagesfrachten, so
lagen diee fir ERY zwischen 100 mg und 120 g. Um sch diese Zahlen e@n wenig genauer
vorsdlen zu konnen, sa darauf hingewiesen, dass die Einzeldoss davon in ener Tablette
mes etwa 500 mg betrégt. Dementsprechend konnten unter Bedacht auf die Abbaubarkeit im
Rotbach oder im Neffelbach im Juli 2003 (abgrahiert ausgedrickt) die Ricksténde einer
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enzigen Tablette gefunden werden, oder aber die Ricksdnde aus wenigen dermden
Behandlungen; folglich dso nur aus der Behandlung eines Bruchtelles des Bevolkerung in
dem Gebiet von etwa 20.000 Personen. Die Mengen in der Wupper von 15 bis 120 g pro Tag
betrachtet, waren es insgesamt 30 bis 240 Tabletten, die as Rickstande noch vorhanden sind,
adso be e@nem durchschnittlichen Abbau von 50 % innerhab der Kl&ranlagenprozesse und
40% im Korper urspringlicherweise 100 bis 800 Tabletten. Die Tagesfracht von
Sulfamethoxazol in der Wupper betrug im September 2003 66 g und im November 2003
230 g. Mit einer Dosis von 800 mg pro Tablette wéaren dies 83 bzw. 288 Tabletten, die an den
entsprechenden Tagen in der Wupper trangportiet wurden. Den Abbau in Kl&anlage und
Korper zugerechnet, sténden damit auf der Konsumseite 660 bzw. 2300 g pro Tag'®, was 825
bzw. 2875 Tabletten wéren.

Jahresfrachten

Im BLAC-Beicht wurde die Feststelung gemacht, dass die Frachten der Arznedoffe in
Deutschlands Gewéssern vergleichbar mit denen von  Pflanzenschutzmitteln  sind, da auch
diex in den Hissen in Konzentrationen im ng/L Bereich zu finden snd. Allerdings ist der
Eintrag von Pflanzenschutzmitteln noch stérker saisond abhéngig. Fir den Rhein wurden
Jahresfrachten  von Erythromycin (1.200 kg), Clindamycin (1400 kg), Sulfamethoxazol
(3000 kg) und Trimethoprim (800 kg) erechnet. Die Einzugsgebietsflache des Rheins
efasste dabe etwa 50 Mio. Einwohner (nicht nur aus Deutschland). Zum Vergleich dazu
seien die Jahresfrachten aus dem Jahr 2003 fir verschiedene Gewasser dargestellt (Tab. 37).
Die Werte baseren dabei auf den Durchschnittskonzentrationen innerhab der sechs
Probemonate des Jahres 2003, verrechnet mit den durchschnittlichen Jahresabflussmengen’™.

“ Es kann sein, dass sich aus dem Hauptmetaboliten N-4-Acetylsulfamethoxazol im

Gewasser wieder die Ausgangssubstanz zuriickbildet und somit die Zahl der

hochgerechneten Konsumseite zu hoch angesetzt ist, da ein Abbau im Koérper von

80 % eingerechnet wurde.
» Die mittlere Konzentration, der einzelnen Antibiotika, die hier verwendet wird, beruht
lediglich auf Messungen aus sechs Probenahmeterminen, ist daher nicht
gleichbedeutend mit einer Durchschnittskonzentration, die auf kontinuierlichen
Messungen beruhen wiirde, kann aber, da die Proben im zweimonatlichen Abstand
gezogen wurden und auf3erdem verschiedenste hydrologische Zustéande auftraten, als
Anhaltspunkt fir eine ungefdhre mittlere Jahreskonzentration dienen und fir die
Berechnung vergleichender Frachten herangezogen werden.
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Tabelle 37: Jahresfrachten von CLI, ERY, SMX und TRI in vier grof3en Flissen im
Grolraum Koéln-Bonn [ kg]

Agger Erft Sieg Wupper
Clindamycin 9,11 2,87 12,2 28,1
Erythromycin 6,92 1,87 11,6 22,0
Sulfamethoxazol 43,9 7,48 38,1 52,1
Trimethoprim 3,74 0,45 3,07 16,1

Die hier dargestdlten Werte liegen deutlich unter denen des Rheins, berlicksichtigt man aber
die Einwohnerzahl (sehe Kap. 4.2.3.4 ¢ Tab. 32), so sind die Werte vergleichbar (Tab. 38).

Tabelle 38: Jahresfrachten von CLI, ERY, SVIX und TRI in vier grof3en Flissen im
Grofdraum Koln-Bonn [kg] unter Berticksichtigung der Anwohnerzahl,
Werte des Rheins aus BLAC-Bericht, Werte aus Tab. 37 umgerechnet
auf eine Gesamtbevilkerung von 80 Mio. Einwohnern, Jahres-

aufwandmengen aus Tab. 6 in 2002

Agger Erft Sieg Wupper Rhein Jahresmenge
Clindamycin 2666 992 2187 2884 2240 7000
Erythromycin 2026 646 2077 2264 1920 14000
Sulfamethoxazol 12836 2589 6849 5355 4800 40000
Trimethoprim 1095 155 553 1653 1280 9000

Somit liegen die hier berechneten Frachten im gleichen Berdch wie die Literaturwerte des
BLAC [85]. Betrachtet man die echten Einzewerte, so werden mit dem Wasser dieser
grolBeren  Flisse jedes Jahr Antibiotikarickstande in der Grolenordnung von mehreren
Kilogramm trangportiert. Diese Menge ig proportiond zur Anzahl der Bevdlkerung im
Einzugxgebiet, wen es auch im Veglech manche Hisse mitadnander durchaus
Abweichungen geben kann. Die gleiche Proportionditdt war auch schon in Kap. 4.234 c,
Abb. 45 zu erkennen, in der die Konzentrationen in den Gewédssern in Bezug zum
Abwasserantell gesetzt wurden. In dem Wert des Abwasseranteiles war dabel neben dem
Wassrabfluss die Bevdlkerung mit einem Proportionditéisfaktor von 150 L enthdten, aus
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den Konzentrationen in den Gewassern ergébe sch die Fracht unter Berlicksichtigung des

Wassarabflusses.

Verglecht man die Jahresaufwandmengen mit den hochgerechneten Frachten der Gewésser
(Tab. 38), o fdlt auf, dass die gefundenen Mengen, deutlich unter den verwendeten Mengen
liegen und nur en Drittd bis en Zehntd (Ausnaéhme TRI in Erft und Seg) betragen. Grund
fur diese Diskrepanz ist der Abbau der verwendeten Substanzen in Kérper und Klaranlagen,
sowie moglicherweise anschliel}end innerhalb der Gewaésser, aber auch, dass evil. weniger
von Stoffen eingenommen wird, as verschrieben worden ist (Sehe S 241). Dies dles
mitberlickschtigt, kénnen die nach dem Verbrauch in die Umwet engetragenen Substanzen
in den verschiedenen Flussgebieten in redlistischer Grof3e wiedergefunden werden.

f) Frachten pro Einwohner

Um den Antel der behanddten Bevilkerung in den enzelnen Regionen genau vergleichen zu
konnen, kann enersaits die schon dargestedlte  Gegenuberstellung der  verschiedenen
berechneten theoretischen Abwésser dienen (siehe Kap. 4.2.3.4 d). Andererseits kann der
direkte Verglech aber besser durch die Tagesfracht pro Einwohner verdeutlicht werden.
Dadurch wird die Unscherheit des tatsachlichen Abwasserantelles umgangen (Sehe Anfang
des Unterkapitels €). Es ist walrschanlich, dess die Zahl der Bevdlkerung im zetlichen
Verlauf eines Jares in einer Region kenen grolen Schwankungen unterliegt und zwischen
den Regionen die Zahlen reaiv kongant bleben, wodurch en Verglech der Frachten
maglich id. Lediglich im Sommer kann es sein, dass die Bevolkerungszahl bedingt durch die
Urlaubszat leicht abnimmt und der Betrag der Fracht pro Einwohner egentlich etwas hoher
ig (ein solcher Einfluss wirde sch aber auch auf den Abwasserantell niederschlagen, der
dann niedriger ds berechnet wére). In den betrachteten Proben hatte die Sommerurlaubszeit
mit einer veringeten Bevolkerungszahl moglicherweise eine Auswirkung auf die Proben von
September, die zur Zeit der Schulferien in Nordrhein-Westfalen gezogen wurden.

Aus den Summenkonzentrationen von neun Antibiotika in den Gewdssern, den jewelligen
Wassrabflussdaten zu den verschiedenen Probenahmeterminen und den Einwohnerzahlen in
den Einzugsgebieten vor den jeweiligen Probenahmestdlen, die anhand der Broschire
LEnwicklung und Stand der Abwasserbesaitigung in Nordrhein-Westfden®  [159] zum
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Erhebungszeitpunkt 2000 entnommen werden, wurden die Tagedfrachten pro Einwohner zu
jedem einzelnen Probenahmezeitpunkt ausgerechnet (sehe Abb. 49).

-—A-- Agger --v- Brol

k=) ] -=0--- Dhunn -4 Erft A
2 o004 ~P- Neffelbach -~~~ Rotbach 0.90
- | v\“ —%-- Sieg @ Swist |
c LA -—&-- Wupper
S 075 1+—8— PP -0,75
=
L
o 0,60 0,60
o
S 045 0,45
©
2
o 030 0,30
£ _
£
8 0,15 0,15
)
O

0,00 0,00

Dez 02 Jan 03 Mrz03 Mai03 Jul03 Sep 03 Nov03 Jan 04
Abbildung 49: Entwicklung der Tagesfrachten, als Summe von neun Antibiotika, pro

Einwohner [mg/d] in neun verschiedenen Flissen Nordrhein-

Westfalens im Jahresverlauf ®

Man erkennt, ebenso wie auch schon in den Abbildungen 46, 47 und 48 die jahreszetliche
Abhéngigkeit der Antibiotikegehdte mit den bekannten Frachtspitzen. Die Entwicklung igt in
der Bevolkerung in jedem einzelnen Hussgebiet zu beobachten. So i die gleiche Tendenz
zZwar zu sehen, jedoch nicht in der gleichen Ausprégung. Ware die Eintragsstuetion gleich, so
wéare prim& mit den glechen Frachten pro Einwohner zu rechnen. Besonders hoch zu
gewissen Zeiten waren die personenbezogenen Tagedfrachten in den Gewdssern Agger, Brdl,
Dhiinn und Wupper; eher niedrig dagegen in Erft, Neffelbach, Rotbach und Swigt. Dies zeigt
wieder einmal, dass die Konzentrationen in den Gewassern mit den absoluten Eintragen und
dem Konsum in der Bevolkerung nicht immer proportiond snd. Die Frachten pro Person
lagen in der Summe im Winter zwischen 0,15 und 09 mg/Tag und im Sommer zwischen
0,02 und 0,2 mg/Tag. Die Tagedracht pro Person von Sulfamethoxazol betrug im Winter

e Die gestrichelten Linien sollen den Verlauf der Konzentrationen in der Jahresentwicklung

verdeutlichen, wohlwissend, dass eine direkte Verbindung der Datenpunkte von acht
Probenahmeterminen nicht guter wissenschaftlicher Praxis entspricht.
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zwischen 0,04 und 0,4 mg/Tag und im Sommer zwischen 0,01 und 0,15 mg/Tag (Sehe Abb.
50). Be Clindamycin waren es zwischen 0 und 0,18 mg/Tag im Winter und im Sommer
zwichen 0 und 0,05 mg/Tag. Die Fracht von Sulfamethoxazol war dso erwartungsgemdld
aufgrund der Anwendungshaufigkeit und der PEC deutlich hther ds beispidswvese die von

Clindamyain.
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Abbildung 50: Entwicklung der Tagesfrachten von SMX pro Einwohner [mg/d] in

neun ver schiedenen Flissen Nordrhe n-Westfalens im Jahresverlauf

Behandlungsguoten in den Flussgebieten

Rechnet man be Sulfamethoxazol und Clindamycin die jewelligen Abbauraten (Korper,
Klaanlagenprozess) mit en, s0 kaon man im Winter Mengen pro Person und Tag von
0,4-4 mg SMX und bis 1,2 mg CLI, und im Sommer von 0,1-1,5 mg SMX und bis 0,33 mg
CLI ewaten. Mit den durchschnittlichen téglichen Dosen be  dblicher  Anwendung zur
Bekdmpfung von bakteridlen Infektionen adler Art von 1600 mg SMX bzw. 1200 mg CLI
lésst dch ausrechnen, dass fur eine komplette DDD an SMX im Winter 4000 bzw. 400
Personen erforderlich sind, von denen jedelr pro Tag 0,4 bzw. 4 mg SMX ennimmt. Oder
anders ausgedriickt, dass eine Person pro 4000 bzw. 400 zu dieser Zeit in der entsprechenden
Gegend Sulfamethoxazolpréparate genommen hat. Im Sommer it es eine Person pro 16.000
bzw. pro 1100, je nach Region. Be Clindamycin liegt diessr Medikamentationsstatus im
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Winter bel bis zu einer Person pro Tausend meist aber deutlich darunter, im Sommer wird
sogar nur hochstens eine Person pro 3600 permanent mit Clindamycinprdparaten behandelt.
Die Zah de Behandlungen mit Clindamycin liegt folglich wet unter der Anzahl der
Personen, die Cotrimoxazol® as antibiotisch wirkendes Medikament einnehmen.

Bezliglich Erythromycin war in Kap. 4234 e S 252 ,Bedeutung der Tagedfrachten*
beispiehaft fur die Wupper die Anzahl der Tabletten berechnet worden, deren Rickstdnde
innerhab enes Tages in dem Huss transportiert wurden. Dies waren im niedrigsten Fal 100,
im hochgen Fal 800 Tabletten. Auch aus diesen Zahlen lassen sch die Behandlungsguoten
ausechnen: Be ene Applikation von 3 x 1 Tablette pro Tag, ergdben dch aus den
Tablettenzahlen 33 bzw. 267 DDD, die innerhab eines Tages wahrend der Behandlung von
Petienten konsumiert werden. Bezogen auf die Gesamtbevdlkerung von 778.000 anliegenden
Einwohnern macht dies eine Medikamentation von 0,004 bzw. 0,035 % der Bevilkerung aus,
also in dem einen Sommermonat von ener Person pro 23.000 und im Mona mit der hochsten
Fracht von einer Person pro 2.900.

Aus der Zahl von 825 bzw. 2875 Tabletten mit dem Wirkstoff Sulfamethoxazol, die im
Gebiet der Wupper pro Tag eingenommen wurden, ergdben sich be ener téglichen Doss von
zwei Tabletten & 800 mg etwa 400 bzw. 1400 DDD. Wieder auf die gesamte Bevdlkerung im
Gebiet umgerechnet, betrégt die prozentude Medikamentation mit Cotrimoxazol® Préparaten
dadurch 0,05 bzw. 0,2 %, oder anders ausgedriickt ene Person pro 2000 im September und
pro 500 im November. Diese Zahlen beziehen sch dlerdings dlein auf das Hussgebiet

Wupper.

Betrachtet man wieder die personenbezogenen Tagesfrachten der enzenen Monate
(Abb. 50), so kan man enen Durchschnitt Uber die verschiedenen FHussgebiete berechnen.
Als Mittdwert der Tagedfrachten in den Wintermonaten (November, Dezember und Januar)
ergeben sch von SMX 0,144 mg/Tag und Person und von CLI 0,073 mg/Tag und Person;
Abbauraten berlicksichtigt, snd dies 1,44 baw. 0487 mg pro Tag und Person. Im
Durchschnitt der Regionen im Winter erhdt daher von etwa 1100 Personen eine enzige
Sulfamethoxazol’”. Bel Clindamycin sind es im Schnitt von 2500 Personen eine einzige In
den Sommermonaten (Frachten gemittelt Uber dle FHussgebiete und Uber die Monate Mai, Juli

e Die durchschnittliche Einnahme betragt 1,44 mg. Um eine DDD von 1600 mg zu
erreichen, missen entweder 1111 Leute jeweils 1,44 mg pro Tag konsumieren, oder
aber ein einziger muss im Zuge einer Behandlung 1600 mg einnehmen, und 1110
Leute nichts.
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und September) betragen die Frachten in den Flie3gewassern pro Person und Tag 0,066 mg
an SMX und 0,025 an CLI, bzw. an urspringlichen Frachten 0,656 mg SMX und 0,167 mg
CLI. Als Durchschnitt der Behandlung im Sommer mit Sulfamethoxazol nimmt von 2400
Personen der Bevdlkerung ene enzige SMX en. Ba Clindamycin i¢ es im Durchschnitt
sogar nur ene Person von 7100. Dennoch ist zu sehen, dass Uber das gesamte Jahr hin
Antibiotika engenommen  werden, wenn auch mit unteschiedlicher Haufigket. Be
Erythromycin betrégt die durchschnittliche Behandlungsquote im Winter nur eine von 6000
Personen, im Sommer nur ein Sechstd dieser Quote.

Aus diesen Einzelbehandlungsguoten von SMX, CLI und ERY l&sst sch berechnen, dass Uber
die gesamten Probenahmegebiete gemittelt, eine Person von ewa 700 Personen im Winter
Mittel mit enem diesr dre Wirkstoffe ennimmt. Berdckgchtigt man noch die weteren
Antibiotika, die angewandt werden (vor alem die Penicilline mit sehr hohen Verschreilbungs-
raten), 0 id es im Winter sogar eine Person von nur wenigen Hundert, die mit Antibiotika
behanddlt wird. Dies ist jedoch gemittet Uber mehrere Monate und Uber die verschiedenen
Regionen. Betrachtet man die enzelnen Flusgebiete, o kann es zu gewissen Unterschieden
kommen, wie gezeigt wurde,

Unterschiedlichkeit der personenbezogenen Tagesfrachten

Die Unterschiede, die zwischen den verschiedenen Gebieten bestehen, sind entweder anhand
der Berechnungen zur Behandiungsquote zu erkennen, oder auch direkt an den Tagesfrachten
pro Person, wie e von Sulfamethoxazol in Abb. 50 dargestdlt sind. Sie scheinen zu der
Annahme zu fihren, dass in der enen Region mehr Leute Antibiotika verschrieben
bekommen und ennehmen, ds in ener anderen. Eigetlich wirde man erwarten, dass die
Frachten pro Person in den verschiedenen Gebieten ziemlich identisch sein sollten, da man
vermutete, dass auch in verschiedenen Gegenden ene gleiche Erkrankungshéufigkeit der
Bevolkerung vorliegt. Woher aber kommt es nun, dass Sch die Antibiotikamenge pro Person
zum Tel sehr deutlich vonenander unterscheidet? Bendtigen die Leute in den
Einzugsgebieten von Agger, Brdl, Dhinn und Wupper mehr Antibiotika ds in den
Einzugsgebieten von Erft, Neffedbach, Rotbach und Swist oder sind Se dfter von Infektionen
betroffen?
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- Erklarungsansatze flir Personenfrachtunterschiede -

Nicht erwartete Unterschiede tauchten schon im vorletzten Kapitd 4234 d in den
Konzentrationen der berechneten theoretischen Abwéasser auf und waren auch hier in Bezug
auf die Frachten pro Person und Tag zu sehen. Denkbar snd verschiedene Griinde, die dazu
fUhren konnen, dass die Regionen in gewissem Mde vonenander differieren. Se sollen hier
beschrieben und erlautert werden. Diese Grinde haben dlerdings nicht die gleiche Relevanz,
0 dass vor dlem der letiztaufgefiihrte ds plausbeste Erklaung fir das unterschiedliche
Regiondverhaten dienen kann.

1. Unterschiede in den Erkrankungszustanden

Die ede FErkl&rung, die dch anbietet, i en moglicherweise unterschiedlicher
Erkrankungszudand, so dass in manchen Regionen ene Erkdtungswvdle vidlecht nicht
ausricht und daher weniger Leute behandelt werden missen. Allerdings misste aufgrund der
zum Tel recht grolen Einzugggebiete ene solche Krankhets oder Gesundhetsstuation
nicht nur loka auf en paar Orte beschrankt sein, sondern wetraumige Gebiete erfassen
(sonderbarerweise verlaufen die Gewasser mit niedrigeren Frachten pro Person, bzw. die
Abwéssr mit niedrigeren Konzentrationen dle linksrheinisch, wohingegen die mit hoheren
Konzentrationen im rechtsheinischen Gebiet anzutreffen snd). Es ig daher schwierig,
Grunde dafur zu finden, warum in einer Grol¥egion die Menschen gesiinder snd ds in ener
anderen. In den Wintermonaten konnte das bedingt noch mit dem Auftreten von
Erkd8tungsvdlen zu eklaen san. Allerdings deit man nicht nur im Winterhdbjahr in den
besagten Regionen (Erft, Neffdbach, Rotbach und Swist) die niedrigen Frachtzahlen pro
Person, sondern auch im Sommer, weshdb diese Begrindung nicht genau zutreffen kann.
Dass die Personen in diesen Regionen auch im Sommer weniger bakteridle Infektionen haben
sollten (der Badsverbrauch an Antibiotika ebenfdls geringer sein soll) und in anderen 10md
mehr  Infektionsbehandlungen  durchgefiihrt  wirden, ist daher nicht gichhdtig und lasst
diesen Begrindungspunkt ins Leere laufen.

2. Unterschiede in den Verschreibungspraktiken

Es wae moglich, dass die Arzte in den verschiedenen Gebigten eine andere
Verschreibungspraxis haben und in ener Region eher Sulfamethoxazol, Clindamycin und
Erythromycin ds Wirkdoffe verschreben, in ener anderen hingegen madglicheweise eher
Penicilline und Fluorochinolone, bzw. andere Makrolidwirkstoffe. Dennoch wére es sdtsam,
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wenn in den vier Gebieten mit niedrigen Frachten pro Person iberdl die Arzte diese drei
Wirkstoffe gleichsam sdtener verschrieben. Dass vidleicht ortlich begrenzt manche Arzte
dat Erythromycin eher en anderes Makrolid wie Roxithromycin oder Clarithromycin
verschreiben, mag zwar noch vorgdlbar sain, aber da die Wirksoffe spezidl auf bestimmte
Erregerspezies hin  angewandt werden, wae es bagpidsweise fraglich, warum dann
Sulfamethoxazol ds quas konkurrenzloses Sulfonamid (es i das Ublichste und es gibt nur
wenige andere Sulfonamide im Humanbereich auf dem Markt) in gewissen Gebigten kaum
mehr eingesetzt wird, wo es doch en gut wirksames Mittd gegen grampostive und
gramnegative Kokken ist. Daneben k&me die Frage auf, warum in manchen Gebieten es
gechzatig zu shen id, dass die Frachten von Erythromycin, Clindamycin  und
Sulfamethoxazol niedriger sind, as anderswo; ds wirde auf die Verschrebung al dieser dre
Stoffe zusammen verzichtet werden, bzw. weniger von dlen dreien verbraucht werden, ds
anderswo. Folglich konnte diesr Begrindungspunkt zwar zum Tel fir Einzdfdle und en
enzednes Antibiotikum dienen, aer nicht zur Erkl&dung der Gesamtdtuation in  den
verschiedenen Fussgebieten.

3. Unterschiede in der Krankenhausdichte in den Einzugsgebieten

Ein Erklaung fir ein unteschiedliches Eintragsverhdten der Gesamtzahl von Antibiotika
konnte auch daher rihren, dass in Einzugsgebieten mancher Hisse mehr Krankenhduser
liegen, ds von anderen. Da Krankenhduser mit dem Antibiotikaverbrauch der Petienten be
der Berechnung der personenbezogenen Frachten bzw. der Abwasserkonzentrationen aus den
Oberflachenwasserkonzentrationen nicht eingerechnet worden sind (es wurde immer nur die
in den Gebieten wohnende Bevdlkerung berlicksichtigt), konnte es tatsichlich sain, dass se
gewisse Unterschiede in den Frachten bewirken konnen. Das wae dann der Fdl, wenn
Personen aus dem Einzugsgebiet eines Fusses in e@nem Krankenhaus behanddt werden,
dessen Abwésser den Vorflutern in einem  anderen  Einzugsgebiet  zugdetet  werden
Aul¥erdem konnten Unterschiede dadurch zustande kommen, dass die Zahl der behandeten
Petienten (Bettenzahl) in einem gewissen Gebiet hther ig ds in enem anderen. Wirde dies
beriickschtigt, misste der Gesamteintrag an Antibiotika pro Person, in den Gebigen mit
prozentua mehr (in Krankenhdusern) behandelten Personen, geringer sein. Dies héite sowohl
im Winter ds auch im Sommer Auswirkungen, da durch diese Behandlungen im gesamten
Jahr der Bassaintrag hoher wéare, ds in enem Gebiet mit geringerer Patientenzahl, wo die
Verschreibung zur Erkdtungs- und Grippebehandliung den Haupttell ausmacht.
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Allerdings ist auch dieser Erkldrungsansatz Nr. 3 nur bedingt hdtbar; zum enen, da Daten zur
Bettenzehl in den Regionen nicht zur Veflgung danden. Zum anderen misste ds
Konsequenz der tatsachliche Eintrag von Antibiotika, die im Krankenhausbereich verwendet
werden, in Gebieten niedriger Krankenhausdichte niedriger sain, ds in anderen. Gemédl der
Erhebung der Verbrauchsmengen von Antibiotika im Krankenhausbereich und der Abgabe
Uber Apotheken [85]"%, macht der Absaz von Sulfamethoxazol, Clindamycin und
Erythromycin Uber die Krankenhduser nur einen geringen Tel der Gesamtmengen dieser
Antibiotika aus. Circa 90 % der Gesamtmengen von SMX und ERY und 80 % von CLI
werden Uber die Apotheken abgegeben und somit im haudichen Bereich angewendet. Wirde
durch die geringere Anzahl an Krankenhdusern in einem Gebiet ene Reduzierung des
Eintrags von Antibiotika erfolgen, so wirde sich das auf das Vorkommen dieser drel Stoffe in
der aguatischen Umwedt nur sehr geringflgig auswirken. Sichtbar wére es lediglich bel
solchen Antibiotika, die Ubewiegend in Krankenhdusern verwendet werden, wie zB.
Ampicillin (85 %), Penicillin G (94 %) oder Piperacillin (99,8 %).

4. Unterschiede des Probenahmeortes

Innerhalb der Gewdsser kann nach dem Eintrag von Antibiotika aus den Klaanlagen eine
wetere Reduzierung der Gehdte gechehen. Mit diesr Reduzierung ig nicht  der
Verdinnungseffekt durch weltere Zuflisse gemeint, sondern en tatséchlicher Abbau  oder
aber die Senke durch Adsorption an Sedimentpartikel. Je langer Antibiotikarlicksténde in den
Gewassern verbleiben, desto stérker ist der Abbau. Liegt nach dem Eintragspunkt eine welte
Hussstrecke, bevor die Frachten gemessen werden, so kann es sain, dass Sch diese auf dem
Abschnitt schon deutlich reduziert haben. Somit wére es denkbar, dass Unterschiede der
Flusggebiete durch die Orte der Probenahmestellen zu begrinden sind, wenn diese entweder
in kirzerer oder weiterer Entfernung zum Eintragsort liegen.

Die Probenahmeorte von Erft, Neffdbach, Rotbach und Swigt (Gewéasser mit niedrigen
personenbezogenen Frachten) liegen zwischen 7 und 10 km sromabwarts der letzten
kommunden Klaanlageneinletung. Die Gewasser mit hoéheren Frachten pro Person liegen
zwischen 1 und 15 km abwarts der letzten Einleitungsstelle (Agger 3 km, Brél 1 km, Dhinn
8 km, Wupper 15 km). Ergens werden trotz der grof¥eren Entfernungen von Wupper und
Dhinn dain hohe Wete gefunden und zwetens wirden Entfernungen von wenigen
Kilometern (auch bei 15 km) wohl nicht zu einer deutlichen Reduzierung der Gehdte flhren,

da die Verwelldauer der Rickstdnde in den Gewassern bel ener 0 kurzen Strecke nur recht

& Werte aus der Erhebung des Instituts fiir medizinische Statistik und des UBA
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geing id. Zwar konnen Adsorptionen an die Schwebphase vergleichsweise schndl
geschehen, (wobe die Wupper mit einem seéhr hohen Antell an Schwebstoffen dennoch
hohere personenbezogene Frachten aufwelst), zumindest it aber ein biologischer Abbau oder
en photoinduzierter Abbau (abhéngig von Keimzahlen, Gewéassartiefe, etc.) in der kurzen
Zeit nur von minderer Bedeutung.

5. Unterschiede in der Beschaffenheit der Oberflachengewasser

Denkbar ds Begrindung fir unterschiedliche Frachten pro Person snd  auch
Gewasserparameter.  Wie zuvor angesprochen  kann  en  Schwebgoffantell  zu  ener
Reduzierung der Eintrage fuhren. Daher ware es denkbar, dass Partikel in der Wasserphase,
oder aber die Sedimente in manchen Gewéssern so beschaffen sind, dass hieran eine gewisse
Adsorption efolgt. Allerdings zeigte ja die Wupper trotz hoher Festdtoffanteile auch hohe
Frachten pro Person. Mdglich wéae dennoch, dass die linkstheinischen Gewésser in ihrer
Schwebstoffbeschaffenheit anders aussehen, ds die rechtsrheinischen und dass se zu ener
Veringerung der Soffe fihren konnen, wenngleich auch die Strecke, zwischen Eintrag und
Messung nur gering ist. Dagegen spricht, dass Adsorptionsprozesse egentlich auch schon
vorab in den Kléranlagenprozessen dattfinden, wodurch weniger wassergangige Stoffe direkt
an den Schlamm gebunden werden. Dies konnte anhand der Fluorochinolone wéahrend des
Kléaranlagenprozesses erkannt werden [128, 188], die anschlief?end nur im Schlamm, aber
nicht mehr oder kaum mehr in der Wassarphase nachweisbar waren (sehe Kap. 2.7.1.4).
Sedimentuntersuchungen im BLAC-Programm  erbrachten Gehdte der adsorbierten Stoffe nur
nahe der Bestimmungsgrenze was aber auf die Hydrophilie der Stoffe zurlickgefihrt wurde.
Da auch SMX, CLI und ERY eher hydrophilen Charakters sind, ist auch be ithnen nur mit
geinger Adsorptionsneigung sowohl im Kléranlagenprozess as auch im  Oberfléchenwasser
zu rechnen, und einem ebenfals nur geringen Einfluss der Sedimente auf die Gehdte in den
Gewassern. Dafur spricht auch, dass CLI und SMX nicht in Beebtschlamm nachweisbar
waren und ERY nur im niedrigen pg/kg Bereich.

Ein weterer Gewésserparameter, der hier behanddt werden soll, ig das Verhdtnis von
Gewéasseroberflache zu Volumen, welches sch auf die Oxidation oder die Photodegradation
der Antibiotika auswirken kann. In Bezug auf die untersuchten Gewasser is die Abschétzung
eines solchen Einflusses jedoch sehr schwierig, da jedes der Gewéasser sowohl Bereiche hat,
in denen es eher breit und flach (dso mit grolRer Oberfléche) ig, ds auch Bereiche hd, in
denen es schmder id, daflr aber tiefer (mit geringer Oberflache). Durch die Kirze der
Flielstrecke vom Einleitungsort zur Probenahme dirfte der Abbau durch diesen Parameter
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aber kaum efolgen, auch nicht durch eventuelle Temperaturunterschiede der Hisse, die zwar
zwichen Sommer und Winter deutlich schwanken konnen, aber nicht entscheidend fir eine
Reduktion der Gehdte sind. Eher wirkten sch Temperatureinflisse in den Klaanlagen
prozessen zwischen Sommer und Winter mit unterschiedlich starkem  bakteridlen Wachstum
aus. Diesr Einfluss auf die Konzentrationen wird dlerdings eher durch die darken
jahreszatlichen Unterschiede des Konsumverhdtens Uberdeckt, die sch in der glechen
Weise auswirken.

Die Beschaffenheit der Gewéasser kann sch ferner auch auf die Nachweisharkeit der Stoffe
auswirken, namlich durch ene unterschiedlich stark ausgeprégt lonensupresson. In Kapite
4131 konnte aber schon gezeigt werden, dass ene lonensupresson be  den
Probenmessungen  efolgt, die dch  unterschiedlich dak auf die Bestimmung der
verschiedenen Substanzen auswirkt, die aber nicht besonders durch die Probenmatrizes der
unterschiedlichen Gewdasserprobenextrakte beanflust  wird, sondern rdativ  kongant igt.
Zwischen den enzednen Substanzen gibt es zwar verschieden dake Supressonen
(Clindamycin gar keine Unterdriickung, Erythromycin ca 40 %, Sulfamethoxazol 10-30 9%,
Trimethoprim ca 50 %, ene Berlickdchtigung efolgt innerhdb der Wiederfindungsraten),
aber diee snd sowohl in gering beageten, ads auch in sark matrixhatigen Proben sehr
dnlich. Dahe kan auch die lonensupresson nicht zur Erkl&rung der  Waerte
unterschiedlicher Frachten pro Person dienen. Zum einen unterscheiden sich die Frachten pro
Einwohner in enem Mona zwischen verschiedenen Hissen leicht um das 5-10fache,
wohingegen die Auswirkung der Supresson zwischen verschiedenen Gewéssern lediglich im
Bereich weniger Prozente liegt, und zum anderen waren unter den Flissen mit hohen Frachten
pro Einwohner auch Wupper und Brdl, die mit groRerem Abwasserantell auch hohere
Matrixanteile aufwiesen.

6. Unterschiede in den Abbauleistungen der Klaranlagen

Nachdem in den vorherigen Punkten der Einfluss der dort aufgefihrten Grinde auf die
unterschiedlichen Frachten pro Einwohner, bzw. auf die unterschiedlichen theoretischen
Klaanlagenablaufskonzentrationen nur  as untergeordnet oder as nicht hdtbar  erkannt
wurde, s0 dass weder der Erkrankungszustand der Bevolkerung, die Verschreibungs-
gewohnheiten, die Krankenhduser, die Probenahmeorte oder die Gewdsser sdbst ds
hauptursachlich erkannt werden konnten, gibt es enen weteren Erklarungsansatz, der die
Differenzen tatséchlich erkléren kann.
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In den Berechnungen der PEC war eigentlich von ener durchschnittlichen Abbauleisung der
Kl&ranlagen ausgegangen. Dass Kl&anlagen je nach Ausbaustufe in unterschiedlicher Wese
Abwésser klaren und zu einer Minderung der Schaddoffeintrége fihren it offendchtlich.
Aufgrund der Vidzahl von Kl&ranlagen in den Gewdassereinzugsgebieten war egentlich damit
gerechnet worden, dass sch auch die Abbauleisungen mitteln und somit die Unterschiede in
den Hohen der Frachten (ds absolute Menge) dlein aufgrund der Bevdlkerungszahlen in den
Gebieten resultieren. Wenn man sch aber die Kld&ranlagen in den einzednen Fussgebieten
genauer andeht, s0 kann man ekennen, dass se im Mittd in enem Gebiet durchaus
unterschiedliche Abbauleistungen haben, ds in enem anderen Gebiet. Festgemacht werden
kann dies an den Féhigkeiten zur Stickgtoffminderung. Diese Minderung geschieht durch
Mikroorganismen die zundchs im Bedebtschlanmmverfahren (BeUftungsverfahren) grofdere
Moleklle, wie auch Proteine, metaboliseren  (veratmen) und in niedermolekulare
Verbindungen (z.B. Nitraa nach der Nitrifikation) UberfUhren [2]. In diesem Prozess, der
durch Aerobier geschient, werden auch Antibiotka teilweise abgebaut. In den meden
Anlagen (besonders in den grofReren) efolgt anschliel¥end as anaerober Prozess der Schritt
der Stickgtoffminderung durch Denitrifikation, wahrend der Nitrat zu Stickstoff reduziert
wird. Auch wéhrend dieses Schrittes kann ein weiterer Abbau von Antibiotika sattfinden.
Verfiugen Kl&aanlagen nicht Uber dieses letzte Behandlungsverfahren oder aber Uber gar keine
Stickstoffbehandlung”®, so wird auch die Abbauldéstung beziiglich der Antibiotika nur
vemindert sain. Vor dlem vide der klenen Abwasserbehandlungsanlagen mit weniger as
5.000 angeschlossenen Einwohnern wenden keine diesr besonderen Verfahren an [159].
Liegen in enem Husgebiet vermehrt Klaanlagen mit einfachen Abwasserbehandlungen, so
werden auch die Eintrége der Antibiotika mit dem Ablaufwasser héher sain, ds in Gebieten
mit moderneren Anlagen.

Es wurden die Sicksoffminderungef® der einzdnen Anlagen in  dnem  Gebiet
(stromaufwérts der Probenahme) mit der jeweiligen Zahl der angeschlossenen  Einwohner
multipliziert. Aus diesen Werten wurde die Gesamtsumme gebildet und durch die
Gesamtbevilkerungszahl  dieses  Gebietes  dividiet, um den Mittdwert der  Stickstoff-
eliminaion zu erhdten (Abb. 51).

. Gemal3 Anhang 1 fir kommunales und héusliches Abwasser der Verordnung Uber

Anforderungen an das Einleiten von Abwasser in Gewdasser (Abwasserverordnung -
AbwV) vom 23. Oktober 2002 missen Kléranlagen mit einer Ausbaugréfze Uber
10.000 EW mit einer Stickstoffelimination ausgestattet sein.
8 Als konservativer Ansatz wurden Stickstoffminderungsraten, die als ,< 25 % “
angegeben waren, mit dem Wert 25 % in die Berechnungen einbezogen.
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Abbildung 51: Darstellung der gemittelten Stickstoffminderungsraten in  den

Flussgebieten [%] und den mittleren Gesamtfrachten aus acht
Probemonaten (Summe von neun Antibiotika) [ mg/Einwohner/Tag], in

neun verschiedenen Flissen in Nordrhein-Westfalen

Sehr deutlich i zu ekennen, dass die hochgen Frachten pro Einwohner in den
Gewassergebieten vorhanden snd, in denen die Klaanlagen die schlechtesten Stickstoff-
minderungsraten aufweisen. Besonders niedrig sind diese bel der Wupper mit nur knapp Uber
30 %, aber auch bei Agger, Brol und Dhinn nur 50-60 %. In dem Bericht des MUNLV-NRW
zu Entwicklung und Stand der Abwasserbesatigung in NRW [159] kam man daher beziiglich
der Stickstoffdimination zu der Folgerung: beim Flussgebiet Sief’ ,bestent noch ein
gewisser Ausbaubedaf, wahrend bem Flussgebiet der Wupper erhebliche Defizite
vorliegen®. Dahingegen weisen die linksheinischen Flisse mit den niedrigen Frachten pro
Einwohner die besten Abbauraten fir Stickstoff auf.

81 Zum Flussgebiet Sieg zahlen auch Agger und Brol, zum Flussgebiet Wupper zahlt

auch die Dhinn.
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Daher i es wahrschenlich, dass, je fortschrittlicher und effektiver die grundsédizlichen
Klaranlagenleistungen sind (besonders die biologische Abwasserbehandlung), und je besser
die Reduzierung eines Standardparameters wie Stickstoff geschieht, desto besser auch die
Gehdte an verschiedenen Antibiotika innerhalb diessr Prozesse vermindert werden konnen.
Somit kann es sehr gut sain, dass die Unterschiede in den Frachten pro Person, bzw. in den
theoretisch berechneten Kl&anlagendbwéssern vor dlem durch die Unterschiede in den
Kléaranlagentypen herrthren. Die eben genannte Schlussfolgerung aus dem erwéhnten Bericht
[159] l&sst dsch nun dso auch auf die Elimination von Antibiotika beziehen, ndmlich, dass bei
enigen Zuflissen im Husgebiet Seg noch en gewisser Ausbaubedaf bestent, wahrend
beim Fussgebiet der Wupper erhebliche Defizite vorliegen. Diese Defizite wirden jedoch mit
dem notwendigen Ausbau, der aufgrund der rechtlichen Anforderungen beziiglich der
Stickgoffdimination noch geschehen muss, sowieso  enhergehend behoben werden  und
bedirften daher keiner zusdtzlichen Vefaren, die spezidl auf Antibiotika abgestimmt snd,
um die gleichen Werte (Frachten pro Person, bzw. Abwasserkonzentrationen) zu erhdten, wie

gein den anderen Gewdassern vorliegen.

Betrachtet man nun dat der  Korrdation mit  der  Stickdoffdimination,  die
Phosphordiminationsraten in den Kl&anlagen, so wird eine Korrdation nicht ganz <0
deutlich, wie se zuvor moglich war. Auch hier and wieder die enzdnen Eliminaionsaten
jeder Klaanlage mit den angeschlossenen Einwohnerzahlen multipliziet worden. Fir jedes
Einzugsgebiet wurde die Summe der entsprechenden Einzelwerte gebildet und durch die
Gesamteinwohnerzahl  dividiet, wodurch  die mittlere Phosphordimination  in - den
Einzugsbereichen vor den Probenahmestellen erhalten wurde (Sehe Abb. 52).

Eine leichte Tendenz, dass die Oberflachengewasser mit niedrigen Frachten pro Person hohe
Phosphateliminierungen zeigen, und dass die Elimindiongaten in den Hissen mit hoheren
Frachten pro Person eher etwas darunter liegen, it auch hier zu sehen, jedoch nicht so
deutlich, wie bei der Dargdlung mit der Stickstoffminderungsrate. Grund dafir i, dass die
Phophatdimination nicht auf enem biologisches Abbau wie ba der Stickgoffdiminaion
beruht, oder auf enem, be dem aus enem komplexen Molekil niedermolekulare
Verbindungen entstehen, sondern, dass es auf ener chemischen Fdlung baset. Das hel¥,
dass Phogphat einfach gebunden wird und ds Feststoff abgetrennt werden kann. Einen
Einfluss auf den Abbau von Antibiotika konnte dies nur insofern haben, fdls manche Stoffe
auch an diese Ausflockungen und Fallungen binden wirden.
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Abbildung 52: Darstellung der gemittelten Phosphoreliminationsraten in  den

Flussgebieten [%] und den mittleren Gesamtfrachten aus acht
Probemonaten (Summe von neun Antibiotika) [ mg/Einwohner/Tag], in

neun verschiedenen Flissen in Nordrhein-Westfalen

Vid wahrschenlicher ist aber, dass tatsichlich ene Vebindung besteht zwischen der
Abbauféhigkeit fir Sticksoff und dem gleichzetigen Abbau von  Arzneimittdrickstanden.
Daher lasst sch mit diessm Ansatz am plausbesten erkldren, warum es zu Unterschieden der
Frachten pro Person in den verschiedenen Flussgebieten kommen kann und warum die
berechneten theoretischen Abwasser verschieden sind. Ferner ist es wahrscheinlich, dass die
Klaanlagenzulaufe sch in den Husygebieten nicht sonderlich unterscheiden. Zwar kann es
durchaus Unterschiede zwischen enzdnen Zulasfen von Kl&ranlagen auch innerhdb enes
Flussgebietes geben, aber im Mitted dirften in den verschiedenen Gebigten &hnliche
Verschrebungsgewohnheiten  vorherrschen,  somit  d@hnliche  Mengen an Antibiotika  pro
Peason vewendet werden und damit  auch &dwnliche Konzentrationen in den
Klaanlagenzuldufen zu finden sein, S0 dass das durchschnittliche Zulaufwasser  von
Kléranlagen an der Agger, der Brdl oder der Wupper sich nicht besonders von dem an Erft,
Swvig und Neffdbach unterscheidet. Ersg mit den angewandten Klaranlagenverfahren
resultieren daraus unterschiedlich konzentrierte Abwésser, die eingeleitet werden.
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4.2.4 Bedeutung der Konzentrationen und Frachten fur die Umwelt

Die in Kepitd 2.8 vorausgesagten Konzentrationen von Antibiotika in Klaranlagenabwassern
und Gllle, sowie die Umweltkonzentrationen in Boden und Oberfléchenwasser, mit denen zu
rechnen wéae, konnten durch die durchgefUhrten Untersuchungen  bestétigt  und
wiedergefunden werden. Die Konzentrationen reichten dabe in den aguatischen Medien von
mehreren hundert ng/L bis zu wenigen pg/L fir Klaranlagenabwésser, und von engdligen
bis zu dregdligen ng/L-Konzentrationen fir Oberflachenwésser. In den festen Matrizes
Gulle und Boden (nach Gllleausbringung) waren Antibiotikariicksande bis in  den
2weiddligen mg/L-Bereich (bis 19mglL, mes um 1 mglL in Gille), bzw. zwegdligen
pgkgBereich (bis 17 pgkg TS Boden) enthdten. Auch wenn in Fissen mitunter sehr hohe
Gehdte zu finden waren (die Frachten reichten von weniger ds 1 g pro Tag in kleinen
Flissen bis zu 500 g/Tag in groflReren), so sind fur die Bewertung der Umweltrelevanz darin
dlein die Konzentrationen bedeutsam, die auf Organismen und Prozesse einwirken.

4.2.4.1 Allergien

Zu den Effekten, die Antibiotika bewirken konnen, zéhlt unter anderem ihre mogliche
Allergieauddsung. So haben zB. Penicilline und auch Tetracycline (zT. auch Huoro-
chinolone) Allergiepotentid und auch Kreuzdlergien snd moglich [29, 189]. Dieser Effekt
tritt jedoch nur in Erscheinung, wenn der Korper tatsdchlich mit dem Allergen oder enem
ahnlichen Stoff in Kontakt kommt [190] und ene Immunantwort ausgest wird. Dies wirkt
sch zB. dan as wenn senshilisete Personen direkt en Medikament mit diesen
Wirkgtoffen einnehmen [2].

Allein durch das Vorkommen in der Umwelt, wie im Oberflachenwassr oder im Boden it
nicht mit ener negativen Wirkung diesbeziiglich zu rechnen, da diese nicht direkt
aufgenommen werden. Denkbar wére ene Auswirkung jedoch, fdls Ruckstdnde im
Trinkwasser zu finden sein sollten, die hoch genug in der Konzentration wéren, um, nach
eingegangener  Antigen-Antikorper-Bindung, Folgeresktionen auszulésen. Bisher wurden im
Trinkwasser jedoch keine solchen Konzentrationen gefunden. Generdl igt bisher erst ene
Untersuchung bekannt, in der AntibiotikarRicksténde im Trinkwasser detektiert wurden
[191]. Dabei lag die Konzertration von Sulfamethoxazol jedoch nur knapp Uber der
Bestimmungsgrenze (wohl im unteren ng/L-Bereich). Gesundhetsgefédhrdungen waren  laut
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dem Leiter des LGL® durch diese Gehdte dlerdings nicht zu befiirchten. Dennoch wiirden
slche Subgtanzen nicht ins Trinkwasser gehtren, und es sollten Strategien entwicket
werden, wie ein Eintrag zu verhindern sai. In der Regd tragen jedoch Wassarversorger in
auseichendem Made dafir Sorge, dass ene nachtellige Beeinflussung ihres Rohwassers (z.B.
Grundwasser) durch Abwasser nicht erfolgt [133], so dass Probleme mit dem Trinkwasser
egentlich nicht auftreten [192).

Betreffend moglicher Gehdte im Trinkwasser sa zusiizlich noch darauf hingewiesen, dass
die Konzentrationen, die dort aufgetreten sind, neben der Tatsache, dass Se zu gering Snd,
um ene dlergene Wirkung zu entfdten, deutlich unter der pharmazeutischen Wirkschwelle
liegen und ledigich en Milliongd der fir ene Thegpie notwendigen Konzentration
betrugerf®.

4.2.4.2 Klaranlagenpr ozesse

Eine wetere Wirkung die Antibiotika haben konnten, wé&e die Beanflussung von

Klaanlagenprozessen, da Renigungsschritte wie Nitrifikation und Denitrifiketion auf die

mikrobidlen Abbauschritte durch Bakterien angewiesen snd. Treten im  Zulaufwasser

Konzentrationen von Antibiotika auf, die Uber der Mindesthemmkonzentration mancher

Bakterien liegen, so snd dadurch zwel magliche Gefahren zu berticks chtigen:

1. Manche Populationen konnten abgetGtet werden, die zur biologischen Abwasser-
behandlung bendtigt werden. Dies kdmte die Effizienz der kompletten Anlage verringern.

2. Es konnte innerhdb der Kl&anlage zu Resstenzbildung und Waelterverbreitung von
Resistenzen kommen.

Sofern primar datt eines Abgterbens oder ener Veringerung der mikrobidlen Besedlung der

Kléranlagen die Sdektion und Vermehrung resstenter Keime geschieht, kann jedoch der

Klarungsprozess weitergehen und der Abbau der verschiedenen Abwasserinhdtss  und

Schadstoffe, sowie die Stickstoffdiminierung fortgefiihrt werden.

Allerdings efordern  diese  Thematiken nach Kimmerer [188] noch  gewisse

Forschungsanstrengungen, da zu klaren sa, ,in welchem Umfang es in Krankenhausabwasser

g Lal Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und L ebensmittelsicherheit
8 Im Oberflachenwasser betrugen die Konzentrationen bis zu 300 ng/L. Bel einer
therapeutischen Dosis werden Gewebekonzentrationen bis etwa 20 mg/L angestrebt
(siehe Kap. 2.4.1), die im Tagesverlauf auf wenige mg/L absinken kdnnen, aber damit
immer noch etwa 100.000fach hoher as die Ublichen Umweltkonzentrationen liegen.
Daher kdnnen die gemessenen Konzentrationen im Oberflédchenwasser niemals eine
therapeuti sche Wirkung bedeuten.
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und im kommunden Abwassyr tatsachlich zur Resgenzausbildung kommt und inwiewelt
diese Ressenz durch Ubertragung der Ressenzgene af in  Klaanlagen und
Oberflachenwéssern  vorkommende Bakterien erhdten blelbt (...)*. Was den Eintrag von
ressenten Bakterien aus Abwéassarn in Oberfléchengewdsser angeht, so konnte beispiehaft
von Bendt e d. [8] gezeigt werden, dass das Klawerk Dissddorf-Sud Uber ene
Eliminaiondasgung von 9991% be fékdcoliformen Kemen, von 9992% be
gesamtcoliformen Keimen und von 99,86 % bel den koloniebildenden Einheiten verfigt. Dies
zeigt aber immer noch, dass Keme aus den Klaanlagen in die Vorfluter gelangen konnen,
und somit auch Resgtenzen verbreitet werden. Allerdings sai nicht klar, wo und wie lange die
Keime dann in der Umwelt Giberleben.

Zurtickkommend auf die Klaranlagenprozesse wurde laut Kimmerer [188] in einem Test zur
Klaanlagensmulation Ciprofloxacin zu 60 % an Bdebtschlanm adsorbiert (zum Tel sogar
mehr, Sehe Einleitung Kap. 2.7.1.4), wobe nicht auszuschlielien sa, dass es im Faulturm bel
der Bdebtschlammkonditionierung zur Stérung der biologischen Prozesse kommen kann.
Hingegen zeigten Untersuchungen zur Adsorption von Tetracyclinen an Boden, dass schon
funf Minuten nach Applikation der Ldosung von Tetracyclinen kene Wachsumshemmung
von Bakterien durch diese mehr nachgewiesen werden konnte und somit die adsorbierten
Tetracycline nicht mehr antibiotisch wirksam waren [193]. Insgesamt bestehen zum Einfluss
von Antibiotika auf generdle Kl&ranlagenabbauleistungen noch Wissensdefizite, besonders,
wie dch Ricksténde auf enzenen Stufen auswirken. Zwar ig durch verschiedene Tests
schon tellweise bekannt, wie hoch die Abbaubarkeit von Antibiotika in den Kl&ranlagen, z.B.
in den enzenen Renigungsprozessen, ist [126, 194], nicht aber, welche Auswirkungen die
Rickgénde spezidl auf die Bakterien in den Stufen haben und inwiefern Abbaulestungen
verringert werden. Die Konzentrationen, die in den Klaanlagenablaufen vorhanden and (hier
augenend von Oberflachenwasserkonzentrationen  berechnet, ergaben dch  theoretische
Abwaésser mit Konzentrationen im Bereich weniger pg/L), baw. die in den Stufen vorher bzw.
im Zulaufwassr vorkommen (SMX hbis 9 pgL in kommundem Kl&ranlagenzuldufen; in
Krankenhausabwéssern bis zu 26 ug/l fur Piperacillin, Sehe Einleitung Kap. 2.7.1.3 und
2.7.14), liegen dlerdings in ener Grolenordnung, die die Ublichen MHK (normderweise
wenige mg/L, MHK von Piperacillin gegenlber Yersinia pseudotuberculosis 130 pg/L [63])
nicht Ubersteigt und somit, wenn Uberhaupt, dann nur einen sehr geringen Sdektionsdruck auf
die Bakterien ausiben sollte und damit auch die Renigungsorozesse nicht merklich stéren

llte.
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4.2.4.3 Wirkung auf Organismen

Die Abschdtzung ener toxikologischen Wirkung auf verschiedene Organismen ist nur sehr
schwer zu bewerkgdligen, da hierzu Toxizitdsdaten zur Giftigkeit gegeniber Daphnien,
Bodenmikroorganismen, Algen, Erdwirmern und Pflanzen vorliegen missen. Diese Daen
héngen von den jeweiligen Substanzen und den Matrizes ab. Koschorreck et d. [111] fuhrten
ene solche Bewertung fir Makrolide nach dem Eintrag durch Tiere (Ausscheidung) in der
Umwet durch. Dabe fanden se, aufgrund der starken Adsorption an Boden und damit
vermindert verflgbarer Mengen, dass im Zuge der Gefahrenabschétzung weder fir den Boden
wetere Ma3nahmen eforderlich sden, noch fir Oberflichen oder Grundwasser, da ein
Eintrag aus der Veterindranwendung darin kaum zu befirchten stand.

Mit dem direkten Eintrag von Makroliden Uber die Kléranlagen ins Oberflachenwasser
hingegen ig die Gefdhrdungsabschéizung neu durchzufiihren. Die hochge Toxizitéd wies das
Makrolid Erythromycin im Wasser gegen Grindgen auf mit ener ECso von 0,16 mg/L
(Daphnien und Fische 57 mg/L bzw. 851 mg/L). Unter Verwendung eines Sicherhatdfaktors
von 100 (9ehe Kapitd 2.6.5) betrégt somit die PNEC 1,6 pg/l. Damit liegen die hier
gefundenen  Konzentrationen von  Erythromycin im  Oberflachenwasser  mit  hochgtens
0,3ug/L noch deutlich darunter und werden somit bzgl. Grinagen, Daphnien und Fischen
keine Umwdtgefahren dargelen. In Kldranlagenabwasser kann zwar die Konzentration von
16 Mgl Uberschritten sein, was aber nicht rdevat is, da dies ja nicht as
Umwetkompartiment gemé3 der EMEA-Leitlinie CPMP/ISWP/4447/00 draft [91] anzusehen
ist und der Eintrag in die Oberflachengewasser mit einer gewissen Verdiinnung verbunden i<t
Betreffend der Okotoxizitdt von Antibiotika ist jedoch die Auswirkung auf Bakterien
wesentlich bedeutsamer, da de ja auch die Zidorganismen dnd. Abschlielend i ene
Umwetbewertung daher nur zusammen mit der Wirkung auf Mikroorganismen in der
Umwet (Obeflachewassr) zu  machen. Hiezu miste man die  minimden
Hemmkonzentrationen gegeniber verschiedenen umwetrdevanten Bakterienarten mit  den
gefundenen  Konzentrationen vergleichen. Bespidhaft sa  dies gegenlber Stdmmen von
Yersinia pseudotuberculosis und Y. pestis getan. Die niedrigge  MHK  von
Y. pseudotuberculosis gegentiber ERY betrug dabel 16 mg/L (bei 2 von 40 Stammen), von
Y. pestis 32 mg/L (ein untersuchter Stamm) [63]. Mehr ds 50 % der untersuchten Stdmme
(MHKs0) konnten mit Konzentrationen > oder = 64 mg/L bekampft werden. Geht man
konsarvativ. von den niedriggen MHK aus, und bertickschtigt einen Sicherhetsfaktor von
100, so missten Konzentrationen von 160 pg/L bzw. 320 pg/L im Gewdsser beobachtet
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werden, um Uberhaupt diese PNEC®* zu erreichen. Somit stelt Erythromycin mit hochstens
0,3 ug/L (Blac-Bericht 0,5 pg/L) gegentiber diesen Stémmen in der Umwelt keine Gefahr dar.

Anders kann es beispidsweise be Ciprofloxacin aussehen. Im BLAC-Bericht wurde ene
solche Abschédzung vorgenommen. Gegeniber Fischen wurde eine geringe Toxizitét, gegen
Daphnien und Algen ene médge Toxizitd gefunden. Die Toxizitd gegen Pseudomonas
putida wurde ds ECyp von 1,8 pg/l angegeben, woraus be einer 100fachen Sicherhelt eine
PNEC von 18 ng/L resultiert. Die maxima gefundene Konzentration im Oberfl&chenwasser
betrug latt BLAC-Bericht 28 ng/L (in den eigenen Untersuchungen hdchgtens 17 ng/L).
Somit betrégt das Verhdtnis MEC/PNEC®® 1,6 (nach den eigenen Untersuchungen 09),
wodurch ds Fazit eklat wurde |, Ciprofloxacin muss aufgrund der hohen Bakterientoxizitét
und der schlechten Abbaubarkeit ds en  Arznemittdwirkstoff mit  Umwetgefahrdungs-
potentid eingeschéizt werden.” Dies dlerdings auch unter dem Hinwes, dass die PEC das
zehnfache des gefundenen Wertes betrdgt und von hoheren Konzentrationen, as den bisher
gefundenen, im Oberfléchenwassr auszugehen i, Aus den eigenen Ergebnissen ig en
solches Gefdhrdungspotential  nicht  abzuleiten. Auch Golet et d. [152] kamen zu der
Schlussfolgerung, dass es unwahrscheinlich ist, dass Huorochinolonkonzentrationen in  der
aquatischen Umwet des Oberflachenwassers oder auch bezogen auf Abbauprozesse in
Kléranlagen zu negativen Effekten fihren. Dabe wurde die Wirkung in Oberflachenwasser
auf Algen Uberprift (ECso = 3 mg/lL => PNEC 3 pg/L mit 1000fachem Sicherheitsfaktor)
bzw. in Abwasser auf Pseudomonas putida PNEC = 8 pg/lL bzw. im Vergleich mit den
MHK g0 gegen Bakterien mit Werten von > 10 pg/L oder den niedrigsten Konzentrationen von
5 pglL Ciprofloxacin (25 pg/l Norfloxacin, NFL), die enen dchtbaren Effekt in enem
Gentoxizitétstest (UmuC-Test) haben (LOEC®®). Bestétigt wurde die Aussage, dass die
gefundenen Konzentrationen im Abwasser von 0,18 pg/l ds Summe von CFL und NFL
(40 ng/L im Oberflachenwasser) wohl keine negativen Auswirkungen haben, durch NOEC®’
von 3uglL (CFL in Oberflchenwasser) bzw. 2 pg/l (NFL in Kléranlagenprozessen).
Allerdings sollten zur weiteren Absicherung Daten Uber chronische Okotoxizitdt und die
Gesamttoxizitét der Summe verschiedener Antibiotika erganzt werden, sowie bzgl. der

84 als Effekt (der ,predicted no effect concentration*) ist hier die Wachstumshemmung
gemeint, nicht der Effekt einer Resistenzbildung; siehe dazu nachsten Unterpunkt
dieses Kapitels

8 MEC/PNEC maximum environmental concentration/ predicted no effect concentration

8 LoEC lowest observable effect concentration

87 NOEC no observable effect concentration
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Wirkung auf Bodenmikroorganismen (auch Sedimente und Béden nach Klaschlamm-
ausringung).

Auch wenn man die Wirkung von CFL auf Y. pseudotuberculosis und Y. pestis betrachtet, so
liegen laut Stock et d. [63] die niedriggen MHK bel ersteren Stdmmen < oder = 10 pg/L, be
letzterem be 30 pg/L. Das helld, dass geringere Konzentrationen keine Wachstumshemmung
haben und en Scherhdatdaktor zur Interspezies-Vaiabilitdt von 100 sehr vordchtig id.
Dennoch werden die damit erhatenen PNEC von etwa 100 ng/L bzw. 300 ng/L ba weitem
nicht im Oberflachenwasser gefunden. Daher und anbetracht der anderen Okotoxizitatsdaten
soliten die gefundenen Konzentrationen weder auf Bakterien, noch auf Fische, Daphnien oder
Algen ene Gefahr mit negativen Umweltauswirkungen darstellen.

4.2.4.4 Resistenzausbildungen

Wie in Kegpitd 232 dagesdlt, i be vebrateer Anwendung von Antibiotika in
zunehmendem Male damit zu rechnen, dass es zur Ausbildung von Resigtenzen kommen
kann. Es konnte gezeigt werden, dass fir das Auftreten von ressenten Erregern in
Krankenhdusern  hauptsichlich  die Vewendung von  Antibiotika im  Humanbereich
verantwortlich ist. Eine Reduzierung der Verwendung im Veterindbereich héite gemd3 Smith
et d. [6] nur geringe Effekte auf die Resgtenzlage von Bakterien in Krankenhdusern, oder
dlgemein ba humanrdevanten Bakterien. Die AudOosung der Ressenzen geschient
Ublicherweise dort, wo die héchsten Konzentrationen auftreten, adso im Korper sebst. Dort
werden Gewebekonzentrationen von enigen mg/L erecht, die enen bakteriziden oder
bakteriogtatischen Effekt haben, und enen gewissen Sdektionsdruck ausiben konnen. Gemal3
Teuber [7] folgen Antibiotikumanwendung in der Humanmedizin und Resstenzentwicklung
»epidemiologisch und mikrobiologisch erklérbaren Gesetzmdiigkeiten, die auch den Beitrag
von Veerinamedizin und Landwirtschaft zur Resgtenzausbreitung betreffen Ferner wird
vermutet, dass Antibiotika, die in die Umwet engetragen werden, Resgenzen, multiple
Resstenzen und Kreuzressgenzen in Organismen auddsen [83, 194]. Auch auf den
besonderen Effekt von subletdlen Dosen wurde hingewiesen. Die Untersuchung Uber das
Vorkommen von antibiotikaresstenten Keimen in Kléaanlagen [8] zeigte, dass resgente
Keme in Klaanlagen wet verbretet snd, und dass in dlen untersuchten Indirekteinleitungen
(Kliniken und Krankenhduser, Indudtrie und haudiche Abwaésser) antibiotikaresstente Keime
nachweisbar waren. Somit sind vor dlem die Kompatimente pradestiniert fur das Auftreten
von Resgenzen, in denen héhere Konzentrationen von Antibiotika vorkommen und in denen
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vide Bakterien leben. Solche Voraussetzungen finden sch be der Anwendung beim
Menschen im Darm, auf Schleimhéuten, oder auch auf der Haut, so dass eine klare Beziehung
zwischen dem Gebrauch von Antibiotika beim Menschen und dem Auftreten von Resistenzen
erkannt werden konnte [9]. Nach der Untersuchung des Auftretens von resstenten Bakterien
nach der Anwendung von Antibiotika in der Antiaknetherapie wurde gefolgert, dass en
erhohter Konsum von Antibiotika einen erhthten Sdektionsdruck auf pathogene Erreger
ausibt und somit Redgtenzen ausgeldst werden konnen. Dies nicht nur durch die
therapeutisch richtige Dosierung, sondern auch besonders durch zu geringe Dosierungen oder
zu lange Zeiten der Anwendung.

Die Frage ig nun, inwiewet die in dieser Untersuchung gefundenen Konzentrationen dazu

beitragen konnen, die Resistenzdtuation zu beainflussen.

Auswirkung der Einzelkonzentrationen

In Abwéssern (sehe Kap. 4.234 d, 4.24.2) liegen die Konzentrationen (ug/L-Bereich)
(zumes) schon deutlich unter den Mindesthemmkonzentrationen, s0 dass auch sensble
Bakterien nicht gestort werden und mit @nem Wachsumsvortel von resstenten Erregern
nicht zu rechnen is, bzw. ene Auddsung und Ausbreitung von Resgenzen nicht efolgt
(sehe Kap. 2.3.2). Aufgrund der noch niedrigeren Gehdte in Boden und Oberflachenwasser
ist auch hierin eine Audésung und Verbreitung von Resistenzen nicht zu erwarten.

Die in Kegpitd 232 ewdnten Mechanismen (nicht Resgtenzen!), z.B. regulatorische
Prozese, die voribergehend zu einer erhdhten Toleranz gegeniber Antibiotika fihren,
werden hingegen durch niedrigere Konzentrationen ds die MHK induziet. Mdgen solche
Mechanismen (nicht Resistenzen!) mdglicherweise auch noch im Abwasser angeregt werden,
0 ig be den Konzentrationen in Boden (ug/kg) oder in Oberflachenwasser (ng/L) eher nicht

damit zu rechnen.

Summenwirkung

Betrachtet man nicht nur die Wirkung der Einzdsubstanzen, sondern das kumulative
Auftreten  verschiedener  Wirkdoffe mit  ener  madglicheweise damit  verbundenen
gynergisischen  oder  antagonistischen  Kombinationswirkung, sowie die Expostion  Uber
langere Zet, 0 Ind auch hier die Konzentrationen in Boden und Oberflachenwasser wohl zu
niedrig, um tatsichlich die Resgtenzentwicklung zu beeinflussen. Dies kommt enersats
daher, da sdbst die Summenkonzentrationen verschiedener Substanzen einer Gruppe unter
1pgl liegen. Anderersaits liegt es daran, dass die Wirkstoffe verschiedener Gruppen auf



275

ganz unterschiedliche Prozesse in  den Zdlen wirkenn. Be den vorkommenden
Konzentrationen konnen schon die Einzewirkungen kaum entfdtet werden und fihren daher
nicht zu ene Hemmung. In den Bakterien ig adso ene Resgenz nicht eforderlich und die
regulatorischen Prozesse reichen auch be verschiedenen gleichzeitig auftretenden Substanzen
zum Schutz aus.

Bezliglich der Auswirkungen des kumulaiven und langefridigen Auftretens  von
Antibiotikarlickstanden auf Mikroorganismen und Prozese im Kl&anlagenbereich besteht
aufgrund der htheren Konzentrationen hingegen noch Aufklérungsbedarf.

Inggesamt  lasst dch folgern, dass die gefundenen  Antibiotikakonzentrationen in  den
Umweltkompartimenten Boden und Oberflchenwasser scherlich nicht ausreichen, um die
Resgenzentwicklung von Krankheitserregern, die in der Humanmedizin eine Rolle spiden,
zu beainflussen.
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4.2.5 Konsequenzen und Mal3nahmen

Die Untersuchungen zum Vorkommen von Antibiotika in der Umwdt zeigten, dass
Ricksténde diesr pharmazeutisch genutzten Wirkstoffe in Oberflachengewdssern sehr welt
vebretee dnd, wobe Subgsanzen aus der Humananwendung ungleich hdufiger und in
hoheren Konzentrationen zu finden waren, ds Substanzen aus der Veterindranwendung. Dies
traf gleichermal3en fir beprobte Gewésser aus landlichen und aus urbanen Gebieten zu. Fir
Veterindrantibiotika konnte mit Befunden in Gille und in damit gedingten Boden, die
Landwirtschaft as wahrschanlicher Eintrittspfad fir das sdtene Auftreten in Wasserproben
ekannt werden. Als Haupteintragspfad von Humanantibiotika konnte das System der
kommunaen Abwasserbehandlung ermittelt werden. Die Konzentretionen in den Béachen und
Flissen von bis zu 300 ng/L (meist deutlich unter 100 ng/L) waren abhangig von den
Wassrabflussmengen, bzw. dem Antell an behanddtem kommunaden Abwasser und damit
von dem jeweligen Vedinnungseffekt. Die Frachten waren abhdngig von  der
Veschrebungsmenge und lagen im Winter deutlich hoher ds im Sommer. Je mer
Einwohner in den Einzugsgebieten der Husse wohnten, desto héher waren die Frachten.
AulRerdem wurden die Frachten pro Person von den jeweligen Abbauleistungen der
Kléranlagen beainfluss.

Die Bewetung diesr Befunde von Antibiotikerlickstanden in der Umwet fuhrte zu der
Einschéizung, dass ene Gefdhrdung der Umwdt und ene negaive Beanflussung
humanmedizinisch rdevanter Mikroorganismen durch die gefundenen Konzentrationen nicht
zu befirchten ig. Eine mogliche Bildung oder Vebretung von Resgenzen durch das
Vorkommen von Ricksténden in der Umwet (Oberfléchenwasser, Boden) kann durch diese
und bisherige Ergebnisse nicht begrindet oder bestdtigt werden und it somit eher
untergeordneten Ranges, wohingegen die Rolle, die Kl&ranlagen in Bezug auf Entstehung und
Verbreitung oder Verminderung und Abbau von resgenten Mikroorganismen spielen, noch
weiter zu beobachten und zu kl&ren i<

Auch wenn kein direkter Grund zur Besorgnis besteht, so herrscht weitgehend die Menung,
dass dem Zid der Eintragsvermeidung bzw. -verminderung nahe zu kommen ig [85]. Mit
enem vemindeten Eintrag und Vorkommen in Obefléchengewdsseen soll auch en
Auftreten in Grund- und Trinkwasser s0 weit wie madglich vermieden werden. Bisher
bedeuten die Gehdte darin aus toxikologischer Sicht zwar keine direkte Gefdhrdung der
Menschen, de dnd aer aus Hygienegeschtspunkten und im  Hinblick auf das
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Vorsorgeprinzip  unewinscht  [125]. Auch nach Kimmerer [188] sollte aus umwelt-
hygienischer und o©kotoxikologischer Sicht ene Kontamination von Grund- und Trinkwasser
vermieden werden. Huber et a. [195] sehen das Vorsorgeprinzip ds vordringlichste Aufgabe
der Reinhdtung von Trinkwasser von Rickstdnden pharmazeutischer Mitte, um das Risko
von unbekannten Langzeteffekten zu minimieren.

Mochte man Rickst@nde in der aguatischen Umwdt, sdbst wenn diese keine negativen
Auswirkungen haben, vermeden, so besehen zwe Moglichkeiten zur Minderung der
Eintrage Entweder man setzt direkt am Ort des Einsatzes an, welcher gleichzeitig auch der
Ort id, an dem ursachlich die Gefar der Bildung, Audbésung und Verbretung von
Resgenzen zu lokdiseren i, dso dem Einsaz in der Human und auch Veterindmedizin,
oder man arbeitet an Strategien zur Verminderung der Eintrége in die Umwet, aso am Abbau
der Substanzen innerhab der Klaranlagenabbauprozesse.

Einsparpotentiale

Nach Bendt et d. [8] sollten die Ursachen der Resstenzen am ,,Ort des Geschehens behoben
werden” und nicht in Klawerken. Maahmen dazu snd vidfdtig und wurden von
KUimmerer [188] beschrieben. So wird be den Antibiotika auf der Anwendungsseite von
enem Reduktionsgpotentid von 50 % im Bereich der Humanmedizin und im Bereich der
Veterindrmedizin - ausgegangen, das durch bessere mikrobiologische Diagnostik und ene
darauf abgestimmte Verordnunggpraxis erziet werden kann, da so die gedigneten Antibiotika
augewahit werden und gezidter thergpiet wird. Dazu zéhlt auch, dass durch Aufklérung
unnttige Verschrebungen vermieden werden, beispidsweise, dass be  vird bedingten
Erkdtungskrankheiten nicht zwangdéaufig Antibiotika indiziet dnd. Ebenfdls sollte darauf
geachtet werden, dass passende Doserungen bzw. Zubereitungsmengen verwendet werden,
die eine subthergpeutische Behandlung vermeiden. Weitere Moglichkeiten snd die Reduktion
der Stoffvidfdt Uber ene Lide der wirksamen Soffe des weteren ene dnnvolle
Vorratshdtung, die die Vemeidung enes Vefdls vor Gebrauch vorseht und damit zu
entsorgende Mengen reduziert. Bel der Entsorgung ist en Eintrag in die Umwet dadurch zu
vermeiden, dass Restmengen nicht Uber das Abwasser entsorgt werden, sondern separat
gesammdt und evtl. zum Hergdler zuriickgehen. Sofern dies nicht mdglich is, sollten Reste
ds Abfdl entsorgt werden. Insgesamt geht es nicht darum, Arznemittedwirksoffe zu
verbieten, sondern eine Veringerung des Eintrages mit einem verantwortlichen Einsatz zu

verbinden.
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Abbaumadglichkeiten

Die andere mdgliche Strategie, die mit der Verwendungssaite kombiniert werden kann, beruht
auf dem technologischen Konzept im Hinblick auf Verbesserungen in der Abwasser- und
Rohwasseraufbereitung, wodurch  ebenfdls  ene Eintragsvermeldung und  -verminderung
veafolgt werden kann. Malhahmen dazu sSnd Thema verschiedener  Projekte
(Rempharmawater [196], Poseidon [197]). Als Ansaz kann die Anwendung oxidativer
Verfahren mithilfe von Ozon oder Wasserdoffperoxid sein, oder die Kombination dieser mit
UV-Licht und dabe resultierenden Hydroxylradikden [195, 198]. Denkbar ist dabel die
Anwendung in Telabwassarsromen aus Einldtungen  hochbelasteter Wésser, wie
Teilbereichen von Krankenhdusern und Kliniken, aber auch die Behandlung wéahrend der
Trinkwasseraufbereitung.

Gemensam ig dlen Srategien, s8 es im Ansaiz der Reduzierung der Verbrauchsmengen
oder der Veminderung des Eintrages, der Schutz des Allgemenwohles, damit auch in
Zukunft Antibiotika noch ds wirksame Mitted im Kampf gegen bakteriele Infektionen
einzusetzen snd und Se die Gesundheit des Menschen schiitzen und Leben retten konnen.
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5 Anhang

5.1 AbkUrzungsver zeichnis

ABH Aminobenzoesdurehydrazid

AK Antikorper

AMG Arzneimittelgesatz

AMO Amoxidllin

AMP Ampidllin

AM-VO Arznemittelverordnung

AS Anschlusssdle

ASE Acceerated Solvent Extraction (beschleunigte Ldsungsmittel-
extraktion)

BAB Bundesautobahn

BBodSchG Bundeshodenschutzgesetz

BBodSchv Bundesbodenschutzverordnung

BG Besimmungsgrenze

BLAC Bund/Landerausschuss fir Chemikdiensicherheit

BSA Bovines SerumAlbumin

CFL Ciprofloxacin

CLA Clarithromycin

CLI Clindamycin

CMO Carboxymethoxylamin

CTC Chlortetracyclin

d day (Tag)

Da Ddton (= g/mal)

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DCY Doxycydin

DDD Defined Daily Dog's (durchschnittliche Tagesdosis)

DHF Dihydrofolsaure

DMA N,N-Dimethylacetamid

DMF Dimethylformamid

EC Effective  Concentration, effektive Konzentration mit der ene
Wachgdumshemmung oder ene Reproduktionshemmung um  enen
gewissen Faktor erfolgt

EFL Enrofloxacin

ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

EMEA European Medicines Evauation Agency

ERY Erythromycin
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ESI
FDNB
FMVO
Gu-SDM
GW

HG
HPLC
HRP

KA
KGW
KLH
LC
LGL
LUA
MCY
MEC

MeOH

MHK

MRL

MS
MUNLV-NRW

n.n.
NFL

NG

NHS
NHS-Glut-SDM
NHS-Succ-SDM
NHS-Succ-SMX
oD

OFL

oTC

p-ABS

PBS

PCG

PCV

PEC

PECaw
PECkA-Ab
PECkA-zu

ElektroSpray lonisation

Fuordinitrobenzol

Futtermittelverordnung

Glutaramyl- Sulfadimidin

Grundwasser

Hauptgruppe (geméal3 Rote Liste)

High Performance Liquid Chromatography

HorseRadish Peroxidase (Mearrettich- Peroxidase)

Humananwendung

Klaranlage

Korpergewicht

Keyhole Limpet Hemocyanin, Ha&mocyanin von Megathura crenulata
Liquid Chromatography (Fliissigchromatographie)

Bayrisches Landesamt fir Gesundhelt und LebensmittelSicherheit
Landesumweltamt

Minocydin

Maximum  Environmenta
Umweltkonzentration
Methanol

minimae Hemmkonzentration
Maximum Residue Limit (maximale Riickstandskonzentretion)
M assengpektrometrie

Minigerium  fir Umwedt und Naturschutz,
Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen
nicht nachwe sbar

Norfloxacin

Nachweisgrenze

N-Hydroxysucainimid

mit N-Hydroxysuccinimid aktiviertes Glutaramyl- Sulfadimidin

mit N-Hydroxysuccinimid aktiviertes Succinamyl- Sulfadimidin

mit N-Hydroxysuccinimid aktiviertes Succinamyl- Sulfamethoxazol
Optische Dichte

Ofloxacin

Oxytetracyclin

para- Aminobenzoeséure

Phosphate Buffered Sdline (Phosphatpuffer)

Penicllin G (Benzylpenidllin)

Penidllin V (Phenoxymethylpenicillin)

Predicted Environmenta Concentration (vorhersagbare/abschétzbare
Umweltkonzentration)

Predicted Environmental Concentration fur Abwasser

Predicted Environmental Concentration fur Kl&ranlagenabl aufwasser
Predicted Environmental Concentration fur Kléranlagenzul aufwasser

Concentration, maxima  gemessene

Landwirtschaft  und
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PECow
PNEC

PNOEC

RAH®
RL
ROX

SPE

SPI

Stabw
STR
STR-CMO
Succ-SDM
Succ-SMX
TBABH
TCY

THF

™

TMB

TRI

TS

VAN
VEL.
VO
VRE
WDF
WHO

Predicted Environmental Concentration fir Oberfl achenwasser

Predicted No Effect Concentration (abgeschéizte Konzentration, die

keine Effekte mehr aud 6sen kann)

Predicted No-Observed Effect Concentration (Konzentration, bel der

kein Effekt erkannt werden konnte)
Peroxidase, sehe HRP
Riedd-de Haén

Richtlinie

Roxythromycin

Signd to Noiseratio (Signal/Rausch-Verhdtnis)
Serumabumin

Standard Deviation (Standardabwei chung)

Qulfadimidin
Sulfadiazin

Sulfamethoxazol
Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion)

Spiramycin

Standardabweichung

Streptomycin

Streptomycin mit amidisch gebundenem Carboxymethoxylamin
Succinamyl- Sulfadimidin

Succinamyl- Sulfamethoxazol

Tetrabutylammonium-borhydrid

Tetracyclin

Tetrahydrofolsiure
Trockenmasse
Tetramethylbenzidin
Trimethoprim
Trockensubstanz

Tylosn
Vancomycin

V eterindranwendung

Verordnung

Vancomycin Resistente Enterokokken
Wiederfindungsrate
World Health Organisation (Weltgesundheitsorgani sation)



282

5.2 Herstdlerfirmen von Geréaten, Vertrelber von Chemikalien

Firmenname Rechtsform Firmenstz
Gerétehersteller:

Alltech GmbH Unterhaching
Amersham Bios ences Europe GmbH Freiburg
AsysHiTech GmbH Eugendorf, Ogterreich
B. Braun Mdsungen AG Mesungen

Banddin Elektronik GmbH & Co. KG Belin

Biohit Oyi Corporation Helsnki, Finnland
Bischoff Chromatography GmbH Leonberg

BMG LabTechnologies GmbH Offenburg

Carl Knauber Holding GmbH & Co. KG Bonn

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
CS-Chromatographie Service GmbH Langerwehe

Dionex GmbH Idgtein

Eppendorf AG Hamburg

Gelman Laboratory, Pall Corp. Corporation East Hills, NY, USA
H+P Labortechnik GmbH Oberschleifdheim, M iinchen
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG Schwabach

Hermle Labortechnik GmbH Wehingen
Hewlett-Packard, Agilent Technologies GmbH Wadbronn

IKA® Works GmbH & Co. KG Staufeni. Breisgau

J. T. Baker Corporation Phillipsburg, NJ, USA
Jahnke& Kunkel GmbH & Co. KG Staufeni. Breisgau
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG Diren

Merck KGaA Darmstedt
Mettler-Toledo GmbH Giel¥en

Millipore GmbH Schwalbach
Molecular Devices GmbH Ismaning, Minchen
MZ Andysentechnik GmbH Manz

Nunc™ Brand Products GmbH & Co. KG Wieshaden
Phenomenex® Ltd. Aschaffenburg
Schleicher& Schll GmbH Dassel

Separtis GmbH Grenzach-Wyhlen
SL S Farber- Skutlarek GbR Bad Mingerefd
VEB MLW Prifgerdtewerk Medingen, Sitz Freitd
Weck GmbH & Co. KG Wehr
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Firmenname Rechtsform Firmensitz
Chemikalienliefer anten:

Sgma-Aldrich Chemie GmbH MUnchen
AldricH®, zu Sigma-Aldrich Chemie

Fuka, zu Sgma-Aldrich Chemie

Sgma®, zu Sigma-Aldrich Chemie

Riedd-de Haén, Sgma-Aldrich Chemie

Bayer Hedth Care AG Leverkusen
Dr. Ehrensdorfer GmbH Augsburg
AppliChem GmbH Darmstadt
VWR Internationa KGaA Darmstadt
Roche Deutschland Holding GmbH Grenzach-Wyhlen
Carl-Roth® GmbH & Co. KG Karlsruhe
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sch mit dem Themenkomplex ,Antibiotikarlickstdnde in
der aguatischen Umwelt*. Es werden dazu rdlevante Kompartimente und Eintragspfade in die
Oberfléchengewdsser, ausgehend von Gille und Bodenuntersuchungen, sowie Klaranlagen
adauf- und -ablaufproben auf Gehdte an Humatr und Veeindrantibiotika untersucht.
Zentrde Fragestdlung war, wie Ricksande in die Gewédssr gdangen, weche
Zusammenhange im agudischen System bestehen, ob die veterindkmedizinische Anwendung
enen Einfluss auf die Gehdte hat und welche Risken oder Problematiken dch aus den
Befunden ergeben.

Nach der Vorgdlung der untersuchten Klassen, der Wirkungsmechanismen, der
Resgenzproblematik, der Dargellung der rechtlichen Grundlagen, der Verbrauchsmengen,
der Eintragswege, sowie der abgeschéizten Umweltkonzentrationen, wird die Entwicklung
verschiedenser Nachwesverfahren zur Bestimmung von Ricksténden in den besagten
Matrizes beschrieben.

Es wurden Methoden entwickdt und angewandt, die zum enen auf der immunchemischen
Bestimmung im ELISA Tedformat baseren. Dabel wurden zu exisierenden AntikOrpern
gegen Streptomycin und  Sulfadimidin® Tracer mit  verschiedenen Methoden  hergestellt  und
miteinander verglichen. Letzterer Test wurde zur Messung von Gille- und Bodenproben auf
dieses Veerindrantibiotikum (SDM) verwendet. Des weteren wurde ausgehend von
Immunogensynthese, Immuniserung von Kaninchen und Tracersynthesen en  vollsténdiger
Test fUr das Humanantibiotikum Sulfamethoxazol entwickdt, mit dem Abwasserproben
untersucht werden konnten. Zum anderen wurde en SPE-Anrecherungsverfahren entwickelt,
ds in Kombingion mit enem LC-MSMSVefdren zur Bedimmung von
Antibiotikarticksténden in Oberflachengewéssern diente.

Ausgenend von Messungen in den Priméar-Matrizes, wie Abwassr und Gille konnten
Ruckgénde im Berech weniger pg/l im Abwesser bzw. weniger mg/L in Gulle (bis zu
19 mg/L) bestimmt (bzw. ausgehend von Oberflachenwasserkonzentrationen hochgerechnet)
werden. In den nachfolgenden Kompartimenten diverser Boden (nach zuvor  efolgter
Gulleausringung) konnten ebenfals Ricksdnde, dlerdings nur noch im pgkgBereich,
gefunden werden. In  Obefl&chenwasser lagen die Konzentration im ng/L-Bereich mit



Hochstwerten von 300 ng/lL. Am haufigsen traten Makrolide, Sulfonamide und Lincosamide
auf. Dabel konnten Antibiotika sowohl aus der Humant, ds auch aus der Veterindranwendung
gefunden werden, letztere dlerdings in deutlich niedrigeren Konzentration von weniger ds
10ng/lL (maximd 90 ng/L Tylosn). Daher konnte ein Einfluss der Landwirtschaft auf das
Vorkommen von Rickgdnden in Gewassern nachgewiesen werden, wenngleich dieser
Bnfluss im Vegech zum Einfluss der Humananwendung unbedeutend ig.  Insgesamt
gesehen, konnten die Eintraggpfade von Antibiotika in die aguatische Umwelt aber aus beiden
Bereichen der Anwendung nachverfolgt werden. Zwischen landlichen Gebieten und dichter
beseddten Gebieten konnten keine Unterschiede ausgemacht werden. Da der weltaus grofde
Antell aus Humanpharmaka besteht, die mit Kl&ranlagenabfllissen eingetragen werden, it fur

die Gehdte der Antell von Abwasser in den Gewéassern bestimmend.

Anhand von Gewassarscreeninguntersuchungen  und  Zetrehen  konnten  interessante
Zusammenhange im aguatischen System erkannt werden:

In den Hissen besteht ene umgekehrte Proportionditét zwischen den Konzentrationen und
den Wasserdbflussmengen. Im Gegensaiz dazu sind die Konzentrationen umso hoher, je
hoher der Abwasseranteil in den Gewéssern it (direkte Proportionditét). Es wurden,
ausgehend von den Konzentrationen im Oberfléchenwasser und den  Abflussmengen, die
Frachten bestimmt. Die Frachten in enem Gewdsser korrdieren mit der Anzahl der
Einwohner in den Einzugsgebieten, deren Abwéasser in die Flisse und Béche, oder deren
Vorfluter eingeleitet werden. Aulerdem snd die Frachten in den Gewéassern in den
Wintermonaten deutlich hoher as in den Sommermonaten, was die Verschreibungsstuation
im Jahresverlauf widerspieget. Anhand der Frachten pro Einwohner wurden Unterschiede in
den Husxyebieten deutlich, die auf die unterschiedlichen Abbaulestungen der Klaanlagen
hinweisen. Dazu wurde festgestellt, dass die Frachten pro Einwohner, umso hoher snd, je
schlechter die Fahigkeit der Klaranlagen zur Stickstoffdiminierung it.

Es konnten aso drei grole Einflussfaktoren erkannt werden, die gemeinsam das Auftreten
von Antibiotikarlicksdnden in unseren Gewdssarn  bestimmen: die Anwendungssaite, die
hydrologische Sate und die Eliminationssate.

Die Bewertung der Ergebnise zeigte, dass ene negative Beanflussung der Resgenzstuation
be Beakterien oder ene sondige Gefdhrdung durch die gefundenen, niedrigen
Konzentrationen in  den Umwdtkompatimenten der hier  untersuchten Boden  und
Wasserproben zur Zeit nicht abgeleitet werden kann.
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