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Vi Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Beim Umgang mit hochwirksamen Arzneimitteln, wie z.B. Antibiotika und
Zytostatika, muss neben dem Patientenwohl auch das gesundheitsschadliche
Potential fir die damit in Berlihrung kommenden Personen sowie der Umweltschutz

beachtet werden.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Anwendung flussigchromatographischer
Multianalyse- und Detektionsmethoden zur Bestimmung von arbeitsschutz- und
umweltschutzrelevanten  Antibiotika und Zytostatika in  Apotheken und

Krankenhausern.

Fir die Anwendung bei Antibiotika - Arbeitsschutzuntersuchungen wurde eine
Multimethode zur Bestimmung von acht strukturell unterschiedlichen Wirkstoffen
mittels HPLC-UV, -MS und -MS/MS entwickelt. Der Vergleich der verschiedenen
Detektionsarten hat gezeigt, dass HPLC-UV und —-MS zur Messung von
Wischproben mit hohen Konzentrationen, z.B. zur Reinigungsvalidierung oder
Untersuchungen nach unbeabsichtigten Substanzfreisetzungen, geeignet sind. Beim
Umgebungs- und Biomonitoring sollte aufgrund der zu erwartenden Konzentrationen
im unteren ng/mL-Bereich und der Matrixeffekte bei Urinproben die Tandemmassen-
spektrometrie eingesetzt werden. Die Auswertung von ersten Wischproben aus vier
europaischen Kliniken zeigte, dass bei der Zubereitung von Cefuroxim 89 % der
Arbeitsflachen belastet waren.

Zur erstmaligen Erfassung der Arbeitsplatzbelastung sowie der inneren und auf3eren
Exposition der Mitarbeiter gegenuber Antibiotika wurde die LC-MS/MS-Methode um
sieben Wirkstoffe erweitert und ein kombiniertes Umgebungs- und Biomonitoring auf
die Substanzen Amoxicillin, Ampicillin, Cefazolin, Cefotaxim, Cefotiam, Cefuroxim,
Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Ofloxacin, Penicillin G, Penicillin V, Piperacillin,
Trimethoprim, Sulfamethoxazol und Vancomycin durchgefuhrt. Dabei stellte sich
heraus, dass 98 % der Arbeitsflachen und 100 % der Arbeitskleidung unter den
untersuchten Arbeitsbedingungen mit Antibiotika belastet waren. Eine Korrelation
zwischen den gefundenen Belastungen und den Angaben zu Art und Menge der

verarbeiteten Substanzen und der Tatigkeit der einzelnen Beschaftigten ist
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erkennbar. Die im Untersuchungszeitraum zubereiteten bzw. applizierten
Substanzen wurden haufig und in vergleichsweise hohen Konzentrationen von bis zu
248 ng/cm? gefunden. Zusétzlich zu den am gleichen Tag verarbeiteten Substanzen
konnten insbesondere auf Flachen und Textilien eine Vielzahl weiterer Antibiotika
bestimmt werden. Untersuchungen von Urinproben haben eine innere Exposition im
unteren ng/mL-Bereich bei 48 % der Beschaftigten nachgewiesen. Neben der
geringeren Anzahl verschiedener Antibiotika konnte im Gegensatz zu den Flachen-
und Textilbelastungen beim Biomonitoring keine Belastung mit mehreren Substanzen
festgestellt werden. Abbildung 0-1 zeigt zusammenfassend die anteilig belasteten

Proben der verschiedenen Untersuchungen.

Flachen Textilien Mitarbeiter
1 0
10
11
45 23
O belastet O unbelastet

Abbildung 0-1: Zusammenfassung der Antibiotika-Belastungssituation beim
Umgebungs- und Biomonitoring in einem Nordrhein-Westfalischen Krankenhaus.

Neben den in dieser Arbeit nachgewiesenen direkten Kontaminationspfaden sollten
zukunftig auch indirekte Kontaminationspfade und —mechanismen, aber auch die
Effektivitat der derzeitigen Flachenreinigungsverfahren untersucht werden. Eine
toxikologische Bewertung dieser Ergebnisse im Sinne einer Abschatzung eventueller
gesundheitlicher Risiken ist derzeit allerdings noch nicht mdglich. Aus diesem Grund
ist eine arbeitsbedingte Belastung der Mitarbeiter zu vermeiden. Beim Umgang mit
Antibiotika stellen neben der Resistenzproblematik insbesondere Allergien ein

erhebliches Gefahrdungspotential flr die Mitarbeiter im Gesundheitswesen dar.

Fur den Einsatz beim Zytostatika — Monitoring wurde als Ersatz fur die bisher
durchgefuhrten substanzspezifischen Probenahme- und GC-MS-Einzelstoffanalyse-
methoden im Rahmen dieser Arbeit eine wesentlich einfachere LC-MS/MS-
Multimethode zur simultanen Probenahme und Analyse der Zytostatika
5-Fluorouracil, Chlorambucil, Cyclophosphamid, Cytarabin, Etoposid, Ifosfamid und
Methotrexat entwickelt. Die Validierungsuntersuchungen haben gezeigt, dass
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insbesondere die Probenahme auf unterschiedlichen Oberflachen einen grof3en
Einfluss auf die Wiederfindungsrate hat.

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten LC-MS/MS-Analysen
zeigen das aus der Literatur bekannte Bild fur Zytostatika-Einzelanalysen. Die
Belastungssituation an verschiedenen Probenahmestellen innerhalb als auch
auBerhalb der Apotheke unterscheidet sich iiber mehrere Dekaden (< 0,001 ng/cm?
bis 796 ng/cm?). Bei der Gesamtbewertung der Analyseergebnisse einer Apotheke,
einer onkologischen Ambulanz oder einer Krankenhausstation ist aufgrund der
grolen Unterschiede zwischen sauberen und belasteten Oberflachen die durch den
Flacheneinfluss entstehende Messunsicherheit zu vernachlassigen. Problematisch
bei der Bewertung von Einzelergebnissen ist, dass entsprechend der GefStoffV beim
Umgang mit CMR-Stoffen die Forderung nach einer Nullexposition besteht und
aufgrund fehlender Daten bisher keine Schwellen- oder Richtkonzentration
festgesetzt werden kann. Insgesamt kann bei konsequenter Umsetzung des Stands
der Technik bei Zubereitung und Umgang mit Zytostatika durch den Einsatz
technischer und personlicher Schutzausristung sowie durch intensive Schulung der
Mitarbeiter die Exposition minimiert werden, so dass das Risiko beim Umgang mit
CMR-Stoffen  erheblich gesenkt wird. Sowohl zur Uberprifung der
Arbeitsplatzbelastung und des Erfolgs der getroffenen Malihahmen ist mit dem in
dieser Arbeit entwickelte LC-MS/MS-Multianalyseverfahren sehr einfach und
kostengunstig mdglich. Im Fall von unbeabsichtigten Substanzfreisetzungen ist zur
Untersuchung von Substanzaufnahmen bei den betroffenen Mitarbeitern ein
Biomonitoring und zur Kontrolle der ReinigungsmalRnahmen ein Umgebungs-

monitoring zu empfehlen.

Eine substanzunabhangige statistische Betrachtung von insgesamt 2644
Messwerten dieser Arbeit liegt das 90. Percentil bei 0,028 ng/cm?. Zur Bildung eines
deutschen Orientierungswertes auf Basis einer statistischen Datenanalyse mussen
die in dieser Arbeit gemessenen Werte um weitere Messwerte wie Platinmessungen
und GC-MS Daten des IUTA, den Analyseergebnissen der LMU Minchen sowie die
im Rahmen der MEWIP-Studie zu erwartenden Messwerte erweitert werden. Auf
Grundlage dieser breiten Datenbasis kann durch Diskussion mit den
Standesorganisationen und Berufsgenossenschaften die Bildung von Orientierungs-

werten erfolgen.
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Neben dem Arbeitsschutz wurde im Rahmen dieser Arbeit auch der
Umweltschutzaspekt beim Umgang mit hochwirksamen Arzneimitteln betrachtet.
Uber die Patientenausscheidungen gelangen die Wirkstoffe und deren Metaboliten in
den Wasserkreislauf. Da viele der Wirkstoffe nicht biologisch abbaubar sind, erfolgt
ein Eintrag dieser Substanzen aus den Klaranlagenablaufen in die
Oberflachengewasser. Eine moglichst fruhzeitige Eliminierung am Eintragsort kann
einen Beitrag zur Reduzierung von Umwelteintragen leisten. Hierzu wurde im
Labormalfistab ein erweitertes Oxidationsverfahren (AOP — advanced oxidation
process) zur Behandlung von hoch belasteten Abwasserteilstromen in
Krankenhdausern entwickelt und im halbtechnischen Malstab evaluiert. Die
substanzspezifische Verfahrensanalytik zur Kontrolle und Optimierung des AOP-
Verfahrens erfolgte mit einer neu entwickelten LC-MS/MS-Multimethode. Die
Nachweisgrenzen fur acht Antibiotika und sieben Zytostatika liegen zwischen 0,1 und
5 pg/L. Zur exakten Quantifizierung ist wie bei der Bestimmung von Urinproben beim
Biomonitoring eine gewichtete Matrix-Kalibration notwendig. Neben der direkten
Analyse von Krankenhausabwasser-Teilstromen ist durch Erganzung einer
geeigneten  Probenvorbereitung (clean-up und Aufkonzentrierung) mittels
Festphasenextraktion auch die Analyse von wesentlich niedriger belasteten
Klaranlagenablaufen oder Oberflachengewassern moglich.

In den AOP - Laborversuchen wurden fur die ausgewahlten Zytostatika und
Antibiotika die Effektivitat des Abbaus in Abhangigkeit von der verwendeten UV-
Strahlung, Art und Menge des Oxidationsmittels, Behandlungsdauer und Temperatur
sowie der Einfluss verschiedener Reaktionsvolumina untersucht. Die Ergebnisse
zeigten, dass ein Abbau (>99 %) sowie eine effektive Reduktion der
Okotoxikologischen Eigenschaften (> 95 %) sowohl mittels Ozonisierung als auch
mittels UV-Oxidation erreichbar ist. Je nach Art des eingesetzten Oxidationsmittels
(Ozon oder Wasserstoffperoxid) und dem verwendeten UV-Strahler sind
Behandlungszeiten zwischen 10 und 90 Minuten erforderlich. Die im Rahmen dieser
Arbeit im Labormalistab durchgefuhrte Verfahrensentwicklung stellt die Grundlage
fur den Bau der in Abbildung 5-34 skizzierten Pilotanlage sowie weiterer
Untersuchungen in Hinblick auf Effektivitat und Wirtschaftlichkeit des Verfahrens dar.
Als Fazit der Untersuchungen ist festzuhalten, dass die drei Verfahrensvarianten
(Hg-Nd-Strahler + H,0,, Hg-Md-Strahler + H,O, und Ozonisierung) zum Abbau von

Antibiotika und Zytostatika aus Krankenhausabwasser-Teilstromen geeignet sind.
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SUMMARY

Apart from patient’s wellbeing, the potential health risk for persons coming into
contact with highly effective drugs such as antibiotics and antineoplastics as well as
the environmental protection while handling these drugs must be considered.

The aim of this thesis is to develop and apply liquid chromatographic multi methods
for analysis of occupational exposure and environmental protection-relevant

antibiotics and cytostatic drugs in pharmacies and hospitals.

For analysis of occupational exposure, a multi method was developed for eight
structurally different antibiotics by means of HPLC-UV, -MS and -MS/MS. The
comparison of different types of detection showed that HPLC-UV and -MS were
suitable for measurements of wipe samples with high concentrations, e. g. for
validation of cleaning procedures or analysis after unintentional substance release.
For environmental and biological monitoring purposes, tandem mass spectrometry
should be used due to low concentrations in the ng/mL range and matrix effects from
urine samples. The results of first wipe samples from four European hospitals
showed that 89 % of the surfaces were contaminated during the preparation of
cefuroxime.

In the first investigation of surface contaminations as well as internal and outside
human exposure to antibiotics, the developed LC-MS/MS method was further
extended to seven active substances. A combined environmental and biological
monitoring of amoxicillin, ampicillin, cefazoline, cefotaxime, cefotiame, cefuroxime,
chloramphenicol, ciprofloxacin, ofloxacin, penicillin G, penicillin V, piperacillin,
trimethoprim, sulfamethoxazole and vancomycin was conducted. It was found that
98 % of the work surfaces and 100 % of the work clothes were contaminated with
antibiotics under the examined conditions. A correlation between contaminations and
preparation of the antibiotics was observed. During the investigation period, used
substances were detected frequently and found in relatively high concentrations of up
to 248 ng/cmz. In addition to the prepared compounds, a variety of other antibiotics in
particular on surfaces and textiles could also be determined.

An internal exposition was detected at 48 % of the total number of employees.

However, the detected concentrations were in the lower ng/mL range and thus
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substantially lower than the surfaces and textile samples. Beside the smaller number
of different antibiotics no exposure with several substances could be determined
contrary to the surface and textile contaminations when biological monitoring was

performed. Figure 0-2 gives a summary of the contaminated samples.

surfaces textiles personnel
1 0
10
1
45 23
O contaminated O non-contaminated

Figure 0-2: Summary of the antibiotic contaminations with the environmental and
biological monitoring in a North Rhine-Westphalian hospital.

In addition to the direct contamination pathways, indirect contamination sources and
mechanisms should be investigated in the future work. Moreover, the effectiveness of
the current surface cleaning procedures should be analysed. However, a
toxicological evaluation of these results and estimation of possible health risks is not
possible. For this reason occupational exposure of the personnel has to be
prevented. Apart from the resistance problem while handling antibiotics, in particular
allergies represent a substantial hazard potential for the employees in the health care

system.

As a replacement for the substance specific cytostatic drug sampling and GC-MS
single compound analysis methods accomplished so far in the context of this thesis a
substantially simpler LC-MS/MS multi method was developed for the simultaneous
sampling and analysis of the cytostatic drugs 5-fluorouracil, chlorambucil,
cyclophosphamide, cytarabin, etoposide, ifosfamide and methotrexate. The validation
data obtained confirmed that sampling on different surfaces had a large influence on
the recovery rates.

Results obtained from the novel LC-MS/MS multi compound analysis in this thesis
were comparable to those of antineoplastic analysis from the literature.
Contamination levels at different sampling points within and outside of the pharmacy
differ over several orders of magnitude (ranges from < 0.001 ng/cm? to 796 ng/cm?).

During total evaluation of a pharmacy or ward, measurement uncertainty resulting
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from surface influence can be neglected due to a large difference between clean and
contaminated surfaces. During evaluation of single results, however, it is problematic
that according to the German regulations for handling hazardous substances
(GefStoffV) for CMR compounds it is a requirement for no occupational exposure.
Therefore, limit values for handling of these substances do not exist. Due to missing
toxicological and statistical data, there are also no threshold values. Altogether
exposure can be minimized by consistent application of the state-of-the-art
preparation and handling of cytostatic drugs using technical and personal protection
equipment, as well as intensive training of the personnel. Therefore, the risk during
handling of CMR substances could be substantially lowered. Analysis of the working
situation and success of the met measures can be achieved in a simple and
economic way by using the LC-MS/MS multi methods developed in this thesis. In
case of unintentional substance release or accident, biological monitoring of the
affected employee to evaluate the substance uptake and environmental monitoring to
control the cleaning procedures are recommended.

Substance independent statistic calculations of 2644 measured cytostatic drugs gave
a value of 0.028 ng/cm? for the 90" percentile. For the formation of an orientation
value on the basis of a statistic data analysis the values in this thesis must be
extended by the other German values like platinum and GC-MS data from IUTA,
results from the LMU Munich as well as the expected results from the MEWIP study.
On the basis of this broad database, the formation of orientation values can be made
possible via discussion between pharmacy associations and government safety

organizations.

Next to occupational safety in this thesis, aspects of environmental protection were
also considered while handling highly effective medicaments in hospitals.
Pharmaceuticals and their metabolites excreted by patients may reach the sewage
system and wastewater treatment plants. Since many of these highly effective and
toxic compounds are not biologically degradable, these substances are released
directly into surface waters. Immediate elimination of these substances at the inlet
points could contribute to the reduction of environmental loads of highly active
ingredients. Advanced oxidation processes (AOP) were developed for the treatment
of highly loaded part streams of hospitals and evaluated in a semiworks. For

substance specific process analysis for control and optimisation of the AOP
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procedure a LC-MS/MS multi method was developed and applied. Limits of detection
for eight antibiotics and seven cytostatic drugs were between 0.1 and 5 ug/L. A
weighted matrix calibration for accurate quantification was necessary for this purpose
as well as for the analysis of urine samples from biological monitoring. In addition to
direct analysis of hospital part streams, analysis of substantially lower concentration
of sewage treatment plant effluents and surface waters is also possible by adding a
suitable sample preparation (clean up and enrichment) by means of solid phase

extraction.

Elimination efficiency of selected cytostatic drugs and antibiotics were investigated in
dependence of UV radiation, type and quantity of the oxidation agent, period of
treatment and temperature as well as the influence of different reaction volumes in
laboratory experiments. The results showed that degradation of the compounds
(> 99 %) as well as a reduction of ecotoxicological characteristics (> 95 %) can be
achieved with ozone and also UV oxidation processes. Treatment periods between
10 and 90 minutes per litre for primary compound degradation were necessary
depending on the type of oxidation agent (ozone or hydrogen peroxide) and on
whether low or medium pressure mercury lamps were used. Therefore, AOPs are
possible for direct elimination of antibiotics and cytostatic drugs from part streams of
hospital wastewaters. Experiments conducted in this thesis are the basis for the
construction of the pilot plant as shown in Figures 5-34. Further investigations for
process optimisation in terms of efficiency and economy will be conducted in the

future work.
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SFC Superkritische Flissigchromatographie
(supercritical fluid chromatography)

SGB Sozialgesetzbuch

SIM single ion monitoring

SMR Sulfamerazin

SMX Sulfamethoxazol

SOP Standardarbeitsanweisung
(standard operation procedure)

SPE Festphasenextraktion
(solid phase extraction)

SQMS Single Quadruplo Massenspektrometer

SRM selected reaction monitoring

ST Standard

StGB Strafgesetzbuch

t Zeit
(time)

TBDMS N-tert.-Butyl-dimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamid

TCA Trichloressigsaure

TFAA Trifluoressigsaureanhydrid
(trifuoroacetic anhydride)

THFA 5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure

TIC total ion chromatogram

TLC Dunnschichtchromatographie
(thin layer chromatography)

TMP Trimethoprim

TOC gesamter organischer Kohlenstoff
(total organic carbon)

TQMS Triple-Quadrupol-Massenspektrometer

TR Trockenruckstand

TRGS Technische Regeln fur Gefahrstoffe

t-RNA Transfer Ribonukleinsaure
(transfer-RNA)

U Umdrehung

UBA Umweltbundesamt

uv ultraviolett
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UVIVIS UV/VIS-Spektroskopie
viv Volumen pro Volumen
(volume per volume)
Vanco Vancomycin
VE voll entsalzt
Vers. Version
VIS sichtbar
(visible)
VP-16 Etoposid
VSK Verfahrens- oder stoffspezifisches Kriterium
VZA Verband der Zytostatika zubereitenden Apotheken e.V.
WFR Wiederfindungsrate
WHG Wasserhaushaltsgesetz
WHO Weltgesundheitsbehorde
(world health organization)
WRRL Wasserrahmenrichtlinie
z Ladung eines lons
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1 Einleitung

Eine Reihe hochwirksamer Arzneimittel, insbesondere Zytostatika und Antibiotika,
sind auch in sehr geringen Mengen toxisch, allergieauslosend oder konnen im Fall
der Antibiotika die Vermehrung resistenter Keime fordern [1-6]. Fur die mit diesen
Stoffen in  Berlhrung kommenden Personen kann ein erhebliches
gesundheitsschadliches Potential bestehen. In medizinischen Einrichtungen werden
diese Substanzen zum Wohle der Patienten eingesetzt, so dass eine Einschrankung
nur schwer moglich ist und der sichere Umgang deshalb durch MalRnahmen und
entsprechende Regelungen des Arbeits- und Umweltschutzes gewahrleistet werden

muss [7-11].

Zahlreiche Studien zeigen Ubereinstimmend, dass die Freisetzung von Arzneimitteln
auch bei hochsten Sicherheitsstandards sowohl bei der Produktion in der
Pharmaindustrie als auch bei der Herstellung von Patienten individuellen
Zubereitungen und Rezepturen in Apotheken nicht vollstandig vermeidbar sind [12-
15]. Mittels empfindlicher Analyseverfahren wie der Voltametrie und ICP-MS wurde
fur Platin-Komplexe [16-21] oder nach Derivatisierung und GC/MS-Analyse flr
5-Fluoruracil [22-25], Ifosfamid und Cyclophosphamid [26-28] ein hoher
Kontaminationsgrad auf Oberflachen in Apotheken und Krankenhausern festgestellt
[29-40]. Fur weitere relevante Substanzen fehlten zu Beginn dieser Arbeit
nachweisstarke Analysemethoden. Aufgrund der polaren Eigenschaften der
Arzneimittel erscheinen LC-MS/MS-Methoden ohne aufwandige Derivatisierung
besser geeignet als die haufig eingesetzten GC-MS-Verfahren. Auch ist der bisherige
Einsatz von Einzelmethoden als problematisch anzusehen, da Aussagen uUber die
unterschiedliche Immissionspfade wie Herstellung, Transport, Lagerung, Zubereitung
und Applikation nur fir die jeweils untersuchte Substanz moglich sind. Durch den
Einsatz von LC-MS/MS-Multianalyseverfahren konnte ein besseres Bild der
Belastungssituation gewonnen werden.

Die toxikologisch bedenklichen Substanzen kommen nicht nur in die verschiedenen
Bereiche von Krankenhdusern, sondern auch im ambulanten und hauslichen Bereich
vor. Dadurch konnen neben dem Kiinik- und Apothekenpersonal auch Patienten,

Angehorige und Besucher exponiert werden.
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Im Gegensatz zu den Expositionspfaden im Gesundheitswesen ist das offentliche
Interesse am Vorkommen von Arzneimitteln im Wasserkreislauf und Lebensmitteln
sehr grofd, und es wurden in den letzten Jahren bereits eine Reihe von LC-MS/MS-
Multianalysemethoden entwickelt [41-57]. Umweltuntersuchungen haben gezeigt,
dass Krankenhausabwasser eine Haupteintragsquelle von hochwirksamen
Arzneimitteln in die aquatische Umwelt darstellen [58-72]. Durch hohe Antibiotika-
und Zytostatikabelastungen besitzt Krankenhausabwasser haufig mutagene und
bakterientoxische Eigenschaften [68, 73-75]. Dartber hinaus sind viele Wirkstoffe
aufgrund ihrer Polaritat und Wirkmechanismen nur schwer biologisch abbaubar [76-
80]. Das weit reichende Vorkommen in Oberflachengewassern bis hin zur
Trinkwasseraufbereitung hat dazu gefuhrt, dass Klaranlagenablaufe heute auch als
Punkteintragsquellen fur Arzneimittelrickstande in Oberflachengewasser bezeichnet
werden. Von Seiten der Wasserversorger werden daher Minderungsstrategien ab der
Eintragsquelle und nicht erst am Ende bei der Trinkwasseraufbereitung gefordert [81-
83].
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2 Theoretischer Tell

2.1 Arzneimittel und Arbeitsschutz

2.1.1 Allgemeines

Arzneimittel sind entsprechend Arzneimittelgesetz (AMG) Stoffe und Zubereitungen,
die zur Anwendung am oder im menschlichen oder tierischen Korper bestimmt sind
[84]. In den Rechtsvorschriften der Europaischen Union werden Human- und
Veterinararzneimittel getrennt betrachtet. Laut 2001/83/EG und der Anderung
2004/27/EG [85, 86] sind Arzneimittel Stoffe oder Stoffzusammensetzungen, die

a) als Mittel mit Eigenschaften zur Heilung oder zur Verhutung menschlicher
Krankheiten bestimmt sind oder

b) im oder am menschlichen Koérper verwendet oder einem Menschen
verabreicht werden konnen, um entweder die menschlichen physiologischen
Funktionen durch eine pharmakologische, immunologische oder metabolische
Wirkung wiederherzustellen, zu korrigieren oder zu beeinflussen oder eine

medizinische Diagnose zu erstellen.

Neben den gewunschten Wirkungen treten beim bestimmungsgemalen Gebrauch
von Arzneimitteln auch unerwunschte Nebenwirkungen auf. Die
Gebrauchsinformationen  (,Beipackzettel), die Rote Liste [87] sowie
Fachinformationen der Hersteller informieren Arzt und Patienten Uber die Art,
Haufigkeit und Schwere der Nebenwirkungen. Die Anwendung sollte dann nach
Abwagung von Nutzen und Risiko erfolgen.

Neben dem Patientenwohl sind in allen Bereichen, in denen mit Arzneimitteln
umgegangen wird, die Regelungen aus dem Arbeitsschutzgesetz (ArbSchG) [8] und
Chemikaliengesetz (ChemG) [9] 2zu beachten. Durch Umgestaltung der
arbeitsschutzrechtlichen Vorschriften entsprechend 89/391/EWG und die Konzeption
der Gefahrdungsbeurteilung entsprechend Gefahrstoffverordnung (GefStoffV) [10]
werden betriebliche ArbeitsschutzmalRnahmen individuell in den
Verantwortungsbereich des Arbeitgebers gelegt. Die Ausfuhrungsbestimmungen

werden durch die vom Ausschuss fur Gefahrstoffe (AGS) beschlossenen
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Technischen Regeln flr Gefahrstoffe (TRGS) erganzt. Diese geben den ,Stand der
Technik® sowie die sicherheitstechnischen, arbeitsmedizinischen, hygienischen und
arbeitswissenschaftlichen Anforderungen beim Umgang und Inverkehrbringen von
Gefahrstoffen wieder. Daruber hinaus werden in den TRGS detaillierte
Handlungsanweisungen gegeben.

Der Arbeitgeber muss sowohl fur die Gefahrstoffe und deren Eigenschaften als auch
die ausgeubten Tatigkeiten und Arbeitsverfahren eine Gefahrdungsbeurteilung
durchfihren. Hierzu hat er die notwendigen Informationen zu ermitteln, zu prtfen ob
eine Substitution der gefahrlichen Substanzen gegen ungefahrlichere Stoffe mdglich
ist, technische und organisatorische Schutzmallnahmen ergreifen und die
erforderliche Personliche Schutzausristung zum Schutz der Sicherheit und
Gesundheit der Beschaftigten zur Verfugung stellen.

Wesentlicher Bestandteil dieser Gefahrdungsbeurteilung ist das in Abbildung 2-1
dargestellte Schutzstufenkonzept. Die Schutzstufen bauen aufeinander auf, so dass
alle Malnahmen und Regelungen der vorherigen Schutzstufe in der nachsten
Schutzstufe ebenfalls gelten. Der Ubergang von der Schutzstufe 3 zur Schutzstufe 4
ist gleitend. In die Schutzstufe 4 fallen krebserzeugende, erbgutverandernde und
fruchtbarkeitsgefahrdende Stoffe (CMR-Stoffe) der Kategorie 1 und 2. Hier besteht

die generelle Pflicht

zur Abgrenzung der Gefahrenbereiche,

e zur Ausschopfung aller technischen Schutzmalinahmen,

e zur Anwendung personlicher Schutzausristung wie z.B. Augenschutz,
Handschuhe etc.,

e zur Uberwachung der Einhaltung von Grenzwerten durch Messungen,

e zur arbeitsmedizinischen Vorsorge.

Ausnahmen von diesen strikten MaRnahmen sind nur moéglich, wenn die Tatigkeit
nach einem verfahrens- oder stoffspezifischen Kriterium (VSK) durchgefuhrt wird,
das vom AGS festzulegen ist. Es gilt grundsatzlich das Minimierungsprinzip
hinsichtlich der Exposition der Beschéftigten wie auch die Pflicht zur Uberpriifung der

Wirksamkeit der getroffenen SchutzmalRnahmen.
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Schutzstufe 4
CMR-Stoffe

Schutzstufe 3

Giftig (T), sehr giftig (T")

Erganzende Schutzmalinahmen bei potentiell hoher
Gefahrdung

Schutzstufe 2 )
Reizend (X;), Gesundheitsschadlich (X,), Atzend (C)

Grundmalnahmen zum Schutz der Beschéaftigten

Schutzstufe 1
Reizend (X;), Gesundheitsschadlich (X,), Atzend (C), geringe Mengen, niedrige Exposition

Grundsatze fur die Verhiitung von Gefahrdungen

Abbildung 2-1: Ubersicht zum Schutzstufenkonzept gemaR GefStoffV.

Bereits ab Schutzstufe 2 ist der Arbeitgeber verpflichtet zu ermitteln, ob die
Arbeitsplatzgrenzwerte eingehalten werden. Dies kann durch Arbeitsplatzmessungen
oder durch andere gleichwertige Beurteilungsverfahren erfolgen. Ab Schutzstufe 3
sind bereits regelmaRige Messungen, insbesondere auch bei der Anderung der
Arbeitsbedingungen, durchzufihren. Ausnahmen sind nur noch gestattet, wenn der
Arbeitgeber mittels anderer gleichwertiger Nachweismethoden eindeutig belegt, dass
der Arbeitsplatzgrenzwert eingehalten ist oder Tatigkeiten entsprechend eines vom
Ausschuss fur Gefahrstoffe ermittelten und vom Bundesministerium fur Wirtschaft
und Arbeit veroffentlichten verfahrens- und stoffspezifischen Kriteriums durchgefuhrt
werden. Ist die Einhaltung des Arbeitsplatzgrenzwertes nicht maoglich, hat der
Arbeitgeber die Exposition der Beschaftigten nach dem Stand der Technik so weit
wie maoglich zu verringern und unverzuglich zusatzliche SchutzmalRnahmen
durchzufihren sowie personliche Schutzausrustung bereitzustellen. Entsprechend
§ 11 Abs. 2 der GefStoffV sind ab Schutzstufe 4 Messungen dieser Stoffe,
insbesondere zur frihzeitigen Ermittlung einer erhdhten Exposition infolge eines

unvorhersehbaren Ereignisses oder eines Unfalles, durchzuflihren.

Obwonhl die Gefahrstoffverordnung bereits seit dem 01. Januar 2005 in Kraft ist, so
verlauft im Gegensatz zur pharmazeutischen und chemischen Industrie die
Umsetzung im Gesundheitswesen (Apotheke, Ambulanz, Krankenhaus, Pflegedienst
etc.) nur schleppend. Erschwerend kommt allerdings hinzu, dass wichtige Regeln
und Ausfuhrungsbestimmungen, wie z. B. die Technischen Regeln fur Gefahrstoffe
(TRGS) etc., noch nicht der neuen GefStoffV angepasst wurden. Im Jahr 2006
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wurden zwar die ersten Arbeitsplatzgrenzwerte (AGW) durch das BGIA [88], die
zweite Liste mit EG-Arbeitsplatz-Richtgrenzwerten (RL 2006/15/EG) [89] und
Anderungen der TRGS 900 ,Arbeitsplatzgrenzwerte* [90] veroffentlicht. Fir viele
Stoffe, insbesondere fur Arzneimittel, fehlen allerdings immer noch Bewertung,
Arbeitsplatzgrenzwerte (AGW) sowie Analysemethoden zu deren Uberwachung.

Da der AGW nach § 3 Abs. 6 der GefStoffV angibt, bei welcher Konzentration eines
Stoffes akute oder chronische schadliche Auswirkungen auf die Gesundheit im
Allgemeinen nicht zu erwarten sind, ist fur CMR-Stoffe keine Festlegung eines
Schwellenwertes moglich. Da die theoretische Modglichkeit besteht, dass durch ein
einziges Molekul canzerogene, mutagene oder reproduktionstoxische Wirkungen
ausgelost werden, gilt hier die Forderung nach einer Nullexposition. Die TRGS 905
.verzeichnis  krebserzeugender, erbgutverandernder oder fortpflanzungs-
gefahrdender Stoffe* fasst krebserzeugende Arzneistoffe unter Punkt 2.1 bei den
besonderen Stoffgruppen zusammen. Hier heil}t es: ,Von krebserzeugenden
Eigenschaften der Kategorien 1 oder 2 ist bei therapeutischen Substanzen
auszugehen, denen ein gentoxischer Wirkungsmechanismus zugrunde liegt.
Erfahrungen in der Therapie mit alkylierenden Zytostatika wie Cyclophosphamid,
Ethylenimin, Chlornaphazin sowie mit arsen- und teerhaltigen Salben, die Gber lange
Zeit angewendet worden sind, bestatigen dies insofern, als bei so behandelten

Patienten spater Tumorneubildungen beschrieben worden sind.” [91].

Bei der Durchfuhrung einer Gefahrdungsbeurteilung im Gesundheitswesen besteht
die besondere Schwierigkeit, dass die verwendeten Substanzen zum Wohle der
Patienten eingesetzt werden und somit eine Substitution nicht moglich ist. Obwonhl
Arzneimittelverpackungen gemall § 2 ChemG von der Kennzeichnungspflicht der
GefStoffV ausgenommen sind, handelt es sich bei Wirkstoffen, Arzneimitteln oder
Zubereitungen, die Eigenschaften gemal § 19 Abs. 2 ChemG besitzen, um
Gefahrstoffe. Die im dritten und vierten Abschnitt der GefStoffV beschriebenen
MalRnahmen zum Schutz der Beschaftigten haben trotz der Ausnahme bei der
Kennzeichnung von Fertigarzneimitteln fur alle Bereiche Gultigkeit. Grundsatzlich gilt,
dass die Sicherheitsbestimmungen im Gesundheitswesen denen der Industrie
vergleichbar sein mussen [92]. Der Umgang mit Arzneistoffen wird durch die 1998
erstellite und derzeit in Uberarbeitung befindliche TRGS 525 ,Umgang mit

Gefahrstoffen in Einrichtungen zur humanmedizinischen Versorgung“ geregelt [7].
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Darlber hinaus gibt es insbesondere fur den Umgang mit Zytostatika in Apotheken

und Krankenhausern zahlreiche Sicherheitsvorschriften, gesetzliche Normen, Merk-

und Unterweisungsblatter, wovon sich eine Fulle von Vorschriften, Empfehlungen

und Ausflhrungsrichtlinien Uberlappen und/oder sich aufeinander beziehen. Eine

Ubersicht hierzu geben Kraft und Goldschmidt u. a. in einer Studie des IUTA sowie in

zwei Publikationen in Arzt und Krankenhaus [93-95]. Am Beispiel einer Apotheke

werden in Abbildung 2-2 die verschiedenen rechtlichen Grundlagen dargestellt. Aus

dem Bereich der berufsgenossenschaftlichen Merkblatter sei hier insbesondere das
M 620 ,Sichere Handhabung von Zytostatika“ der BGW zu nennen [11].

Apotheke
I
I I I I I |
Abfall Abwasser ||Arbeitsschutz|| Gefahrstoffe Gefahrgut sonstige
Kreislauf- Wasser- Arbeitssicher- Chemikalien- Gesetz Uiber Bauordnung der
wirtschafts- haushalts- heitsgesetz gesetz die Beférderung Lander
und Abfallgesetz gesetz (ASIG) (ChemG) gefahrlicher Guter
(KrW-/AbfG) (WHG) (GGBefG) Verordnungen |
Abwasser- Arbeitsschutz- Chemikalien
Verordnungen verordnung gesetz Verbots- Verordnung tiber Normen |
(ArbSchG) verordnung die innerstaatliche
Verwaltungs- Landes- und grenziber- Infektionsschutz-
vorschriften i Verordnungen | Gefahrstoff- schreitende esetz
wassser Beférderun g
gesetze ; darbeit verordnung > €10 9 (IfSG)
Abfall- Ugﬁ”t ar EItS' (GefStoffV) geffe:jhrllcherBGuteé
schutzgesetz auf der Straf3e un
QZSEIEQQZWQ Verordnungen (JArbSchG) mit Eisenbahnen RKI-Richtlinien
er Lanaer Verordnungen (GGVSE)
. Merkblatter Mutter-
Technische der schutzgesetz ) Strafgesetzbuch
Richtlinien (MuSchG) Technische ADR (StGB)
(LAGA) ATV-DVGW Regeln (TRGS)
Abwasser- Sozialgesetzbuch ADRAZ(?J(:?dA;Iage
Abfallsatzungen satzungen (SGB) Berufsgenossen- woi(;?inlIJ(r;?t:rI
- - schaftliche N 9 ]
Arbeitsstatten- Vorschriften und Verordnung Uber Gesetz (OWiG)
verordqung Regelwerke Ausnahmen_ von
(ArbStattV) den Vorschriften

Arbeitsstatten
Richtlinien (ASR)

DIN-Normen

(BGR, BGI, BGG)

Merkblatter
der BG

Uber die
Beférderung
gefahrlicher Guter
(GGAV)

Abbildung 2-2: Rechtliche Grundlagen fir den Umgang mit
Apothekenbereich in Deutschland [93].

Zytostatika

im
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2.1.2 Antibiotika

2.1.2.1 Einleitung

Antibiotikum (vom altgriechischen anti = anstelle, gegen und bios = Leben; mit

lateinischer Endung; Mehrzahl Antibiotika).

Antibiotika sind urspringlich von Pilzen, Bakterien, Algen oder Pflanzen gebildete
Stoffwechselprodukte, die schon in geringen Mengen das Wachstum von niederen
Mikroorganismen hemmen oder diese abtoten. Erste Hinweise auf Antibiotika
stammen von Pasteur und Joubert aus den Jahren 1877 und 1889. Das von Sir
Alexander Flemming 1929 entdeckte Penicillin stellte den ersten Vertreter dieser
Wirkstoffe dar [96]. Urspringlich wurden nur Stoffe natlrlichen Ursprungs als
Antibiotika bezeichnet. Synthetisch hergestellte Wirkstoffe, wie z. B. Sulfonamide,
wurden als Chemotherapeutika bezeichnet. Heutzutage wird dieser Begriff fur die
antineoplastischen (gegen Krebs u. a. gerichteten) Arzneimittel in der Chemotherapie
verwendet. Da allerdings einige Antibiotika wegen ihrer antineoplastischen
Wirkungen auch als Zytostatika in der Chemotherapie eingesetzt werden, sind die

Grenzen dieser Begriffsbestimmung flieRend [2, 4, 97].

Der Grundgedanke der antiinfektiven Therapie ist das Ehrlichsche Prinzip der
selektiven Toxizitat. Diese selektive Toxizitat der Antibiotika fir den Mikroorganismus
beruht auf den Angriff an Strukturen, die bei Mensch oder Tier nicht oder aber
zumindest in wesentlich anderer Form vorkommen. Die wichtigsten Angriffspunkte flr
antibakterielle Stoffe sind:

e die Hemmung der Zellwandsynthese,

e die Storung der Permeabilitat der Zytoplasmenmembran,

o die Blockade der Proteinbiosynthese

e die Unterdrickung der DNS- und RNS-Synthese.

Die generelle Wirkungsweise von Antibiotika kann in zwei Typen unterteilt werden:
e bakteriostatische Wirkung (Hinderung der Bakterienvermehrung),

e Dbakteriozide Wirkung (Abtotung der Bakterien).
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Bleibt die Bakterienvermehrung durch einen antimikrobiellen Wirkstoff unbeeinflusst,
besteht eine Resistenz der Bakterien. Sind die Bakterien aufgrund ihrer
Stoffwechselart unempfindlich gegeniber dem Wirkstoff, so spricht man von einer
naturlichen Resistenz. Durch Mutationen oder Plasmidubertragungen koénnen
ursprunglich empfindlichen Bakterienstammen unempfindlich gegenlber Antibiotika
werden. In diesem Fall spricht man von einer erworbenen Resistenz. Neben
Arzneistoffen, die selektiv nur gegen bestimmte Erreger wirken, werden immer
haufiger so genannte Breitspektrum-Antibiotika eingesetzt. Diese wirken gegen eine
Vielzahl unterschiedlicher Bakterienarten. In den folgenden Unterkapiteln sind
Wirkungsmechanismen und Grundstrukturen der wichtigsten Substanzgruppen

zusammengefasst [4, 97, 98]:

2.1.2.2 Hemmung der Zellwandsynthese

Die Zellwand besteht aus einem Murein-(Peptidoglykan)-Gerust, das die unter einem
hohen osmotischen Druck stehende Zellmembran schutzt. Der
Wirkungsmechanismus der Cephalosporine und Penicilline besteht in der
Hemmung der Transpeptidase und Bindung an das Penicillin-Binde-Protein (PBP)
zur Aufhebung der Peptidoglykan-Synthese. Als Folge der Stérung bei der
Peptidbildung treten Deformation und Lyse der Zellwand auf, die letztlich das Platzen
der Zelle verursachen. Die bakteriozide Wirkung kann je nach Verbindung sehr stark
differieren, so dass es sowohl Breitbandantibiotika als auch spezifische Arzneistoffe
fur einzelne Erreger gibt. Ahnlich wie die p-Lactame wirken Glykopeptide wie z. B.
Vancomycin, das eine Quervernetzung der Peptidoglykanketten verhindert. Da der
menschliche Organismus keine Zellwand besitzt, besteht eine gute Vertraglichkeit.
Allerdings sind sehr haufig allergische Reaktionen bis hin zu Neurotoxischen Effekten
zu beobachten. Wegen der starken Nebenwirkungen wie z. B. Nekrosengefahr,
Ototoxizitat bis hin zur Ertaubung und eingeschrankter Nierenfunktion wird
Vancomycin nur zur lokalen Therapie von Darmerkrankungen, bei schweren
Erkrankungen durch Staphylokokken und Streptokokken bei Penicillin- und Oxacillin-
Resistenz oder Penicillin-Allergie verwendet.
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Wie in Abbildung 2-3 zu sehen ist, unterscheiden sich Penicilline und Cephalosporine

durch das Funf- bzw. Sechsringsystem in Nachbarschaft zum p-Lactam-Grundgerust.

~0
HO/\

Abbildung 2-3: Grundstruktur von Penicillinen (a) und Cephalosporinen (b).

In Abbildung 2-4 ist Vancomycin dargestellt.

Abbildung 2-4: Struktur des Glykopeptids Vancomycin.
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2.1.2.3 Hemmung der Proteinsynthese

Wie in Abbildung 2-5 zu erkennen ist, interferieren fast alle Hemmstoffe der

bakteriellen Proteinsynthese mit Vorgangen am Ribosom.

_ W . Zelle _
Polymyxin Zytoplasmamembran Hemmung der Chloramphenicol
/_ Flongaios

Hemmung der Transpeptidase

(Zellwandsynthesehemmung)

///,‘—%)

Bacitracin Hemmung der Polymerisation
iiber glykesidische Bindung
(Zellwandsynthesehemmung)

L= ™~ Lincomycine
/ Hemmung der

| Peptidyltransferase
”_—_'_',_,_.-—-—'_'_—‘_‘“—\\

K Fusidinsdure
\ Hammung der Lisung
von A

m\ Makrolid-AB

Translokation
M von A nach P

k Tetracyclin

Hemmung der t-RNA-
Bindung an A

B-Lactam-AB

Peptidyitransferase

Hemmung der Bildung des
Startkomplexes

Aminoglykosid-AB

DA e Supercoil
AR

Hemmung der t-RNA-Bindung
am A-Qrt; "nonsense protein”

Hemmung der
Folatsynthese Sulfonamid
Trimethoprim

Hemmung des "Supercoiling” durch
Hemmung der DNA-Gyrase

Gyrasehemmer

Abbildung 2-5: Wirkungsmechanismen verschiedener Antibiotika an der Zellwand
und im Zellkern (30S- und 50S-Untereinheiten der Ribosomen) von Hemmstoffen
der bakteriellen Proteinsynthese [100].

AB: Antibiotika, M: N-Aceltylmuraminsdure, G: N-Aceltylglucosamin, A: Amino-acetyl-Stelle,
P: Peptid-Stelle
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Aminoglycoside lagern sich an die 30S-Untereinheit der Ribosomen an und
bewirken auf diese Weise eine komplexe Stdérung der Proteinsynthese sowie
Ablesefehler bei der Translation. Hierdurch entstehen Nonsensproteine, die das
Bakterium nicht nutzen kann. Die Membran wird permeabel und das Bakterium
verliert essentielle Bestandteile, was zur irreversiblen Schadigung der Zelle flhrt. Die
Nebenwirkungen werden durch Nephro- und Ototoxizitat beherrscht. Allergische
Reaktionen sind selten, bei lokaler Anwendung ist allerdings mit einer

Sensibilisierung zu rechnen.

Makrolide binden sich reversibel an die 50S-Untereinheit der Ribosomen. Die
Anlagerung der m-RNS kann nicht mehr erfolgen, so dass die Proteinsynthese nicht
mehr stattfinden kann. Die Wirkung ist bakteriostatisch. Die Vertraglichkeit ist
vergleichsweise gut, so dass es vor allem nur nach langer dauernder Therapie zu

Leberschaden kommen kann.

Tetracycline lagern sich an die 30S-Untereinheit der Ribosomen an und verhindern
damit die Bindung von Aminoacyl-tRNS an die Akzeptorstelle und somit die
Verlangerung der Peptidkette. Sie wirken bakteriostatisch und treffen ein breites
Spektrum an Erregern. Ein groRer Nachteil von Tetracyclinen ist ihre Affinitat an
zweiwertige Kationen. Die gebildeten Komplexe sind antibiotisch unwirksam und
lagern sich in Calciumreichen Geweben an. Neben der Reizung der Magen-Darm-
Schleimhaute kénnen sich durch Beeintrachtigung der Flora in Mund und Vagina
pathogene Bakterien, Pilze und Hefen ansiedeln, die sonst durch autochthone
Bakterien gehemmt werden (,Infektionswandel®). Besonders zu beachten sind
Schadigungen des fetalen und wachsenden Skelettes und von Zahnen durch
Einlagerung und Chelatbildung mit Calcium. Aus diesem Grund sollen Tetracycline

nicht wahrend der Schwangerschaft und bis zum 8. Lebensjahr gegeben werden.

Chloramphenicol lagert sich ebenfalls an die die 50S-Untereinheit der Ribosomen
an und hemmt dort die flr die Proteinsynthese notwendige Peptidyltransferase.
Chloramphenicol ist ein Reserveantibiotikum zur Behandlung von Typhus,
Parathypus, septischer Salmonellen-Infektion und insbesondere bakterieller
Meningitis. Hauptgrund fur den vorsichtigen Einsatz von Chloramphenicol sind die

schweren Nebenwirkungen. Bereits nach kurzer Zeit kann es zu schweren toxischen
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Schadigungen des blutbildenden Apparates und des Knochenmarkes kommen. Bei
Frih- und Neugeborenen kann bei unvorsichtiger Dosierung das sog. Grey-Syndrom
entstehen (aufgetriebener Leib, blasse Zyanose, peripherer Kreislaufkollaps), das
manchmal zum Tode fuhrt.

Das urspringlich aus Streptomyces venezuelae gewonnene und heute vollstandig

synthetisch hergestellte Chloramphenicol ist in Abbildung 2-6 dargestelit.

Abbildung 2-6: Struktur von Chloramphenicol.

2.1.2.4 Unterdrickung der DNS- und RNS-Synthese

Gyrasehemmer werden synthetisch hergestellten Arzneimittel mit hemmender
Wirkung auf die Gyrase (Topoisomerase |l) bakterieller Keime bezeichnet. Das
Enzym DNS-Gyrase ist fur das Platz sparende Verdrillen der DNS-Strange
zustandig, aber auch daflr, wahrend der Replikation die auftretenden Spannungen
im DNS-Strang zu beseitigen. Die von der 4-Chinolon-3-carbonsaure abgeleiteten
Wirkstoffe interferieren mit dem WiederverschlieRen der DNS-Strange und damit der
Verdrillung durch die DNS-Gyrase. Dies fuhrt zu einem raschen Zusammenbrechen
des Stoffwechsels und dem Zelltod. Fluorchinolone sind entsprechend der alten
Definition keine Antibiotika. Sie werden synthetisch hergestellt und sind u. a. auch
aus diesem Grund nicht biologisch abbaubar. Zwei der am haufigsten angewandten
Vertreter dieser Substanzklasse sind die in Abbildung 2-7 dargestellten Wirkstoffe

Ciprofloxacin und Ofloxacin.
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Abbildung 2-7: Strukturen der Fluorchinolone Ciprofloxacin (a) und Ofloxacin (b).

Nebenwirkungen sind auler Magen-Darm-Stérungen oder Allergien insbesondere
Storungen des Nervensystems. Wegen Knorpelschaden in Epihysefugen und
Gelenken sollten wahrend der Schwangerschaft, Stillzeit und Wachstumsphase
Gyrasehemmstoffe nicht angewandt werden. Sehnenschadigungen bis hin zur
Ruptur sind besonders bei alteren oder mit Glucocorticoiden behandelten Patienten

maglich.

Sulfonamide werden in die Gruppe der Folsaureantagonisten eingeordnet. Sie
greifen in die frihe Phase der DNS-Synthese, in die Bildung der Nucleinsaurebasen,
ein. Sulfonamide verdrangen als Antimetabolit die p-Aminobenzoesaure an der
Dihydropteroatsynthase und blockieren so die Folsauresynthese. Durch die
Hemmung der Synthese von Folsaure, einem wichtigen Baustein der bakteriellen
DNS-, RNS- und Eiwei3synthese, konnen sich die Bakterien nicht vermehren. Die
korpereigenen Abwehrkrafte sind nun in der Lage, die Bakterien abzutdten.
Trimethoprim und Analoga hemmen die Reduktion der Dihydrofolsaure und es
kommt in Kombination mit Sulfonamiden zu einer synergistischen Wirkung, die auch
als Sequentialeffekt bezeichnet wird. Die Nebenwirkungen sind meistens gering. Bei
alteren Praparaten konnten durch hohe Tagesdosen Nierenschaden auftreten.
Neben gastrointeralen Beschwerden (Appetitlosigkeit, Ubelkeit und Brechreiz) sind
schwerwiegende Uberempfindlichkeitsreaktionen wie Stevens-Johnson- und Lyell-
Syndrom, hamolytische Anamien und hamorrhagische Diathese sehr selten.
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2.1.2.5 Gefahrdungspotential im Arbeitsschutz

Die in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten Wirkungen und Nebenwirkungen
der Antibiotika zeigen, dass auch bei der arbeitsbedingten Substanzaufnahme ein
Risiko fur die Mitarbeiter im Gesundheitswesen besteht. Neben toxischen Effekten
konnen allergische Reaktionen und die Aufnahme resistenter Keime neben dem
allgemeinen Infektionsrisiko in Krankenhausern eine ernste Gefahr flr die Mitarbeiter
darstellen. Die ebenfalls mdgliche Bildung von resistenten Keimen durch
Substanzaufnahmen im subtherapeutischen Bereich ist zwar nicht auszuschliel3en,
aufgrund des intensiven Einsatzes von Antibiotika bei den Patienten ist Bildung und
Aufnahme von resistenten Keimen (Uber das Krankenhaus allerdings
wahrscheinlicher. Insgesamt ist der laxe Umgang mit hochwirksamen Arzneimitteln
auch unter toxikologischen Gesichtspunkten bedenklich. Chloramphenicol wurde
zum Beispiel von der internationalen Krebsforschungsbehoérde (IARC) als
wahrscheinlich kanzerogen fur den Menschen (Gruppe 2A) klassifiziert [102].
Sulfonamide wurden dagegen in die Gruppe 3 (nicht klassifizierbare Kanzerogenitat
gegenuber dem Menschen) eingruppiert [103-105]. Fir Fluorchinolone, die in
Screeninguntersuchungen sowie in der aquatischen Umwelt als genotoxisch

eingestuft wurden [73, 106-111], erfolgte bisher keine Klassifizierung der IARC.

Wie in Kapitel 2.1.1 ausgefiihrt sind bei CMR-Stoffen die Uberwachung der
Belastungen und Minderungsstrategien erforderlich. Bei der beruflichen Exposition
gegenuber Antibiotika stehen allerdings die Resistenzproblematik sowie Allergien im
Vordergrund. Da flr diese Risiken bislang noch kein Problembewusstsein existiert,
werden bisher auch noch keine SchutzmalRnahmen zur Expositionsminderung oder

Monitoringuntersuchungen durchgefunhrt.
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2.1.3 Zytostatika

2.1.3.1 Einleitung

Zytostatikum (vom griechischen Cyto = Zelle und statik = anhalten mit lateinischer

Endung; Mehrzahl Zytostatika).

In den Industriestaaten stirbt etwa jeder Vierte an Krebs. Somit zahlen
Krebserkrankungen zusammen mit Herz-Kreislauferkrankungen zu den haufigsten
Todesursachen. Durch die erfolgreiche Bekampfung von Infektionskrankheiten und
die damit verbundene hdohere Lebenserwartung spielen maligne Tumore bei der
Sterblichkeit eine immer grolere Rolle. Zytostatika (Antineoplastische Wirkstoffe)
sind naturlichen oder synthetischen Ursprungs und hemmen besonders das
Wachstum von Geweben mit hohen Proliferationsraten. Da neoplastisch entartetes
Gewebe sich meistens besonders schnell teilt, ist es bevorzugt betroffen. Da aber
auch gesundes Gewebe mit hoher Zellteilungshaufigkeit in Mitleidenschaft gezogen
wird, fihren Nebenwirkungen wie Haarausfall, intestinale Schleimhautschadigungen,
Knochenmarkdepression etc. zu begrenzten Dosiermoglichkeiten. Bei einigen
Tumoren ist eine Heilung mdglich (z. B. Leukamien, Lymphome), bei Karzinomen
und Sarkomen wird meistens nur das Fortschreiten des malignen Prozesses
verzogert. Die Behandlungsmadglichkeiten von soliden Tumoren umfassen neben der
Chemotherapie die operative Entfernung und Bestrahlung. Auch diese beiden
Verfahren sind wenig selektiv bzw. unspezifisch und haben erhebliche
Nebenwirkungen. Darlber hinaus werden Zytostatika auch bei der Behandlung von
Autoimmunerkrankungen, als Immunsuppressiva oder bei rheumatischen
Erkrankungen eingesetzt. Durch Kombination der Behandlungsmethoden sowie die
Anwendung der Polychemotherapie, bei der bis zu vier Zytostatika mit
unterschiedlichen Angriffspunkten im Zellzykuls in einem bestimmten Zeitschema
eingesetzt werden, lassen sich haufig toxische Nebenwirkungen und die Entwicklung

von Resistenzen begrenzen und der Therapieerfolg deutlich verbessern.
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Die Substanzen werden nach ihren Wirkmechanismen wie folgt unterteilt:
e Schadigung der DNS,
¢ Interferenz mit der DNS-Synthese,
e Hemmung der Mikrotubuli-Funktion,
¢ Hemmung des hormonabhangigen Wachstums,

e sonstige Wirkungen.

Ebenfalls haufig anzufinden ist die Einteilung in die Substanzgruppen: Alkylantien,
Antimetabolite, Antibiotika, Enzyme, Hormone, Mitosehemmstoffe, Topoisomerase-
Hemmstoffe und andere Zytostatika. Sowohl bei den Wirkmechanismen als auch bei
der Einteilung nach Substanzgruppen werden in der Literatur unterschiedliche
Zuordnungen getroffen. Insbesondere fallt dies bei den Platin-Zytostatika auf, die
entweder zu den Alkylantien, den sonstigen Zytostatika oder teilweise sogar in eine

eigene Gruppe eingeordnet werden [97-99, 112, 113] .

2.1.3.2 Schadigung der DNS

Die Schadigung der DNS kann durch kovalente Bindung, Interkallierung und
Hemmung der Topoisomerase | und Il erfolgen.

Alkylantien sind reaktionsfreudige, meist bifunktionelle Zytostatika, deren Wirkung
phasenunspezifisch vor allem auf der Alkyierung von Nukleinsauren beruht. Nach
Aktivierung zu Carbokationen reagieren diese Substanzen aufer mit Proteinen u. a.
auch mit Guanin der Desoxyribonucleinsauren und flihren zu mutiplen DNS-
Veranderungen. Dadurch werden die Nucleoinsaure-Replikation und damit die
Zellteilung beeintrachtigt. Zu den Alkylantien gehdren z. B. die in Abbildung 2-9
dargestellten Stickstofflost-Derivate Cyclophosphamid, Ifosfamid und Chlorambucil,
Etylenimin-Derivate wie Thiotepa; Busulfan, Treosulfan, N-Nitrosoharnstoff-
Derivate (Carmustin, Lomustin und Nimustin) sowie die Wirkstoffe Procarbazin,

Darcarbazin und Temozlomid.
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Abbildung 2-9: Strukturen der Stickstofflost-Derivate Cyclophosphamid (a),
Ifosfamid (b) und Chlorambucil (c).

Platin-Komplexe (cis-Platin, Carboplatin und Oxaliplatin) werden ebenfalls als
Alkylantien oder als Platin freisetzende Verbindungen bezeichnet. Die eigentliche
Wirkform der Platinverbindungen ist der elektrophile Aqua-Komplex, der vor allem
intrazellular entstent. Er bewirkt, ebenfalls weitgehend phasenunspezifisch,
Vernetzungen von DNA-Strangen und damit eine Hemmung der Zellteilung.
Nebenwirkungen wie Appetitlosigkeit, Erbrechen und Durchfalle sowie Haarausfall
treten haufig auf. Des Weiteren werden Nekrosen im Bereich der Nieren und
Harnwege sowie Schleimhautschadigungen beobachtet. Bei cis-Platin ist auch eine

Beeinflussung des Horvermogens maoglich.

Zytostatisch wirksame Antibiotika. Actinomycin D bindet stabil an die DNA und
hemmt die RNA-Systhese. Die zytotoxische Wirkung der Anthracycline
(Daunorubicin, Idarubicin, Doxorubicin und Epirubicin), beruht auf der Interkalation in
die DNA, die zur Hemmung der Nucleinsauresysthese fuhrt. Dartuber hinaus werden
Strangbriche durch die Hemmung der Topoisomerase Il, Biotransformationen zu
freien Radikalen sowie Bindungen an Bestandeile der Zellmembran, die die
Membranfluiditat und -permeabilitdt erhohen, hervorgerufen. Mit ahnlichen
Wirkungen werden Mitoxantron und Amsacin sowie Bleomycin eingesetzt. Mitomycin
wirkt durch Alkylierung der DNA und Bildung freier Radikale zytotoxisch. Als
besondere Nebenwirkungen sind hier Nierenschaden und interstitielle Pneumonien

ZU nennen.
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Als Topoisomerase-Hemmstoffe werden Substanzen bezeichnet, die die
enzymatische Verdrillung der DNA bei der Zellteilung vorubergehend unterbrechen
und nach erfolgreicher Replikation wieder zusammenfuhren konnen. Die Hemmung
dieser Enzyme (insbesondere die Blockade ihrer Dissoziation von der DNA) fuhrt zu
permanenten Strangbrichen bei den stabilisierten Topoisomerase-DNA-Komplexen
und somit zum Absterben der Zelle. Topotecan und Irinotecan sind Hemmstoffe der
Topoisomerase | (spalten lediglich einen Strang der doppelstrangigen DNA).
Etoposid sowie Teniposid sind Hemmstoffe der Topoisomerase Il (binden kovalent
an beide DNA-Strange und spalten diese temporar. Nach der Replikation wird die

Bruchstelle verschlossen und das Enzym dissoziiert von der DNA).

2.1.3.3 Interferenz mit der DNS-Synthese

Fir die Bildung von Purin-Basen sowie Thymidin ist Tetrahydrofolsaure notwendig.
Diese entsteht aus Folsaure u. a. durch Einwirkung der Dihydrofolsaure-Reduktase.
Das Folsaure-Analogon Methotrexat hemmt dieses Enzym. Die Zellen verarmen an
Tetrahydrofolsaure. Hydroxycarbamid (Hydroxyharnstoff) hemmt die Ribonukleotid-
Reduktayse, welche normalerweise Ribonukleotide in Desoxyribonukleotide
Uberfuhrt, die dann als DNA-Bausteine dienen. Die Einschleusung falscher Basen
(6-Mercaptopurin, 5-Fluorouracil) oder Nucleoside mit falschen Zuckern (Cytarabin)
fuhrt zur Wirkung als Antimetabolit. Sie hemmen die DNA/RNA-Synthese oder
fuhren nach ihrem Einbau zur Bildung falscher Nucleoinsauren. Typische
Nebenwirkungen sind  Knochenmarkssuppression, Magen-Darm-Storungen,
Exantheme sowie Nieren- und Leberschadigungen. Die wichtigsten Vertreter dieser
Wirkklasse sind in Abbildung 2-10 dargestellt.
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Abbildung 2-10: Strukturen der Antimetabolite Methotrexat (a), 5-Fluorouracil (b),
6-Mercaptopurin (c) und Cytarabin (d).

2.1.3.4 Hemmung der Mikrotubuli-Funktion

Mitosehemmstoffe (Blockade der Mitose) stéren die Funktion des Spindelapparats,
der fUr den Stofftransport in der Zelle unverzichtbar ist. Vinca-Alkaloide (Vinblastin,
Vincristin, Vindesin und Vinorelbin) hemmen den Aufbau der Kernspindel,
wohingegen die Taxane (Paclitaxel und Docetaxel) ihren Abbau blockieren. Der
Angriffspunkt ist in beiden Fallen die p-Untereinheit des Tubulindimers, wobei die
Bindungsstellen unterschiedlich sind. Im Vergleich zu den meisten anderen
Zytostatika sind die aus Naturstoffen gewonnenen Mitosehemmstoffe wesentlich
komplexer aufgebaut. Beispielhaft wird in Abbildung 2-11 die Struktur des aus der
Rinde der pazifischen Eibe gewonnenen Paclitaxels gezeigt. Als Nebenwirkung
konnen kurzfristige Knochenmarkssuppression und Funktionsstérungen peripherer

Nerven auftreten.
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Abbildung 2-11: Struktur von Paclitaxel.

2.1.3.5 Hemmung des hormonabhangigen Wachstums

Hormone und Hormonantagonisten sind keine Zytostatika im eigentlichen Sinn. Sie
werden jedoch mit Erfolg bei Tumoren eingesetzt, deren Wachstum hormonabhangig
ist. Dies trifft vor allem auf Prostata-, Mamma- und Korpuskarzinome des Uterus zu.
Entsprechend den androgen- oder estrogensuppresiven Wirkmechanismen
unterscheidet man Hypothalamushormone, Estrogenrezeptoranaloga, Aromatase-
Hemmer, Gonadoliberin-Analoga, Antiestrogene, Gestagene und Antiandrogene.
Glucocorticoide werden adjudant zur Reduktion von Ubelkeit und anderen
Nebenwirkungen gegeben. Sie hemmen im Wesentlichen die Proliferation von
Lymphozyten. Neben den bereits haufig beschriebenen Nebenwirkungen treten bei
Hormongaben geschlechtsspezifische Nebenwirkungen und kardiovaskulare

Komplikationen auf.

2.1.3.6 Sonstige Zytostatika

Zu den weiteren Zytostatika zahlen u. a. Antikorper, Zytokine, radioaktive Isotope
sowie einzelne Verbindungen mit spezifischen Wirkmechanismen. Auf eine
detaillierte Darstellung wird hier verzichtet. Details sind Lehrblchern wie z. B. dem
Estler, Lullmann/Mohr oder Mutschler [2, 97, 98] sowie Fachinformationen zu
entnehmen [114, 115].
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2.1.3.7 Gefahrdungspotential im Arbeitsschutz

Aufgrund der verschiedenen, unspezifischen Wirkungsmechanismen greifen
Zytostatika auch gesundes Gewebe an. Zellen mit hohen Proliferationsraten, wie
z. B. Schleimhauten, dem blutbildenden System und dem Knochenmark sowie der
Haut werden besonders stark beeinflusst. Als Folge resultieren die bereits
beschriebenen Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Erbrechen, Appetitlosigkeit,
Oberbauchschmerzen, Durchfélle, Haarausfall sowie eine generelle Schwachung des
Immunsystems und somit eine Erhohung der Infektionsanfalligkeit. Daruber hinaus
besteht fur Patienten das Risiko der Entwicklung eines Sekundartumors [99, 116-
121]. Die Risiken kénnen sich aber nicht nur auf den Patienten, sondern auch auf
das pflegende Personal und Angehorige erstrecken. Bei Untersuchungen von
Krankenschwestern, die vor oder wahrend der Schwangerschaft Zytostatika
gehandhabt haben, stellte sich heraus, dass die Exposition oder die Handhabung
wahrend der Schwangerschaft mit einem signifikant erhohten Risiko fur Spontan-
Aborte einherging [122]. Fur Frauen, deren Manner exponiert waren, zeigte sich
ebenfalls ein erhohtes Risiko, das jedoch statistisch nicht signifikant war [123]. Auch
wurde ein Zusammenhang mit Infertilitat bei der Handhabung von Zytostatika
hergestellt [124]. Die Auswertung von Roller und Nies von epidemiologischen und
experimentellen Literaturdaten ergab bei einem 35-jahrigem arbeitstaglichem
Umgang mit Cyclophosphamid ein Risiko von 1:10.000 fir die Entwicklung eines
Tumors [125, 126].

Schon in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts hat die internationale
Krebsforschungsbehoérde (International Agency for Research on Cancer — IARC)
damit begonnen neben klassischen Chemikalien auch einzelne Wirkstoffe und
Arzneimittelkombinationen  zu untersuchen und in eine von vier
Kanzerogenitatskategorien einzustufen [102-105, 127-133]. Wie die folgenden
beiden Tabellen 2-1a und 2-1b zeigen, wurde keines der untersuchten Zytostatika in
die Gruppe 4 ,Die Substanz (Mischung) ist vermutlich nicht kanzerogen fur den

Menschen® eingestuft.



24

2 Theoretischer Teil

Tabelle 2-1a: Zytostatika - Klassifizierung der internationalen Krebsforschungs-

behdrde (IARC) [102-105, 127-132].

Gruppe 1
Kanzerogen fur den Menschen

Gruppe 2A
Wahrscheinlich kanzerogen fur den
Menschen

Azathiorin

Busulfan (Myleran)
Chlorambucil
Chlornaphazin
Cyclophosphamid (CP)

Etoposid in Kombination mit cis-Platin
und Bleomycin

Melphalan

MOPP und andere kombinierte
Chemotherapien einschliellich
alkylierender Substanzen

Semustin (Methyl-CCNU)
Tamoxifen

Thioepa

Treosulfan

Adriamycin (Doxorubicin)
Azacitidin

Carmustin (BCNU)
Chlorzyoocin

cis-Platin

Etoposid

Lomustin (CCNU)
N-Ethyl-N-nitrosourea (ENU)

N-Methyl-N-nitrosourea (MNU)
Procarbazin
Teniposid

Tabelle 2-1b: Zytostatika - Klassifizierung der internationalen Krebsforschungs-

behdrde (IARC) [102-105, 127-132].

Gruppe 2B:
Moglicherweise kanzerogen fur den
Menschen

Gruppe 3:
Nicht klassifizierbare Kanzerogenitat
gegenuber dem Menschen

Amsacrin
Aziridin
Bleomycin
Darcabazin
Daunomycin
Senfgas
Melphalan
Mitomycin C
Mitoxanthron
Streptozotocin

Actinomycin D
5-Fluorouracil
Ifosfamid
6-Mercaptopurin
Methotrexat
Prednison
Vinblasin
Vincristin
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2.2 Analytik von Arzneimitteln

2.2.1 Einleitung

In der medizinisch-pharmazeutischen Literatur werden die meisten Analyseverfahren
zur Bestimmung von Arzneimitteln veroffentlicht. Bei der Arzneimittelherstellung und
in Apotheken werden zur Identitats- und Reinheitsbestimmung meistens Methoden
des Deutschen Arzneibuchs (DAB) und Europaischen Arzneibuchs (Ph. Eur.)
verwendet [134]. Neben einfachen gruppenspezifischen Reaktionen und
Farbreaktionen werden in Apotheken im Wesentlichen physikalische Methoden
eingesetzt [135]. In seltenen Fallen auch UV/Vis-Spektroskopie oder
Flassigkeitschromatographie. Von der Entwicklung Uber den Herstellungsprozess bis
zur Qualitatskontrolle werden in der pharmazeutischen Industrie nahezu alle
analytischen Techniken eingesetzt.

Zur ldentitatsprifung und Qualitatskontrolle werden hier haufig die komplementaren
Verfahren [IR- und Ramanspektiroskopie angewendet. Insbesondere die
Ramanspektroskopie besitzt den Vorteil der nicht inversiven und direkten
Messmadglichkeit. [136]. Zur chromatographischen Trennung werden alle gangigen
Verfahren —  Dunnschichtchromatographie (TLC), Superkritische Flussig-
chromatographie (SFC), Kapillarelektrophorese (CE), Gaschromatographie (GC) und
Flassigchromatographie (LC) — eingesetzt [137-145]. Aufgrund der Polaritat und
guten Wasserloslichkeit der meisten Substanzen hat sich die Hochleistungs-
Flassigchromatographie (HPLC) mit einer Vielzahl unterschiedlicher Detektoren (EC,
FLD, UV, DAD, MS) zur Bestimmung von Einzelkomponenten und komplexen
Substanzgemischen durchgesetzt. Da fur spurenanalytische Fragestellungen viele
Nachweisverfahren zu unempfindlich sind, wurde in der Vergangenheit, zumeist nach
aufwandiger Derivatisierung und Probenanreicherung, haufig die GC-MS eingesetzt.
Durch die Weiterentwicklungen in der HPLC-MS-Geratetechnik sind heute
einfachere, spezifischere und empfindlichere Nachweisverfahren moglich [146-149].
In den letzten Jahren wurden Multikomponentenanalyseverfahren mittels LC-MS/MS
zur RuUckstandskontrollanalytik von Lebensmitteln sowie zum Nachweis von

Arzneimitteln in der Umwelt entwickelt.
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2.2.2 Antibiotika

Zur Bestimmung von Antibiotika gibt es eine Vielzahl von Publikationen und Reviews
aus den Bereichen Pharmakokinetik, Lebensmittelkontrolle und Umweltanalytik auf
die hier jedoch nicht naher eingegangen wird. Uber die verschiedenen
Analysetechniken und deren Anwendung geben Wen et al. am Beispiel der
Arzneimittelanalytik pflanzlicher Antibiotika und Antirheumatika einen guten Uberblick
[142]. Die Kapillarelektrophorese zeichnet sich durch gute Auflésung und geringe
Probenvolumina aus und ist bei der Trennung chiraler Verbindungen anderen
chromatographischen Verfahren Uberlegen. Nachteilig sind allerdings die komplexere
Methodenentwicklung, geringere Robustheit und aufwandigere MS-Kopplung. Aus
diesen Grunden hat sich die Hochleistungs-Fllissigkeitschromatographie (HPLC)
zum Nachweis von Pharmazeutika durchgesetzt.

Detaillierte Literaturubersichten zur Bestimmung von Antibiotika geben Shaikh und
Moats [150], Marzo und Bo [151], Niessen [152], Di Corcia und Nazzari [153] sowie
Stolker und Brinkmann [154]. Erganzend beschreiben Aerts et al. [155] Strategien zur
Analytik von Veterinarantibiotika in verschiedenen Matrices. Die meisten Methoden
bestehen aus flussigkeitschromatographischen Trennungen mit RP-18-Phasen und
FLD-, UV-, DAD-, oder MS-Detektion. Fur die in dieser Arbeit nicht weiter
betrachteten Aminoglycoside, Makrolide und Tetracycline sind in den letzten Jahren
sowohl Einzel- als auch Multimethoden mittels LC-MS/MS entwickelt worden [156-
162]. Zur Untersuchung von Arzneimittelrickstanden in der aquatischen Umwelt sind
fur einige der in Kapitel 5.2 ausgewahlten Antibiotika LC-MS/MS-Multimethoden
entwickelt worden [42, 44, 163]. Hirsch et al. [41] und Lange et al. [164] beschreiben
die Analytik nach Festphasenextraktion (SPE) oder Gefriertrocknung mittels LC-
MS/MS aus Wasser und Abwasser bei gleichzeitiger Probenvorbereitung von bis zu
26 Wirkstoffen. Die Gefriertrocknung ist allerdings flr komplexe Matrices, wie z. B
Urin, als Anreicherungsmethode nicht geeignet. Typische Probenvorbereitungs-
verfahren bei der Untersuchung von biologischen Flussigkeiten sind die FlUssig-
Flassig-Extraktion (LLE) und die SPE [165]. Fur die Anreicherung aus Wasserproben
werden meistens Polymermaterialien wie Styroldivinylbenzol (SDB) oder ahnliche
Ko-Polymere (ENV+, HLB, Strata X etc.) verwendet. Die instrumentellen
Nachweisgrenzen (IDL) liegen zwischen 0,1 und 10 ng on column [41, 42, 44, 49,
153, 154, 163].
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Aufgrund der hydrolytischen Spaltung des B-Lactamrings in der Wasserphase sind
Cephalosporine und Penicilline nicht in Multimethoden zur Untersuchung von
Abwassern und Oberflachengewassern enthalten. Aus Lebensmittelproben (Milch
und Fleisch) werden B-Lactame mittels Cqs-, Diol-, Aktivkohle-, Anionentauscher-
oder Polymer-SPE-Kartuschen extrahiert [166-173]. Die Fllssig-Flussigextraktion ist
aufgrund der Instabilitdt des p—Lactamgrundgeristes in Methanol und wassrigen
Systemen nur bedingt geeignet. Die Analysemethoden sind zur Kontrolle der
Ruckstandskontrolllimints (MRL) [174] zwischen 5 pg/L fur Milch und 300 pg/kg fur
Nierengewebe optimiert. Neben UV-Methoden [166-168, 175] finden sich in der
neueren Literatur fast ausschlielBlich LC-MS/MS-Methoden [169, 171-173, 176-184].
In  der Pharmakokinetik werden zur Bestimmung von Penicillinen oder

Cephalosporinen ahnliche Analysemethoden verwendet [185-195].

Fur Chloramphenicol sind aus der Lebensmittelkontrolle zur Probenvorbereitung von
verschiedenen Matrices C1s-SPE Methoden beschrieben. Gantverg et al. verwenden
fur Muskelfleisch und Urin eine C4s-SPE-Kartusche zur Extraktreinigung. Der
anschlieBende Vergleich zwischen LC-MS/MS- und GC-MS-Bestimmung nach
zusatzlicher Derivatisierung zeigt deutlich, dass die LC-MS/MS Methode einfacher
und mit Nachweisgrenzen kleiner 0,02 ug/kg um den Faktor 100 empfindlicher ist
[196]. Der allgemeine Trend zur Tandemmassenspektrometrie zeigt sich auch bei

den neueren Analysemethoden zur Quantifizierung von Chloramphenicol [197-205].

Sulfonamide und der Synergist Trimethoprim koénnen mit verschiedenen
Adsorptionsmaterialien extrahiert und mittels HPLC-UV und LC-MS/MS analysiert
werden [152, 206-214]. Schwieriger ist dagegen die Integration von Fluorchinolonen
in eine Multimethode. Durch die Fluorgruppe neigen die Substanzen zur Adsorption
an den SPE Materialien. Dartber hinaus kann die chromatographische Trennung
problematisch sein, so dass i. d. R. spezielle Methoden fur diese Substanzgruppe
eingesetzt werden [215-233]. Miao et al. extrahieren Fluorchinolone zusammen mit
Sulfonamiden, Trimethoprim und Tetrazyclinen aus 1 L Wasserproben mit einer
Oasis HLB SPE Kartusche. Die LC-MS/MS Bestimmung erfolgt allerdings flr jede
Substanzgruppe separat [234]. Dagegen haben Heller et. al bei gleicher SPE
Probenvorbereitung eine LC-MS/MS  Multimethode zur Bestimmung von

Fluorchinolonen, Tetracyclinen, Sulfonamiden und B-Lactamen zur
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Ruckstandsanalytik von Eiern mit Bestimmungsgrenzen zwischen 10 und 50 ppb
entwickelt [183]. Zur besseren Elution der Fluorchinolone von Cqg-Materialien werden
haufig starke Desorptionslosungsmittel wie z. B. Tetrahydrofuran eingesetzt [230,
232, 233, 235]. Die geratespezifischen Nachweisgrenzen (IDL) fur Ciprofloxacin
liegen zwischen 0,02 ng on column mittels LC-MS/MS [234], 0,1 ng on column mittels

Fluoreszenz und 4 ng on column flr die klassische UV Detektion [236].

Das Glycopeptid Vancomycin ist mit einer Masse von 1449,3 g/mol die groflite der
untersuchten Verbindungen. Wie bei vielen Peptiden und Proteinen fuhren freie OH-,
Carboxyl- und Aminogruppen zur Madoglichkeit von Mehrfachladungen bei der
Elektrosprayionisation. Im Falle des Vancomycins wird die Bildung von zweifach
positiv geladenen Quasimolekulionen mit einem m/z von 725 amu beobachtet [237,
238]. Da Vancomycin ein Reserveantibiotikum aus der Humanmedizin ist, stammen
die publizierten Analysemethoden fast ausschlieBlich aus pharmakokinetischen
Studien [237-240].

Im Bereich der pharmazeutisch-medizinischen Analytik werden bislang nur in der
Forensik fur toxikologische Screeninguntersuchungen LC-MS/MS-Multimethoden
eingesetzt [241]. Obwohl flr den berufsbedingten Umgang mit Penicillinen bereits
Effekte wie Sensitivierungen, Bildung von Resistenzen und Allergien [242-246]
beschrieben sind, existiert hier bislang kein Problembewusstsein wie bei den im
nachsten Kapitel beschriebenen Zytostatika. Aus diesem Grund sind zur
Untersuchung von Arbeitsplatzkontaminationen oder der berufsbedingten Aufnahme
von Antibiotika bislang auch noch keine speziellen Analysemethoden entwickelt

worden.
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2.2.3 Zytostatika

Wie bei fast allen Arzneimittelwirkstoffen wurden die ersten analytischen
Bestimmungsverfahren fur Zytostatika flr Untersuchungen der Pharmakokinetik und
dem Patientenmonitoring entwickelt [63, 247-253]. Insbesondere zur HPLC Analytik
verschiedener Zytostatika geben Tjaden [254] und Kiffmeyer [59] einen guten
Uberblick. In den letzten zwei Jahrzehnten wurden diese Analysemethoden auch zur
Untersuchung der Arbeitsumgebung und der berufsbedingten Belastung von
Apothekenpersonal, Pflegekraften und Arzten weiterentwickelt [12, 255-263].
Wahrend im Blut und Urin von Chemotherapie-Patienten relativ hohe
Wirkstoffkonzentrationen vorliegen, so sind in physiologischen Flussigkeiten des
Personals weitaus geringere Mengen zu erwarten. Aus diesem Grund ist eine
Verbesserung der  Nachweisstarke der  Analysemethoden  fur  diese
Arbeitsschutzmallnahmen notwendig. Das gleiche gilt fur die Untersuchung der
aquatischen Umwelt. Durch Verdunnungseffekte nehmen die Konzentrationen vom
Eintragsort ,Patientenausscheidungen® Uber das Toilettenabwasser zur Klaranlage
bis in Oberflachenwassern stark ab. Daruber hinaus handelt es sich bei
Abwasserproben um eine sehr inhomogene und teilweise extrem stark belastete
Matrix. Es sind also nachweisstarke und selektive Bestimmungsverfahren verbunden
mit einer effektiven Spurenanreicherung und Extraktreinigung notwendig. Aus diesem
Grund wurden fur die meisten Studien, sowohl im Arbeits- als auch im Umweltschutz,
das haufig verwendete Zytostatikum Cyclophosphamid als Leitsubstanz ausgewahilt.
Die analytische Bestimmung des Stickstoff-Lost-Derivates Cyclophosphamid erfolgte
bislang fast ausschlieBlich mittels gaschromatographischer Methoden. Nach
Derivatisierung mit Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA) wird nach Elektronen-
stoRRionisation (El) mittels GC-MS das N-trifluoracetylcyclophosphamid-lon bei m/z =
307 amu analysiert [26, 63, 260]. Erstmals konnten 1997 Cyclophosphamid und das
Strukturisomer Ifosfamid nach SPE-Probenvorbereitung an einer Cqg-Phase mittels
GC-MS in Konzentrationen von bis zu 60 ng/L in verschiedenen Stromen einer
Klaranlage nachgewiesen werden [264, 265]. Fur Routinemessungen wird die GC-
MS-Methode nach wie vor haufig angewendet. In neueren Veroéffentlichungen setzt
sich dagegen die Bestimmung mittels LC-MS/MS ohne aufwandige Derivatisierung
durch [261, 266-274].
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5-Fluorouracil wurde bislang im Arbeitsschutzbereich mit geringer Empfindlichkeit
mittels HPLC-UV [263, 275-279] oder nach Derivatisierung mit N-tert.-Butyl-
dimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamid (TBDMS) mit Nachweisgrenzen bis 1 ng/Probe
mittels GC-MS gemessen [22, 23, 262]. Wie Applikationen aus dem pharmazeutisch-
medizinischen Bereich zeigen [280, 281], stellt die Kopplung mit der
Tandemmassenspektrometrie auch fur die Bestimmung von 5-FU in der Arbeits- und
Umweltschutzanalytik eine gute Alternative dar. Fur den Nachweis von
Cyclophosphamid, Methotrexat und 5-Fluorouracil in Wischproben wurde von
Sabatini et al. eine erste LC-MS/MS-Multimethode entwickelt [282]. Die
Nachweisgrenzen liegen bei 33 ng/mL fur 5-FU sowie 1,1 ng/mL fur CP und MTX.
Bei Methotrexat ist der gleiche Trend wie bei allen anderen Pharmazeutika zu
beobachten. Unempfindliche HPLC-UV-Methoden [283, 284] werden durch
nachweiststarkere LC-MS/MS Methoden [261, 271, 282, 285] ersetzt. Eine
Ausnahme bilden hier Platinzytostatika. Da mittels Voltametrie [18, 260, 286] oder
ICP-MS [17, 19, 21, 261] eine sehr empfindliche Messung des Gesamtplatingehaltes
moglich ist, wird auf die aufwandigere und bislang unempfindlichere Analyse der
einzelnen Wirkstoffe (cis-, Carbo- und Oxaliplatin) beim Umgebungsmonitoring
verzichtet. Im Bereich der Abwasseranalytik wurden von Hann et al. eine
Multimethode zur Bestimmung von Platinzytostatika, deren Metaboliten und
Hydrolyseprodukte durch die Kopplung von HPLC und ICP-MS entwickelt [287]. Fur
die in dieser Arbeit nicht betrachteten Anthrazykline [288-292] sowie das Taxan
Paclitaxel [278, 293] wurden bislang einzelne Analyseverfahren zur Untersuchung
von Urin- und Wischproben publiziert. Rubino et al. haben zwar bereits 1999 eine
HPLC-UV-Methode flur die drei Nucleosid Analoga 5-Fluorouracil, Cytarabin und
Gemcitabin veroffentlicht [294], aber insbesondere fur die letzten zwei liegen ebenso
keine weiteren Daten oder Analysemethoden vor wie zu Arbeitsschutz-

untersuchungen der mehr als 50 weiteren Zytostatika.
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2.3 Arzneimittelkontaminationen im Gesundheitswesen

2.3.1 Einleitung

Obwohl die in Kapitel 2.1.1 beschriebenen Regelungen beim Umgang mit CMR-
Stoffen erst in den letzten Jahren weiterentwickelt und umgesetzt wurden, stand die
Frage eines sicheren, moglichst expositionsfreien Umgangs mit Zytostatika schon
sehr fruhzeitig im Mittelpunkt der Diskussionen zwischen Pharmazeuten, ihrer
Standesorganisationen sowie den zustandigen Uberwachungs- und
Versicherungsorganen. Dieses Problembewusstsein hat schon frih dazu gefuhrt,
dass sich mit dem Gefahrdungspotential dieser Stoffe, mit der Arbeitsweise in den
Apotheken, mit Arbeitsanweisungen sowie organisatorischen und technischen
Malnahmen des Arbeitsschutzes befasst und entsprechende organisatorische und
technische Sicherheitsvorkehrungen getroffen wurden. Kennzeichnend ist, dass
derartige Malnahmen ohne systematische Kenntnisse Uber das Ausmald der
tatsachlichen Belastungen z.B. am Arbeitsplatz "Arzneimittelzubereitung",
"Applikation" oder "Station/Krankenzimmer/Krankenbett", Uber Herkunft und
Ausbreitungspfade von Kontaminationen sowie die human- und umwelt-
toxikologischen Implikationen von Substanzfreisetzungen und Expositionen

entwickelt wurden.

Einzelne Wissenschaftler wie Sessink [26, 276, 283, 295-306], Valanis [124, 307-
320] und Connor [321-338] haben Uuber Jahre hinweg kontinuierlich Daten
gesammelt, Phanomene beschrieben, auf Ratsel hingewiesen und mehr oder minder
explizit Fragen gestellt. Durch diese Arbeiten wurde das Bewusstsein gescharft, dass
der Umgang mit Zytostatika nicht nur ein Gefahrdungspotential beinhaltet, sondern
tatsachlich zu Belastungen am Arbeitsplatz und zu nachweisbaren Kontaminationen
des Personals fuhren kann. Zu dieser Einsicht trugen auch Beitrdge engagierter
Apotheker bei, die mit einfachen Mitteln versuchten, ihren taglichen Beobachtungen
systematisch nachzugehen und Missstande (z.B. Aulenkontaminationen von
Primarverpackungen [339, 340]) und Mangel von Schutzausristungen (z. B. der
Werkbank [341-344], Handschuhen [338, 345-350] oder Kitteln [351]) deutlich

machten.
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2.3.2 Umgebungsmonitoring

Zur Erfassung von Kontaminationen auf festen Oberflachen wie z. B. auf Bdoden,
Wanden, Turen, Griffen, Computertastaturen, Geraten, Einrichtungsgegenstanden,
festen, nicht por6ésen Verpackungen, Vials usw., wird beim Umgebungsmonitoring
das Verfahren der Wischprobenahme eingesetzt. Zur Probenahme werden
Filterpapiere oder fusselfreie Zellstofftlicher verwendet, die mit einem wassrigen oder
organischen  Losungsmittel benetzt werden. Die Auswahl geeigneter
Wischmaterialien und Extraktionslosungsmittel ist von den Eigenschaften der zu
untersuchenden Substanzen abhangig [12, 14, 29, 288, 352, 353]. Die
Wiederfindungsraten sind nicht nur von den untersuchten Substanzen sondern
insbesondere von der Oberflachenbeschaffenheit der zu beprobenden Stellen
abhangig. Leider wurden insbesondere flachenabhangige Wiederfindungsraten in
keiner der bislang veroffentlichten Studien angegeben. Die meisten Werte beziehen

sich auf dotierte Glas- oder Edelstahlflachen.

Kleinere Gegenstande werden ganzflachig abgewischt. Bei groReren Flachen erfolgt
die Probenahme von einer reprasentativen Teilflache (i. d. R. 20x20 oder 30x30 cm).
Mit Hilfe der Kenntnis Uber kontaminierte Flachen lassen sich Kontaminationsquellen
aufdecken und Verschleppungspfade beschreiben. So kann der Frage
nachgegangen werden, bei welchen Arbeitsschritten es zu einer Aufnahme von
Arzneimitteln  kommen  kann.  Hierdurch wird die  Entwicklung von
Vermeidungsstrategien zur langfristigen Reduktion von Kontaminationen ermdglicht.
Insbesondere fir Cyclophosphamid und Platin-Zytostatika werden mittlerweile
standardisierte Wischprobenahmeverfahren eingesetzt, so dass die Probenahme von

Apotheken- bzw. Klinikpersonal selbst durchgefuhrt werden kann [11, 354, 355].

Textilkontaminationen sind ein bislang wenig beachtetes aber beim Einsatz von
wieder verwendbaren Textilien nicht zu vernachlassigendes Problem im Klinikbetrieb.
Kontaminationen von Textilien (Arbeitskleidung, Bettwasche, Patientenwasche,
Handtlcher, Putzmaterialien, Matratzen etc.) mit hochwirksamen Arzneimitteln wie
Zytostatika und Antibiotika kénnen im Apotheken- und Stationsbereich auf
verschiedenen Wegen erfolgen. Neben Spritzern und Verschuttungen von Losungen

oder Feststoffen ist hier in besonderem MafRe der Kontakt mit belasteten
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Patientenausscheidungen wie Blut, Erbrochenem, Urin, Schweil} etc. zu nennen. In
einer niederlandischen Studie wurden Textilien aus dem Umfeld von mit
Cyclophosphamid behandelten Patienten untersucht. Aus den in Tabelle 2-2
zusammengefassten Ergebnissen wird ersichtlich, dass mit verbreiteten und hohen

Belastungen derartiger Textilien zu rechnen ist.

Tabelle 2-2: Cyclophosphamid (CP) in drei niederlandischen Kliniken [356].

Probenahmeort CP-Belastung

Bettwésche 1,6 — 800 ng/cm?

Haut der Patienten 300 — 16.000 ng/Wischprobe
Bett, Infusionsstander, FulRboden <0,002-2,5 ng/c;m2
Wischlappen, Sanitarbereich Median 27.000 ng

Durch geltende Vorschriften und Sicherheitsrichtlinien wird dieses Problem nicht
ausreichend berucksichtigt. Nicht nur die Reinigung von Flachen und Sanitaranlagen,
sondern auch der Umgang mit Patientenwasche, die Entsorgung von Einmaltextilien
sowie die Reinigung von wieder verwendbarer Wasche sollte in getrennten Behaltern

vorgenommen werden.

Eine spezielle Behandlung kontaminierter Wasche erfolgt derzeit nicht und ist mit
erheblichem Aufwand verbunden, da Anhaftungen von Arzneimitteln an Textilien nur
selten direkt erkennbar sind. Ziel einer abgeschlossenen Studie, die allerdings nicht
Gegenstand dieser Arbeit sein soll, war die Untersuchung der Effektivitat von
gangigen Waschverfahren. Dabei wurde festgestellt, dass die anhaftenden

Substanzen durch den Reinigungsprozess

e zu inaktiven Produkten abgebaut werden,
e zu ebenfalls toxischen Metaboliten umgesetzt werden,
e auf der Wasche verbleiben,

e im Waschwasser verbleiben.

Die Ergebnisse der Laboruntersuchungen [357] als auch Untersuchungen bei einem
textilen Mietservice zeigten, dass bis zu 7 % der eingesetzten Pharmaka nach dem
Waschvorgang sowohl auf vorher dotierter als auch auf sekundar kontaminierter

Wasche vorhanden waren. In Spul- und Abwassern des Waschprozesses konnten
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die hochsten Anteile bestimmt werden. Insbesondere Cyclophosphamid, Ifosfamid
und das Antibiotikum Chloramphenicol werden durch die Waschmittelzusatze nicht
zerstort. Weitere Untersuchungen ergaben, dass eine effektive Reinigung
kontaminierter Textilien durch kombinierte Waschverfahren, wie sie auch flr
infektidse Wasche eingesetzt werden, mdglich ist. Ahnliche Ergebnisse wurden auch
in einer niederlandischen Studie erzielt. Es konnte gezeigt werden, dass durch
Ausdehnung der Sicherheitsvorschriften und Kennzeichnung der Wasche eine
effektive Reinigung der Wasche als auch der Schutz der Mitarbeiter moglich ist [358].

2.3.3 Biomonitoring

Mit dem biologischen Beanspruchungsmonitoring konnen gentoxische Schaden
(Mutationen), die durch Aufnahme mutagener Substanzen entstehen, nachgewiesen
werden. Allerdings sind die eingesetzten Methoden (Ames Test, Bestimmung der
Schwesterchromatidaustausch-Haufigkeit oder Mikrokernrate) auch unter gut
kontrollierten Bedingungen nicht fur Routinekontrollen geeignet, da i. d. R. nur der
Expositionszustand am untersuchten Tag analysiert werden kann. Des Weiteren sind
diese Analysemethoden sehr unspezifisch und der Einfluss von Stérfaktoren, wie
z. B. Rauchen und Ernahrung, sind nicht genau bekannt. Da kein direkter Nachweis
einer Substanz erfolgt, ist aulerdem keine eindeutige Aussage zu Ort und Zeitpunkt
der Aufnahme moglich. Versuche Inkorporationen von Zytostatika mittels
biologischem Beanspruchungsmonitoring nachzuweisen, haben zu
widerspruchlichen Ergebnissen geflihrt [29, 359-364].

Die Entwicklung sensitiver und selektiver Analysemethoden machte es mdoglich,
Zytostatika und deren Metaboliten aus biologischen Flussigkeiten nachzuweisen.
Dieses biologische Belastungsmonitoring wird vielfach als Biomonitoring
bezeichnet. Da bisher nur fur wenige Substanzen (z. B. Platin, Cyclophosphamid,
FBAL, einem Metaboliten von 5-FU etc.) Analyseverfahren zu Verfigung stehen
[262, 263, 273, 291, 365-369], wird die Aufnahme von ein oder zwei Substanzen oft
als Indikator fur eine Exposition gegenuber mehreren Zytostatika angesehen. Auch
diese Untersuchungen spiegeln nur die innere Belastung zum Zeitpunkt der

Untersuchung wieder und geben wie das biologische Beanspruchungsmonitoring
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keine Hinweise auf den Ort der Aufnahme. Auch ist eine genaue Berechnung der
aufgenommenen Mengen nicht mdglich, da die Ausscheidungsraten u.a. vom
Aufnahmepfad sowie der Konzentration abhangen. Positive Befunde bei Personen,
die keinen Umgang mit den Wirkstoffen hatten zeigen auch, dass die Aufnahme uber
z. B. kontaminierte Oberflachen eine groRe Rolle spielen [261, 275, 300, 365-368,
370, 371].
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2.4 Pharmaka in der Umwelt

2.4.1 Vorkommen und Bewertung

Bereits in den 70er Jahren wurden erste Arzneimittel in der Umwelt nachgewiesen.
Nach ersten Steroidbefunden wurden Salicylsaure und Clofibrinsaure, ein Metabolit
von Clofibrat, sowie zwei weitere Lipidsenker[372] in den 80er Jahren in
Grol3britannien [373] und Anfang der 90er auch in deutschen Gewassern gefunden
[374, 375]. Insgesamt wurden in Deutschland bislang mehr als 100 verschiedene
pharmazeutische Wirkstoffe in verschiedenen aquatischen Umweltkompartimenten
nachgewiesen [42, 62, 67, 376-383]. Als Haupteintragspfade sind die
Ausscheidungen medikamentds therapierter Personen bzw. Tiere identifiziert
worden. Produktionsabwasser und unsachgemale Entsorgung spielen nur eine
untergeordnete Rolle.

Am weitesten verbreitet sind Wirkstoffe mit hohen Verbrauchsmengen (Analgetika,
Antibiotika, Lipidsenker, Hormone, Rontgenkontrastmittel etc.). Die Mehrzahl der
bislang untersuchten Pharmazeutika erwies sich sowohl in Laborversuchen als auch
bei Untersuchungen der Zu- und Ablaufe von Klaranlagen als nicht biologisch
abbaubar [42, 59, 62, 67, 77, 376-385]. Aus diesem Grund werden Klaranlagen
mittlerweile auch als Punkteintragsquellen fur Arzneimittelrickstande in
Oberflachengewassern angesehen. Darlber hinaus konnten einige dieser
Substanzen auch Grund- und teilweise in Trinkwasser nachgewiesen werden [42,
67]. Einen aktuellen Uberblick zum Vorkommen von Pharmazeutika in der Umwelt
geben Halling-Sgrensen [386, 387], Daughton und Ternes [378, 379], Heberer [388],
Thiele-Bruhn [389], Kimmerer [62, 67, 390], Frimmel und Maduller [391] sowie
Reemtsma und Jekel [392].

Die Aufklarung der in Abbildung 2-12 dargestellten Eintragspfade sowie Verhalten
und Auswirkungen auf die Umwelt sind Gegenstand verschiedener nationaler und

internationaler Forschungsvorhaben.
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Produktion
Humanarzneimittel \/ Veterinararzneimittel
/\ Entsorgung /\

Krankenhaus, || Privathaushalt a Aquakultur Giulle
Ambulanz
v )
v lv Verbrennung Zlﬁaggz-
Abwasser Abwasser
Klaranlage Boden

\ / Sediment

Oberflachenwasser

Abbildung 2-12: Eintragspfade fur Arzneimittel in die aquatische Umwelt.
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Die hochsten Konzentrationen finden sich in Abwassern von Kliniken (ug/L bis mg/L-
Bereich) [65, 66, 393-395]. Krankenhausabwasser als Punktquellen enthalten nicht
nur die hochsten Konzentrationen verschiedener Pharmazeutika, sondern, da deren
Verabreichung i.d. R. stationar erfolgt, zugleich den uberwiegenden Anteil
hochwirksamer und besonders toxischer Medikamente. All diese Substanzen
gehdren in die nach den neuen EU-Regelungen unabhangig von ihren
Verbrauchsmengen zu den zu bericksichtigenden Substanzen [396, 397]. Nach
Abschatzungen und ersten Untersuchungen sind insbesondere fur hochwirksame
Arzneimittel, wie Antibiotika und Zytostatika, in Krankenhausabwassern mit den
hdchsten Konzentrationen zu rechnen. Maximalwerte lagen flr Ciprofloxacin bei
125 ug/L [74]. In Teilstromen kénnen diese Konzentrationen punktuell sogar
wesentlich hoher sein, so dass in Toilettenabwassern mit Konzentrationen von bis zu
1 mg/L far Antibiotika und 0,01 bis 0,1 mg/L fur Zytostatika zu rechnen ist [63, 66, 79,
394, 398-400].
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Das Gesamtabwasser von Krankenhausern ist zwar in seiner Zusammensetzung in
vieler Hinsicht mit kommunalem Abwasser vergleichbar, wird aber aufgrund seiner
Belastung mit  Medikamenten, Diagnostika, Desinfektionsmitteln und
Laborchemikalien zunehmend als problematisches Abwasser angesehen [81, 401-
403]. Aus verschiedenen Untersuchungen ist bekannt, dass Klinikabwasser haufig
mutagene und bakterientoxische Eigenschaften aufweist [73, 398]. Als Ursache
wurden verschiedene Arzneimittel, insbesondere die in der Chemotherapie
eingesetzten Zytostatika sowie bestimmte Antibiotika, wie z.B. Fluorchinolone,
identifiziert [74, 230, 393].

Fur die dkotoxikologische Relevanz einer pharmazeutischen Substanz sind neben
den von Verbrauchsmengen, Ausscheidungsraten, Stabilitdt und Persistenz
abhangigen Umweltkonzentrationen insbesondere die durch diese Belastungen zu
erwartenden Wirkungen auf exponierte Organismen bzw. den Menschen
ausschlaggebend. Diskutiert werden vor allem genotoxische bzw. mutagene Effekte
(Zytostatika, Virustatika, Immunsuppressiva, bestimmte Antibiotika usw.), endokrine
Wirkungen (Hormone, bestimmte Zytostatika u.a.) sowie die Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzen. Besondere Aufmerksamkeit hat der in Indien durch das
Analgetikum Diclofenac verursachte Populationsrickgang von uber 95 % der drei
Geierarten Gyps bengalensis, G. indicus und G. tenuirostris erlangt [404-406].
Ruckstande des bei Nutztieren eingesetzten Arzneimittels wurden in Kadavern der
Geier gefunden. Die Tiere starben an Nierenversagen und Gicht durch im ganzen
Koérper abgelagerte Harnsaure. Neben Verweiblichungen von Fischpopulationen
durch endokrin wirksame Substanzen [407-409] zahlen diese Beobachtungen zu den
bislang schwerwiegendsten okotoxikologischen Auswirkungen von Arzneimittelrick-
standen in der Umwelt [410].

Wie diese Beispiele zeigen, kdnnen 6kotoxikologische Effekte im Gegensatz zu den
therapeutisch beabsichtigten Wirkungen von Pharmazeutika bereits durch sehr
niedrige Konzentrationen ausgelost werden. Insbesondere wenn eine lang
anhaltende Exposition gegeben ist, kann dies zu einem Selektionsdruck und somit
dem verstarktem Vorkommen antibiotikaresistenter Mikroorganismen im Bereich von
Klaranlagen fihren [411-415].

Bereits im Bericht der Weltgesundheitsbehorde (WHO) von 1998 wird das
zunehmende Auftreten resistenter Bakterienstdmme und ihre rasche Verbreitung in

der Weltbevdlkerung als eines der grof3ten gesundheitlichen Probleme des
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21. Jahrhunderts bezeichnet [416, 417]. Kari et al. beschreiben die haufiger
auftretende Antibiotikaresistenz bei tier- und humanpathogenen Keimen [413]. Es ist
allerdings noch nicht abschlieRend geklart, ob der Grund hierfur neben dem

haufigeren Antibiotikaeinsatz auch die Konzentrationen in der Umwelt sind [418-420].

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden in Deutschland auf Lander- und Bundes-, aber
auch auf EU-Ebene verschiedene Monitoring- und Minimierungskonzepte fur
Pharmazeutika analog Zu vergleichbaren Industriechemikalien oder
Pflanzenschutzmitteln verfolgt [82, 83, 85, 383, 396, 421-423]. Bereits heute sehen
die Regelungen des deutschen und europaischen Arzneimittelrechts eine Prifung
der Okotoxikologischen Eigenschaften bei der Neuzulassung von Human- und
Veterinararzneimitteln vor. Im Gegensatz zu Veterinararzneimitteln mussen far
Humanarzneimittel zwar Umweltrisiken genannt werden, eine Risiko-Nutzen-
Abwagung, die zur Verweigerung der Zulassung fuhren konnte, ist allerdings explizit
ausgeschlossen. Das Verfahren sieht flr jede Substanz die Abschatzung der zu
erwartenden Umweltkonzentrationen PEC (predicted environmental concentration)
und die Bestimmung der Okotoxikologisch unbedenklichen Konzentration PNEC
(predicted no effect concentration) vor. Liegt das Verhaltnis PEC/PNEC Uber dem
derzeitigen Triggerwert von 0,01, so sind gestufte Mallnahmen zur genaueren
Untersuchung und Bewertung des Umweltrisikos und ggf. zur Verringerung des
Eintrags gefordert. Ab einem PEC/PNEC-Verhaltnis >1 wird ein Risiko fur die
Umwelt angesehen. Anstelle der erwarteten Umweltkonzentrationen (PEC) wurden
im Rahmen der BLAC-Untersuchungen 2003 (Bund/Lander-Arbeitsgemeinschaft
Chemikaliensicherheit) fur eine exemplarische Umweltbewertung die gemessenen
Umweltkonzentrationen MEC (measured environmental concentration) in die
Betrachtung mit einbezogen. Von den ausgewerteten neun Arzneimitteln lagen
Ciprofloxacin und Ethinylestradiol Gber dem Wert von 1, Carbamazepin im Bereich
von 0,1 bis 1 und Clofibrinsaure, Diclofenac, Ibuprofen sowie Propanolol im Bereich
von 0,001 bis 0,01. Fir das Zytostatikum Ifosfamid wurde ein Wert von 0,001 und far
das sehr haufig eingesetzte, toxikologisch allerdings kaum relevante
Rontgenkontrastmittel lopromid ein Wert zwischen 0,00001 und 0,0001 bestimmt
[383]. Diese Ergebnisse zeigen, dass trotz der hohen Unsicherheitsfaktoren fur
einige Pharmazeutika ein direkter Handlungsbedarf besteht. Des Weiteren ist

aufgrund der so genannten ,However-Klausel dieses Vorgehen fir mutagene,
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endokrin wirkende sowie resistenzerzeugende Pharmazeutika grundsatzlich
erforderlich, unabhangig von den im Wesentlichen aus den Verbrauchsmengen
berechneten PEC- und den daraus folgenden PEC(MEC)/PNEC-Werten.

Vor diesem Hintergrund wird in der offentlichen Diskussion grof3es Interesse an der
Verringerung des Arzneimitteleintrags in die Umwelt geauliert und das Fehlen
geeigneter Technologien beklagt. Auch die stark steigende Zahl nationaler und
internationaler Forschungsprojekte und Tagungen, die sich mit dieser Problematik
befassen, macht den Forschungsbedarf und die Notwendigkeit zur Entwicklung

angemessener Verfahren deutlich.

2.4.2 Minimierungskonzepte

In der Humanmedizin und hier insbesondere in der Therapie lebensbedrohlicher
Erkrankungen ist im Gegensatz zum industriellen, landwirtschaftlichen, aber auch
veterinarmedizinischen Einsatz umweltbelastender Chemikalien eine Vermeidung
bzw. ein Ersatz der Substanzen aus Risiken/Nutzen-Erwagungen in der Regel nicht
zu vertreten. Daher bleibt im Wesentlichen nur die Mdglichkeit der nachgeschalteten
Reduktion der Pharmazeutikabelastungen durch Behandlung der belasteten
Abwasser. Je nach Eintragspfad gibt es hierfir verschiedene Ansatzpunkte.
Grundsatzlich gilt: Je friher die Elimination erfolgt, desto kurzer ist die Einwirkzeit
zwischen den Substanzen und dem Okosystem, wodurch eventuelle schadliche
Einflusse minimiert werden. Bei der nachgelagerten Trinkwasseraufbereitung kann
zwar der Mensch vor Arzneimitteln sowie weiteren toxischen Chemikalien geschitzt
werden, die Exposition der Umwelt bleibt dagegen unverandert. Aul3erdem lassen
sich relativ kleine, hochkonzentrierte Volumina in der Regel effektiver und
kostengunstiger behandeln. Durch Verdinnung, Adsorption sowie chemischen und
biologischen Abbau nehmen die Arzneimittelkonzentrationen auf dem Weg Uber Zu-
und Ablaufe von Klaranlagen, Oberflachen-, Grund- und Trinkwassern entsprechend
ab. Allerdings ware zur Erfassung aller Arzneimittel am Freisetzungsort die
dezentrale Behandlung sehr verschiedener Matrices in Kliniken, dem hauslichen

Bereich sowie in der Landwirtschaft erforderlich.
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Die europaische Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) hat eine nachhaltige und o6ko-
logische Gewasserbewirtschaftung zum Ziel [424]. Dabei besteht ein wichtiger Teil
der Umsetzung in der Vermeidung von Punktquelleneintragen und in der
Verbindlichkeit von Grenzwerten sowohl fur Emissionen aus Klaranlagen, als auch
fur Immissionen in die Gewasser. Klaranlagenablaufe stellen einen Punkt-
quelleneintrag fur Oberflachengewasser dar, so dass hier ein besonderes
Augenmerk auf die Inhaltsstoffe zu legen ist. Viele Stoffe, sowohl Vertreter aus der
Liste der 33 prioritaren Stoffe laut Anhang X der WRRL, als auch noch nicht
abschlieRend bewertete Substanzen, koénnen im Ablauf von Klaranlagen
nachgewiesen werden. Substanzen, bei denen ein PEC/PNEC Verhaltnis von 1
auftritt, oder bei denen sogar Effekte in Gro3enordungen auftreten, wie sie in
Oberflachengewassern nachweisbar sind, 16sen Handlungsbedarf aus. Die Vielfalt
der Substanzen, die hier eine Rolle spielen ist allerdings so hoch, dass bisher kein
einheitliches Verfahren vorgeschlagen werden konnte, welches alle Substanzen
abbauen kann. Untersuchungen zu biologisch-mechanischen Klaranlagen zeigen,
dass neben Industriechemikalien insbesondere Arzneimittel und Personal Care
Produkte (Substanzen aus Haushaltsprodukten) im Ablauf nachweisbar sind [67,
379, 383, 425-427].

Beim Vergleich von Klaranlagen mit unterschiedlichen Verfahrenstechniken sind
Unterschiede beim Ruickhalt der Mikroverunreinigungen zu beobachten. Ahnliche
Ergebnisse wurden auch bei den EU-Forschungsvorhaben POSEIDON und
P-THREE erzielt. Bisher unklar sind die Ursachen dieser Unterschiede. Ein
Einflussfaktor scheint das Schlammalter zu sein. Eine effektive Eliminierung dieser
Schadstoffe kann nach jetzigem Erkenntnisstand nur mit aufwandigen, noch zu
erprobenden und optimierenden Zusatzverfahren aus dem Bereich der Nanofiltration,

Sorptions- oder photochemischen Verfahren erreicht werden [428-435].

Nachfolgend werden verschiedene Konzepte zur Minderung von Arzneimittel-

eintragen in die Umwelt vorgestellt und verglichen.

Die Sammlung der Patientenausscheidungen und deren anschlieliende Entsorgung
durch Hochtemperaturverbrennung wurde zwar diskutiert, erfordert jedoch einen
hohen logistischen Aufwand und verursacht entsprechende Kosten bei der

Sammlung, Lagerung, dem Transport bis zur Behandlung. Trotz dieser Nachteile
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konnte in einer Studie des Kompetenzzentrums Wasser Berlin (KWB) gezeigt
werden, dass bei Patienten und Mitarbeitern die Akzeptanz fiir ein solches Konzept
vorhanden ist [436]. Mit dem Hauptziel der Nahrstoffrickgewinnung aus Urin wurden
verschiedene Separationstoiletten entwickelt [437-439].

Hierbei werden Faeces und Urin getrennt und die fliissige Phase, die den Grofteil
der Wirksubstanzen enthalt, kann einer gesonderten Aufarbeitung zugeftihrt werden.
Derzeit ist die Nutzungsdauer derartiger Toiletten noch relativ begrenzt. Zudem ist
z. B. bei Erbrechen oder Durchfallen die Trennung von Fest- und Flussigphase nicht
mehr gewahrleistet. Neben den hoheren Kosten fur Installation, Reinigung und
Wartung der Trenntoiletten sind auch hier die o. g. Probleme des Transports und der
weiteren Behandlung der belasteten Flussigkeiten zu |0sen. Ein weiterer negativer

Punkt ist die geringe Akzeptanz bei den Anwendern [440].

In dieser Arbeit wird ein Konzept zur Sammlung und direkten Behandlung der
Toilettenablaufe entwickelt. Dies hat den Vorteil, dass eine effektive Behandlung von
relativ kleinen Volumenstromen mit hohen Substanzkonzentrationen mdoglich ist,
ohne dass dadurch der Klinikbetrieb gestdrt wird. Logistische Probleme treten bei
diesem Ansatz nicht auf. Einzig die technische Infrastruktur (separate
Toilettenablaufleitungen und ein kleiner Nebenraum) muss von den Kliniken
bereitgestellt werden. Bei Neubauten ist dieses in der Regel leicht zu
bertcksichtigen, bei Altbauten waren zumeist UmbaumalRnahmen zum Anschluss
derartiger Anlagen notwendig. Neue Untersuchungen an einem Klinikum in
Osterreich haben gezeigt, dass dieser Ansatz sowohl technisch als auch logistisch
sehr gut durchfuhrbar ist [399].

Weitere LoOsungsansatze befassen sich mit der Behandlung sehr grol3er
Volumenstrome. Dies gilt z. B. fir die Behandlung des gesamten
Krankenhausabwassers. Hier miussen neben den mit Pharmazeutika belasteten
Toilettenabwassern auch Spul- sowie ggf. Kichen- und Waschereiabwasser
behandelt werden, was wesentlich héhere Investitions- und Betriebskosten zur Folge
hat. Im Rahmen der EU-Forschungsvorhaben POSEIDON, REMPHARMAWATER
und P-THREE wurden u.a. Technologien zur Entfernung von Arzneistoffen in
Klaranlagen und Wasserwerken entwickelt [422, 423, 441].
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Insbesondere die Untersuchungen in P-THREE zeigten, dass Membranbioreaktoren
(MBR) eine gute alternative zur klassischen Belebtschlamm-Klarung darstellen, da je
nach Schlammalter und Membran der biologische Abbau fur viele Substanzen
verbessert werden kann. Problemstoffe, wie z.B. biologisch nicht abbaubare
Pharmazeutika, kdnnen allerdings mit der MBR-Technik ebenfalls nicht abgebaut
werden. Hier sind erweiterte Oxidationsverfahren notwendig. Bei der Behandlung des
Klaranlagenablaufs und des Trinkwassers durch z.B. Ozonisierung liegen die
Pharmazeutika bereits stark verdinnt vor, und das zu behandelnde Volumen ist
betrachtlich, wodurch die auf die Menge der enthaltenen Pharmazeutika bezogenen

Kosten relativ hoch sind.
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3 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit sind die Entwicklung und Anwendung neuer Multi-Analyseverfahren
zur Bestimmung von arbeitsschutz- und umweltschutzrelevanten Antibiotika und

Zytostatika in Apotheken und Krankenhausern.

Die Substanzauswahl soll anhand der Verbrauchsmengen sowie den in den
untersuchten Bereichen tatsachlich eingesetzten Substanzen getroffen werden. Da
insbesondere fur Zytostatika nur unzureichende Daten vorliegen, soll durch eine
Befragung reprasentativer Apotheken der Gesamtverbrauch in Deutschland ermittelt
werden. Neben der Identifizierung der wichtigsten Wirkstoffe kdnnen mit Hilfe dieser
Erhebung auch Abschatzungen zum Eintrag von Zytostatika in die aquatische
Umwelt durchgefuhrt werden.

Mit den in dieser Arbeit entwickelten Analysemethoden sollen neue Monitoring-
untersuchungen im Arbeitsschutzbereich durchgeflihrt werden. Insbesondere zur
Bestimmung der beruflichen Exposition im Gesundheitswesen gegenlber Antibiotika
bestehen bislang noch keine Methoden und daher sind auch noch keine Daten zur
tatsachlichen Belastung der Arbeitsumgebung sowie der Mitarbeiter bekannt. Im
Rahmen einer erstmalig durchgefiuhrten Studie sollen die entwickelten
Analyseverfahren zur Untersuchung von Arbeitsflachen, (Berufs-)Kleidung und
Urinproben im Stationsbereich angewendet und die Belastungssituation zwischen

einer Normal- und Intensivstation verglichen werden.

Bisher stehen zur Bestimmung von Zytostatika fast ausschlieRlich Einzelmethoden
zur Verfugung. Da die Probenahmeverfahren ebenfalls substanzspezifisch sind, ist
bislang kein Vergleich der Belastungssituation fur verschiedene Wirkstoffe auf einer
Oberflache madglich. Aus diesem Grund sollen zur Anwendung beim
Umgebungsmonitoring LC-MS/MS-Multimethoden entwickelt werden. In Hinblick auf
die Bildung eines Referenz- oder Hintergrundwertes sollen mit den entwickelten
Multimethoden  Untersuchungen in Zytostatika zubereitenden Apotheken

durchgefiihrt werden.
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Zum Abschluss dieser Arbeit soll am Beispiel von Toilettenabwassern untersucht
werden, ob neben der Verbesserung der Abbauleistung von Klaranlagen auch die
frlhzeitige  Eliminierung von  besonders  problematischen  Arzneimitteln
Krankenhausabwasser-Teilstromen einen  Beitrag zur Reduzierung von
Umwelteintragen leisten kann. Hierzu wird im Labormalistab ein erweitertes
Oxidationsverfahren (AOP — advanced oxidation process) zur Behandlung von hoch
belasteten Abwasserteilstromen entwickelt und im halbtechnischen Malistab
evaluiert. Die substanzspezifische Verfahrensanalytik zur Kontrolle und Optimierung
des AOP-Verfahrens soll nach Matrixadaptierung mit den im ersten Teil dieser Arbeit
entwickelten LC-MS/MS-Methoden erfolgen.
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4.1 Chemikalien und Lésungsmittel

5-Fluorouracil Gehalt mind. 99%
C4H3FN20O> (Fluka Biochemika, Seelze, Deutschland)
Acetonitril HPLC Gradient Grade, Gehalt mind. 99,8 %, filtriert
CH3CN durch 0,2 ym Filter;

(LGC Promochem, Wesel, Deutschland)
Ameisensaure Gehalt mind. 98 %;
CHOOH (Riedel-de Haén®, Seelze, Deutschland)
Ammoniumacetat Gehalt 299 % (T);
CH3COONH,4 (Fluka Biochemika, Seelze, Deutschland)
Amoxicillin Gehalt mind. 94 % ;
C16H19N305S (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
Ampicillin (Trihydrat) Gehalt mind. 97 % ';
C16H19N304S - 3 H,O (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
Cefazolin (Natriumsalz) ~ Gehalt mind. 98 % ';
C14H13NgNaO4S3 (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege, Deutschland)
Cefuroxim (Natriumsalz) Gehalt mind. 98 % ';
C16H15N4NaOgS (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
Chlorambucil Gehalt mind. 98 %
C14H19CI2NO; (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
Chloramphenicol Gehalt mind. 98 %
C11H12CI2N20O; (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
Ciprofloxacin Gehalt mind. 98 %
C17H1sFN303 (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
Cyclophosphamid Gehalt mind. 98%
(Monohydrat) (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
C7H15CIoN2O2P - H,O
Cytarabin Gehalt mind. 99 %
CgoH13N305 (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
Docetaxel Gehalt mind. 97 %
Ca3H53NO14 (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
Essigsaure ROTIPURAN® 100 %, p. a.;
CH;COOH (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Essigsaureethylester Picograde®, Gehalt mind. 99,0 %., Wasser max. 0,05%;
C4HsO2 (LGC Promochem, Wesel, Deutschland)

! Der Gehalt wurde mittels HPLC bei 254 nm bestimmt.
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Etoposid
C29H32013

Gemcitabin
CoH11F2N304

Ifosfamid
C7H15C|2N202P

Katalase

Methanol
CH5OH

Methotrexat
C20H22NgOs

n-Hexan
CeH14

Ofloxacin,
C18H20FN30O4

Paclitaxel
C47H51NO14

Penicillin G (Kaliumsalz)
C16H17N205SK

Penicillin V (Kaliumsalz)
C16H17N205SK

Salzsaure
HCI

Schwefelsaure
H,SO,4

Stickstoff
N2

Sulfamethoxazol
C10H11N303S

Trimethoprim
C14H1gN4O3

Vancomycin
(Hydrochlorid)
CssH75CI2NgO24 - HCI

VE-Wasser
H.O

Wasser
H,O

Gehalt mind. 98 %
(Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

Gehalt 99,7 %
(USP Promochem, Deutschland)

Gehalt mind. 98 %
(Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

Kappazym AP
(Kapp-Chemie GmbH, Miehlen, Deutschland)

fur Ruckstandsanalyse, Gehalt mind. 99,0 %, Wasser

max. 0,1 %;
(LGC Promochem, Wesel, Deutschland)

Gehalt mind. 99 %
(Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

Picograde®, Gehalt mind. 99,0 %, Wasser max. 0,05 %,

(LGC Promochem, Wesel, Deutschland)

Gehalt mind. 99 %
(Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

Gehalt mind. 97 %
(Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

Gehalt mind. 98 %;
(Fluka Biochemika, Seelze, Deutschland)

Vetranal®, Gehalt 95,7 %;
(Riedel-de Haén®, Seelze, Deutschland)

min. 37 % fur Analyse;
(Riedel-de Haén®, Seelze, Deutschland)

ROTIPURAN® = 95 %, p. a.;
(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

5.0;
(Air Liquide, Dusseldorf, Deutschland)

Gehalt mind. 98 %
(Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

Gehalt mind. 98 %
(Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

Gehalt mind. 90 %
(Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

Voll entsalztes Wasser, hergestellt mit zwei

hintereinander geschalteten Entsalzungsanlagen:

1.) Elix® 10, 2.) Milli Q-Plus
(Millipore, Schwalbach, Deutschland)

HPLC-Gradient;
(Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande)
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4.2 Gerate und sonstige Materialien

4.2.1 Kleingerate und Verbrauchsmaterialien

Horizontalschittler:

Probenaufbereitungssystem:
Rotationsverdampfer:
Ultraschallbad:

Vollpipetten

Messpipetten

Waagen:

Zentrifugen:

SPE-Vakuumeinheit

pH-Meter:

HS 501 D
(Janke & Kukel, IKA®-Labortechnik GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland)

TCS; Typ: vapotherm basis mobil 1
(Barkey GmbH & Co. KG, Leopoldshéhe, Deutschland)

Rotavapor RE 11
(Buchi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz)

BRANSON 3200 und Bandelin electronic RK 1028 H
(Bandelin electronic , Berlin, Deutschland)

5mL, 10 mL und 25 mL Din B, Ex 20 °C
(Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt,
Deutschland)

10 pL, 20 pL, 100 pL und 1000 pL Research® fix;
10 - 100 pL, 25 - 250 pL, 100 - 1000 pL und

500 — 5000 L Research® variable Pipetten
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

AG 200 Delta Range® (Max 61 g/210 g, d = 0,1 mg/1

mg)
(Mettler Toledo GmbH Labor- und Analysentechnik,
GielRen, Deutschland)

PJ 3600 Delta Range® (Max. 3100 g, Min. 5 g, d = 0,01
g/0,1g9,e=0,19)

(Mettler Toledo GmbH Labor- und Analysentechnik,
Gielden, Deutschland)

Satorius BP 301 S (Max. 303 g, d = 0,1 mg)
(Satorius, Gottingen, Deutschland)

Mettler Toledo XS 105 Dual Range ®(Max. 41 g/ 120 g,
d = 0,01 mg/ 0,1 mg)

(Mettler Toledo GmbH Labor- und Analysentechnik,
Gielden, Deutschland)

GS-15R Centrifuge mit S 4180C Rotor
(BeckmannCoulter™, Krefeld, Deutschland)

CR 422 Tischzentrifuge

(Jouan GmbH, Fernwald, Deutschland)

SPE-12 G Vakuumeinheit mit PTFE-Hahnen
(Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande)

pH-Meter CG840 B
(Schott, Mainz, Deutschland)
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Thermometer

Magnetriahrer

Spritzenpumpe

Materialien zur Wisch-
probenahme

Extraktionsgefalie

Spritzen-Filter

Teststabchen

SPE-Kartschen

HPLC-Saulen

Thermotimer - PT 100 und Stoppuhr
(Raczek Analysentechnik GmbH, Garbsen,
Deutschland)

IKA MAG ® REC -G
(Janke & Kukel, IKA®-Labortechnik GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland)

Pumpe 11
(Harvard Apparatus, Halliston, MA, USA)

20x21 cm Kimtech Science Lite 100 Wischtiicher

11x21 cm Kimtech Science Prazisionswischttcher
(Kimberly-Clark, Koblenz, Deutschland)
Schleicher & Schuell 598/3 Filterpapier
(Whatmann GmbH, Dassel, Deutschland)
Machery-Nagel 616md und 616de Filterpapiere
(Macherey-Nagel, Duren, Deutschland)

50 mL PE-Ro6hrchen, 27 mm ID
(Greiner bio-one, Solingen, Germany)

Uritop S: 100 mL Urinbecher, 45 bis 58 mm ID
(B. Braun Petzold GmbH, Melsungen, Deutschland)

Celluloseacetat; Weissrand Filter (FP 30/0,45 um)
(Schleicher & Schuell Micro Science GmbH, Dassel,
Deutschland)

Regenerated Cellulose-Filter (PP & 13 mm, 0,45 ym)
(Chromatographie Zubehor Trott, Kriftel,
Deutschland)

Chromafil RC -45-25 und RC -45-15 regenerierte
Cellulose-Filter

(Macherey-Nagel, Diuren, Deutschland)

QUANTOFIX® Peroxid 25, 100 und 1000
(Macherey-Nagel, Diuren, Deutschland)

1000 mg C18-Kartusche, 6 mL Volumenreservoir
(Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande)

200 ng Strata X, 6 mL Volumenreservoir
(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

250x3 mm Nucleosil 100-5 C18 HD
125 x 3 mm Nucleodur 100-5 C 18 ec,
125 x 2 mm Nucleodur 100-5 C 18 ec,
125 x 2 mm Nucleodur 100-3 C 18 ec,
(Macherey-Nagel, Diuren, Deutschland)

50 x 3 mm Shim-Pack XR-ODS, 2,2 ym
(Shimadzu, Duisburg, Deutschland)
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4.2.2 AOP-Versuchsanlagen

Laboranlage

Halbtechnische AOP-Anlage

Ozongenerator 1

Ozonanlage 2

Selbstbau, s. Anhang, Abbildung 6-2

Glasgerate
(Glas-Fischer, Duisburg, Deutschland und
Schlee GmbH, Witten, Deutschland)

Reglo-Digital 2/6 Schlauchpumpe
(ISMATEC, Wertheim-Mondfeld, Deutschland)

Multifix constant, MC 1000 FEC Umwalzpumpe
(Alfred  Schwinherr KG, Schwabisch Gmind,
Deutschland)

UV-Reaktionssystem 2 und 3
(Heraeus Noblelight GmbH, Hanau, Deutschland)

Eigenbau der Fa. UMEX, s. Anhang, Abbildung 6-3
(UMEX GmbH, Kirchheim b. Arnstadt, Deutschland)

COM-CD-HF 2, ¢ = 115 g Os/m® und
Gasvolumenstrom: 0,04 Nm®/h
(Anseros GmbH, Tubingen, Deutschland)

Laborversuchsstand zur Ozonisierung, Blasensaule mit
einem Wasservolumen bis 8 L, ¢ = 70 g Os/m’,
Gasvolumenstrom: 0,03 m°h, Feed- und Off-Gas-
Messung von O3 zur Bestimmung des Ozonverbrauchs
(Wedeco GmbH, Herford, Deutschland)

Eine schematische Darstellung der Laborversuchsanlage sowie Abbildungen der

Versuchsanlagen sind im Anhang (Kapitel 6.2.1) aufgefuhrt. In Tabelle 4-1 sind die

Spezifikationen der UV-Strahler und Reaktorgeometrien zusammengefasst.
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Tabelle 4-1: Spezifikationen der eingesetzten UV-Apparaturen.
Hg-Niederdruck-Strahler Hg-Mitteldruck-Strahler
Laboranlage  halbtechnische Laboranlage

halbtechnische

Anlage Anlage
Bezeichnung Heraeus UMEX Heraeus UMEX
TNN 15/32 ABOX® 60- TQ 150 ABOX® MS 2
600Ig
Geometrie d =90 mm d=33mm d =90 mm d =56 mm
H =200 mm H =430 mm H =200 mm H =430 mm
Volumen ca. 950 mL ca. 200 mL ca. 800 mL ca. 375 mL
Umwalzleistung 11 L/h* 80 L/h 11 L/h* 120 L/h
Leuchtlange 170 mm 350 mm 41 mm 160 mm
Schichtdicke 25 mm 5,5 mm 20 mm 5,5 mm
Leistung 15W 25 W 150 W 800 W
Strahlungsfluss 3 W (254 nm) 8 W (254 nm) 6,2 W UV-C 160 W UV-C
3,6 W UV-B (48 W UVC
4.5 W UV-A photochem.)

* zusatzliche Durchmischung mit einem Rihrkern (ca. 700 U/min)

4.2.3 Analysensystem 1. HPLC-UV-MS

Autosampler: HTS PAL

(CTC Analytics AG, Zwingen, Schweiz)
Pumpe: Rheos 2000

(Flux Instruments, Basel, Schweiz)
Degasser: ERC-3415 a

(ERC GmbH, Riemerling, Deutschland)
DAD: Spectra System UV 6000 LR

(Finnigan MAT, Bremen, Deutschland)
MS: AutoMass
(ThermoQuest, Dreieich, Deutschland)

Die Software Xcalibur Version 1.2 (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland)

diente zur Steuerung des Systems und Auswertung der Daten.
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4.2.4 Analysensystem 2: LC-MS/MS

Autosampler: HTS PAL mit Cool Stack
(CTC Analytics AG, Zwingen, Schweiz)
Pumpe: 1100 Series mit Degasser
(Agilent Technologies GmbH, Waldbronn, Deutschland)
Saulenofen: Jetstream Plus
(VDS optilab, Berlin, Deutschland)
MistraSwitch
(MayLab Analytical Instruments, Wien, Osterreich)
MS: API 3000
(Applied Biosystems / MDS Sciex, Darmstadt, Deutschland)

Die Software Analyst™ in den Versionen 1.2 bis 1.4.2 (Applied Biosystems/MDS

Sciex, Darmstadt, Deutschland) dienten zur Steuerung und Auswertung der Daten.

4.2.5 Externe Analytik

Die Bestimmung weiterer Parameter erfolgte in Fremdvergabe mittels anerkannter
DIN- oder ISO-Methoden. Im Rahmen der Entwicklung und Bewertung der AOP-
Verfahren erfolgten die meisten Bestimmungen bei Fraunhofer UMSICHT. Einige
TOC- und CSB-Proben (Einzelproben sowie Vergleichsproben zur Qualitatskontrolle)
wurden auch durch die Messstelle des IUTA analysiert. Genotoxizitats-
untersuchungen (umu und ames-Test) wurden durch die DMT GmbH in Essen
durchgefuhrt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Ermittlung von Zytostatika - Verbrauchsmengen

Von den in Deutschland zur Zeit ca. 3.000 zugelassenen Pharmakawirkstoffen [87]
wurden 1997 ca. 10.500 t zu etwa gleichen Teilen als Arzneimittel im Humanbereich
sowie im Veterinarbereich als Therapeutikum und Leistungsforderer eingesetzt. [442,
443]. Wahrend der Verbrauch an Veterinararzneimitteln durch die strengeren EU
Regularien eine Rucklaufige Tendenz zeigt [444], ist bei Humanarzneimitteln ein
stetiger Anstieg zu verzeichnen. Beispielhaft sind hier die Mengenabschatzung von
Huschek et al. der Jahre 1999 bis 2001, die einen Anstieg um 31 % auf ca. 37.900 t
verzeichneten [445, 446], sowie die im Arzneiverordnungsreport dargestellten
Steigerungen bei den Tagesdosen aufgefuhrt [447]. Da die Ermittlung der
Verbrauchsmengen zum Einen auf Befragungen von Apotheken durch IMS Health
beruhen und zum Anderen auf Grund von Verkaufsmengen verschreibungspflichtiger
Arzneimittel ermittelt wurden, ist ein direkter Vergleich allerdings nur bedingt mdglich.
Auch wurden direkt bezogene und ohne Verordnungsrezept den Patienten
verabreichte Wirkstoffe bei den bisherigen Erhebungen nicht erfasst. Dies betrifft alle
in Krankenhausern und Ambulanzen verabreichten Arzneimittel. Dementsprechend
stehen insbesondere fur Zytostatika keine verlasslichen Daten zur Verfugung.

Da die Kenntnis der Verbrauchsmengen die Grundlage bei der Auswahl relevanter
Substanzen fir die zu entwickelnden Analysemethoden ist, wurde die in Kapitel 5.2
dargestellte Substanzauswahl anhand offentlich zuganglicher Daten und personlicher
Informationen einiger Krankenhausapotheker durchgefuhrt. Hierzu diente u. a. auch
die in Tabelle 5-1 dargestellte Zusammenstellung von Verbrauchsmengen fur die

wichtigsten Antibiotika und Zytostatika.
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Tabelle 5-1: Verbrauchsmengen von Antibiotika und Zytostatika in Krankenhausern
und Apotheken von 1992 bis 2002.

19 Kliniken, UBA / BLAC, 2001 45 Apotheken,
1992 [383, 446] 2002
[448] [kg/Jahr] [14, 260]
[kg/Jahr] Klinik Apotheke  Gesamt [kg/Jahr]

Zytostatika

5-Fluorouracil 8,6 1232 397 1629 140,2
ggac'rﬁ%hos' 11,0 259 127 386 35,4
Ifosfamid 18,0 164 6 170 28,5
Methotrexat 3,0 49 101 150 -
Cytarabin 5,8 77,6 1,8 78,5 -
Etoposid 3,6 28,5 6,1 34,6 -
Chlorambucil - 0,3 3,6 3,9 -
cis-Platin 1,5 9,4 0,2 9,6 -
Gemcitabin - 160 81 241 -
Antibiotika

Amoxicillin - 12.574 102.810 115.384 -
Cefuroxim - - - - -
grrr]llg())r:-enicol ) 16 187 202 )
Ciprofloxacin - 5.589 12.385 17.973 -
Penicillin G - 6.059 390 6.449 -
Ofloxacin - 272 2.007 2.279 -
S . 6539  47.061  53.600 .
Trimethoprim 1369 10.057 11.427 -

-: keine Angaben;
* nicht erfasst, da oral verabreicht und somit keine Zubereitung in der Zentralen Zytostatika-
zubereitung (ZZZ) stattfindet.

Am Beispiel der Kleinstadt Kenzingen haben Alexy und Kimmerer 42 Antibiotika und
15 Antimykotika bilanziert. Mit 12,3 kg/Jahr sind auch hier die Penicilline die mit
Abstand am meisten eingesetzte Stoffgruppe. Danach folgten Sulfonamide
(3,1 kg/Jahr), Makrolide (2,1 kg/Jahr), Cephalosporine (1,5 kg/Jahr), Tetracycline
(0,5 kg/Jahr) und Chinolone (0,5 kg/Jahr). Von insgesamt 21,1 kg/Jahr erreichen
nach den dort getroffenen Abschatzungen 13,5 kg/Jahr die Abwasser [449]. Fur
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Zytostatika konnte keine Bilanzierung durchgefihrt werden, da Kenzingen weder

uber ein Krankenhaus noch uber einen ambulant behandelnden Onkologen verfugt.

Da insbesondere flir die Gruppe der Zytostatika nur unzureichende
Verbrauchsmengen zur Verfiigung stehen, wurde im Rahmen der MEWIP-Studie®
eine Befragung von 130 Zytostatika zubereitenden Apotheken durchgefuhrt. Mit Hilfe
dieser Verbrauchsdaten kann zum Einen eine Festlegung der relevantesten
Substanzen erfolgen und zum Anderen kann hieruber hinaus auch eine Abschatzung
zum Umwelteintrag vorgenommen werden. In Tabelle 5-2 sind die
Verbrauchsmengen zunachst nach Offizin- und Krankenhausapotheke unterteilt
dargestellt. Da die genaue Anzahl der Zytostatika zubereitenden Apotheken nicht
bekannt ist, milssen zur Hochrechnung des Gesamtverbrauches einige
Abschatzungen getroffen werden. In Deutschland gab es 2005 21.476 Apotheken
und 2.139 Krankenhauser [450, 451]. Neben der stationaren Behandlung erfolgt in
184 Schwerpunktpraxen auch eine ambulante Chemotherapie [452]. Die Versorgung
dieser Schwerpunktpraxen Ubernehmen i.d.R. Offizin-Apotheken. Bei den
Krankenhausern ist die Situation recht unterschiedlich. Hier erfolgt die Versorgung
mit Chemotherapeutika durch die eigene Klinikapotheke mit Zentraler
Zytostatikazubereitung (ZZZ), durch die Apotheke eines Nachbarklinikums oder
durch eine Offizin-Apotheke. Der "Verband der zytostatikaherstellenden Apotheker
und Apothekerinnen mit Sterillabor in 6ffentlichen Apotheken (VZA e.V.)" hat derzeit
ca. 250 Mitglieder. Mit den Annahmen, dass etwa 80 % der Offizin-Apotheken im
VZA organisiert sind und nur ein Viertel bis ein Drittel der Krankenhauser selbst
Zytostatika zubereitet, kann die Gesamtzahl der Zytostatika zubereitenden
Apotheken in Deutschland auf ca. 900 geschatzt werden. Bei diesen Zahlen kann
man davon ausgehen, dass die Antworten der 128 Apotheken (von zwei Apoteken
wurden keine Daten erhalten) als reprasentativ anzusehen sind. Der in den letzten
Jahren vermehrt vorkommende Einsatz von Zytostatika in der Veterinarmedizin
sowie orale Applikationen werden bei dieser Schatzung nicht bertcksichtigt.
Insgesamt muss bei den in Tabelle 5-2 dargestellten Verbrauchsmengen somit mit

einer Unsicherheit von etwa + 20 % ausgegangen werden.

2 MEWIP: (M)onitoring-(E)ffekt-Studie fur (Wi)schproben in A(p)otheken bzw. (M)onitoring-(E)ffect
Study of (Wi)pe Sampling in (P)harmacies. bgw, IUTA, IMSIE, 2005-2007.
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Tabelle 5-2: Zytostatikaverbrauch in 128 Apotheken und Hochrechnung auf den
Gesamtverbrauch in Deutschland fur das Jahr 2005.

Substanz Jahresverbrauch der 128 befragten Hochrechnung:
Apotheken Zytostatika-
Offizin- Krankenhaus- Gesamt- Verbrauch in
Apoteken Apotheken Verbrauch Delj(éso%r;l? nd
[kal [kal [ka] [kg/Jahr]
5-Fluorouracil 193,8 299,6 493,4 3.469
Cyclophosphamid 85,2 61,3 146,5 1.030
Gemcitabin 37,3 64,9 102,1 718
Ifosfamid 5,06 52,1 57,2 402
Methotrexat 1,13 23,6 24.8 174
Carboplatin 4,73 17,0 21,7 153
Etoposid 2,30 11,5 13,8 97
Paclitaxel 2,69 4,69 7,38 52
Oxaliplatin 2,13 3,08 5,22 37
Cis-Platin 0,88 3,08 3,96 28
Docetaxel 1,24 2,14 3,38 24

Auch wenn die Datenbasis unterschiedlich ist, so ist im Vergleich zu den Erhebungen
von 2001 eine signifikante Steigerung zu erkennen. Am Beispiel von Ifosfamid wird
deutlich, dass die Anwendungstendenzen nahezu gleich geblieben sind. Ifosfamid
wird fast ausschlieRlich im Klinikbetrieb eingesetzt. Bei den anderen Substanzen ist
bis auf MTX keine eindeutige Tendenz zu sehen. Da MTX neben der Anwendung bei
der Chemotherapie auch zur Behandlung rheumatischer Erkrankungen sowie in der
Biotechnologie eingesetzt wird, ist die tatsachliche Verbrauchsmenge in Deutschland
wahrscheinlich wesentlich groRer. Die neuen MTX Anwendungsfelder werden auch
anhand der Daten des UBA bzw. der IMS Health GmbH & Co OHG deutlich. Von
1996 bis 2001 ist der Verbrauch an MTX in den Kliniken praktisch konstant bei knapp
50 kg geblieben, wahrend sich der Verbrauch in Apotheken von 48 auf 101 kg etwas
mehr als verdoppelte [446]. In Tabelle 5-3 werden die auf eine einzelne Apotheke

bezogenen Verbrauchsmengen zwischen 1992 und 2005 verglichen.



5 Ergebnisse und Diskussion 57

Tabelle 5-3: Zytostatikaverbrauch in deutschen Apotheken zwischen 1992 und 2005.

Erhobene Verbrauchsmengen pro Apotheke

n =19 (1992) n =45 (2002) n =128 (2005)
[448] [14, 27]
[g/Jahr]
5-Fluorouracil 450 3115 3855
Cyclophosphamid 591 787 1145
Gemcitabin - - 798
Ifosfamid 949 633 447
Methotrexat 156 - 194
Etoposid 188 - 108
Paclitaxel - - 58
Docetaxel - - 26
Cytarabin 304 - -
cis-Platin 76 - 31
Oxaliplatin - - 41
Carboplatin - - 169

Bei Ifosfamid, Etoposid und cis-Platin gingen die Verbrauchsmengen zurlck. Der
Vergleich mit Oxali- und insbesondere Carboplatin zeigt, dass sich hier scheinbar ein
Wechsel zu den neueren Platinverbindungen vollzogen hat. Die deutlichen
Steigerungen beim Cyclophosphamid deuten darauf hin, dass bei den meisten
Indikationen doch eher der urspriinglich entwickelte Wirkstoff als das leicht
modifizierte Ifosfamid appliziert wird. Einzig im ambulanten Bereich wird Ifosfamid
noch haufig eingesetzt. Bei 5-FU sind deutliche Steigerungen von 1992 bis 2002 zu
beobachten. Von 2002 bis 2005 ist der Verbrauch pro Apotheke nur leicht
angestiegen. Insgesamt sind die hier aufgezeigten Tendenzen allerdings mit Vorsicht
zu betrachten, da insbesondere die 19 Apotheken von 1992 nicht als reprasentativ

angesehen werden kénnen.

Die ermittelten Verbrauchsmengen kdénnen auch zur Abschatzung fir den Eintrag
von Zytostatika in die Umwelt verwendet werden. Unter Berucksichtigung der
Pharmakokinetiken der unterschiedlichen Substanzen kann angenommen werden,
dass etwa 30 bis 60 % der Wirkstoffe entweder unverandert oder metabolisiert Uber

die Patientenausscheidungen in den Abwasserpfad gelangen. Eine Differenzierung
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nach Krankenhausern und Privathaushalten, wie es Feldmann und Heberer am
Beispiel von Carbamazepin, Ibuprofen, Diclofenac, zwei Rontgenkontrastmitteln,
sowie einigen Antibiotika in Berlin durchgeflhrt haben [453, 454], ist anhand der
vorliegenden Daten nicht moglich. Hierfir misste eine exakte Bilanzierung unter
Berucksichtigung der Patientenliegezeiten und der Pharmakokinetik der einzelnen
Wirkstoffe durchgefuhrt werden. Da 2/3 der Applikationen in Krankenhausapotheken
zubereitet werden und auch Offizin-Apotheken einen erheblichen Anteil ihrer
Zubereitungen an Krankenhauser liefern, kann davon ausgegangen werden, dass

die groften Zytostatika-Frachten in Krankenhausabwassern zu erwarten sind.



5 Ergebnisse und Diskussion 59

5.2 Substanzauswahl

Fiar die erstmalig durchzufuhrenden Antibiotikabestimmungen wurden anhand der
Verbrauchsmengen [455] und mit Unterstitzung der teilnehmenden Kiliniken

zunachst folgende acht haufig eingesetzte Substanzen ausgewahlt:

e Amoxicillin e Penicillin G

e Cefuroxim e Ofloxacin

e Chloramphenicol e Sulfamethoxazol
e Ciprofloxacin e Trimethoprim

Neben Chloramphenicol, das ebenfalls als kanzerogener Stoff eingestuft ist, sind
insbesondere die Fluorchinolone nicht nur unter Arbeitsschutz-, sondern auch unter
Umweltschutzgesichtspunkten besonders interessant. Diese sind biologisch nicht
abbaubar und tragen, wie in Kapitel 2.4.1 bereits ausgeflhrt, im Wesentlichen zur
erhohten Genotoxizitdt von Krankenhausabwassern bei. Die restlichen Antibiotika
sind aufgrund ihrer hohen Verbrauchsmengen und vor dem Hintergrund mdglicher

Resistenzbildungen relevant.

Aufgrund der im ersten Teil erfolgreich durchgefihrten Methodenentwicklung wurde
fur die Monitoringuntersuchungen entsprechend den auf den beiden Stationen haufig

eingesetzten Substanzen das Untersuchungsvorhaben um folgende Antibiotika

erweitert:
e Ampicillin e Penicillin V
e Cefazolin e Piperacillin
o Cefotaxim e Vancomycin

e (Cefotiam
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Aus den ca. 60 derzeit in Deutschland eingesetzten Zytostatika wurden anhand der
in Kapitel 5.1 zusammengefassten Verbrauchsmengen, des toxischen Potentials
sowie der relevanten physikalisch chemischen Eigenschaften folgende Substanzen

unterschiedlicher Polaritat fir die Methodenentwicklung ausgewabhit:

e 5-Fluorouracil e Etoposid
e Chlorambucil e Ifosfamid
e Cyclophosphamid e Methotrexat

e Cytarabin
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5.3 Methodenentwicklung zur Bestimmung von Antibiotika im

Arbeitsschutz

5.3.1 Einleitung

Zum Nachweis von strukturell unterschiedlichen Antibiotika und Zytostatika beim
Umgebungs- und Biomonitoring sollen moglichst einfache Analysenverfahren
entwickelt werden. Da die Adsorptionswellenlangen der meisten Antibiotika und
Zytostatika im relativ unspezifischen Bereich von 200 bis 300 nm liegen, sind neben
schmalen, nicht tailenden Peaks eine Basislinientrennung der Substanzen fur HPLC-
UV Messungen anzustreben. Bei massenselektiven Untersuchungen mittels LC-MS
und LC-MS/MS ist dies aufgrund der spezifischen lonen nicht notwendig. Bei nicht
Basislinien getrennten Peaks ist allerdings darauf zu achten, dass es nicht zu
Querempfindlichkeiten (sog. cross-talk) bei ahnlichen Massenubergangen oder
Fragmenten kommt. In den folgenden Kapiteln sind die in dieser Arbeit entwickelten
Analysenmethoden fur die unterschiedlichen Anwendungsgebiete im Arbeitsschutz
sowie deren Anwendung bei verschiedenen Monitoringuntersuchungen beschrieben.
Neben den in dieser Arbeit angewandten Analysen in Apotheken und Krankenhauern
sind mit Hilfe der entwickelten Analysenmethoden auch Messungen in Ambulanzen,

Arztpraxen sowie der pharmazeutischen Industrie moglich.

5.3.2 Bestimmung von Cefuroxim in Wischproben

Aufbauend auf den Erkenntnissen, die beim Zytostatika-Monitoring gewonnen
wurden (siehe Kapitel 2.3), sollte zu Beginn dieser Arbeit flr erstmalig durchgefihrte
Arbeitsplatzuntersuchungen in vier europaischen Kliniken eine Methode zum
Nachweis des Antibiotikums Cefuroxim in Wischproben entwickelt werden. Da neben
Cefuroxim eine Vielzahl weiterer Antibiotika eingesetzt werden, wurde entsprechend
den Verbrauchsmengen [455] und in Abstimmung mit den Dbeteiligten
Krankenhausern eine Methode zur simultanen Analyse von acht strukturell
unterschiedlichen Antibiotika entwickelt. Mit dem in Abbildung 5-1 dargestellten

Analyseverfahren kdnnen neben Cefuroxim die Wirkstoffe Cefotiam, Trimethoprim,
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Ofloxacin, Ciprofloxacin, Cefazolin, Sulfamethoxazol und das durch diverse
Lebensmittelskandale bekannt gewordene, im Klinikbetrieb hauptsachlich zur
Therapie von schweren Infektionen und in der Padiatrie [2, 456] eingesetzte

Chloramphenicol bestimmt werden.
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Abbildung 5-1: HPLC-DAD — Chromatogramm zur Bestimmung von 8 Antibiotika.

¢ = 5 mg/L Standardlésung; 250x3 mm Nucleosil 100-5 C18 HD HPLC-Saule; 9 =30 °C;
Fluss = 300 pL/min; Gradient: 0-1 min 95 % A, 15 min 50 % A; mobile Phase A: 0,1 % Ameisensaure
in VE-Wasser, mobile Phase B: Acetonitril. 1 Cefotiam, 2 Trimethoprim, 3 Ofloxacin, 4 Ciprofloxacin, 5
Cefazolin, 6 Cefuroxim, 7 Sulfamethoxazol, 8 Chloramphenicol.

Zur simultanen Analyse der beiden Fluorchinolone Ofloxacin und Ciprofloxacin
mittels UV-Detektion musste die entwickelte Analysemethode aufgrund der zu
geringen Auflésung weiter optimiert werden. Zur Quantifizierung von Cefuroxim und
dem Screening auf die sieben anderen Antibiotika ist die chromatographische
Trennung ausreichend. Da mit dieser Methode nur in vier Wischproben Cefuroxim
und keine der anderen Substanzen nachgewiesen werden konnte, wurde zur
Absicherung der Ergebnisse und Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit eine
LC-MS Methode entwickelt. Mittels ESI'-LC-MS kann das [M-H]-lon von Cefuroxim
bei m/z = 423 detektiert werden. Im Vergleich zur HPLC-UV-Detektion bei A = 278
nm konnte die Nachweisgrenze allerdings lediglich um den Faktor 2 auf 25 ng/mL

verbessert werden.
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Abbildung 5-2: LC-MS und DAD — Chromatogramm einer positiven Wischprobe.

Probe 2, c¢=20,7ng/mL, HPLC-S&ule: 250x3 mm Nucleosil 100-5 C18 HD; 38 =30 °C,
Fluss = 300 pL/min; Gradient: 0-1 min 95 % A, 15 min 50 % A; mobile Phase A: 0,1 % Ameisensaure
in VE-Wasser, mobile Phase B: Acetonitril.

In Abbildung 5-3 sind die Ergebnisse aus den Untersuchungen von 35 Wischproben
aus 4 Krankenhausern mittels LC-MS zusammengefasst. Alle Proben stammen aus
Bereichen, in denen Cefuroxim - Infusionslésungen aus der Trockensubstanz
zubereitet wurden. Daruber hinaus standen zu den Probenahmeorten und den
gewischten Probenahmeflachen keine weiteren Informationen zur Verfugung. Aus
diesem Grund ist die Bewertung der Analyseergebnisse nur qualitativ moglich. In
66 % der Proben war Cefuroxim mittels HPLC-UV-MS oberhalb der

Bestimmungsgrenze von 100 ng/mL quantifizierbar.



64 5 Ergebnisse und Diskussion

25000

20000 1
— 15000 +HH
£
(@)]
=
o 10000 HHH 1

5000 | .

0 T T T T \I:I\I:l\ HDED \D\ T \I:I\D\D\ T \D\D\ \|:|\ T T T \:I\D\I:l\ T T
1 3 56 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Probe Nr.

Abbildung 5-3: Analysenergebnisse des Cefuroxim Umgebungsmonitorings.

Die eingefrorenen Ruckstellproben wurden ca. 10 Monate spater mittels der in
Kapitel 5.3.3.3 beschriebenen LC-MS/MS — Methode nachgemessen. Der Vergleich
der Analysenergebnisse zeigt allerdings, dass eine quantitative Auswertung der
Proben aufgrund von Stabilitatsproblemen nicht mehr moglich ist. Tendenziell
konnten die Analyseergebnisse jedoch quantitativ bestatigt werden. In acht der zwolf
mittels LC-MS als negativ bestimmten Proben konnte Cefuroxim nachgewiesen

werden. Insgesamt lassen sich die Flachenbelastungen in vier Kategorien einteilen:

e hoch belastet (> 5000 ng/mL, 17 % der Proben),
e Dbelastet (0,2 bis 5000 ng/mL, 46 % der Proben),
e gering belastet (bis 0,2 ng/mL, 26 % der Proben) und

e nicht nachweisbar (11 % der Proben).

Neben Cefuroxim wurden die sieben anderen Antibiotika ebenfalls mittels LC-MS/MS
nachgemessen. Da keine Stabilitatsdaten vorliegen, ist nur eine qualitative
Auswertung der Ergebnisse mdoglich. Cefotiam, Cefazolin, Chloramphenicol und
Ofloxacin konnten in keiner Probe nachgewiesen werden. Trimethoprim konnte in

71% und Sulfamethoxazol in 80 % der Proben nachgewiesen werden.
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Sehr interessant sind die Ergebnisse fir Ciprofloxacin. Wahrend bei Cefuroxim,
Trimethoprim und Sulfamethoxazol keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Kliniken feststellbar waren, wurde Ciprofloxacin nur in einer Klinik nachgewiesen. In
dieser Klinik waren allerdings 9 von 11 Proben (82 %) positiv. Hier liegt die
Vermutung nahe, dass Ciprofloxacin nur im untersuchten Arbeitsbereich dieser Klinik
zubereitet wurde. In den anderen Kliniken wurde Ciprofloxacin entweder nicht oder
aber in einem anderen Bereich der Klinik zubereitet. Bei der gemeinsamen
Betrachtung der vier Substanzen Cefuroxim, Sulfamethoxazol, Trimethoprim und
Ciprofloxacin fallt auf, dass bei der Zubereitung der Antibiotika-Infusionslésungen
zwischen 71 % und 89 % der Arbeitsflachen mit dem Wirkstoff kontaminiert wurden.
Hier sind weiterfUhrende Untersuchungen zum Kontaminationslevel, den moglichen
Gesundheitsgefahren fur die Mitarbeiter sowie zur moglichen Bildung von

Antibiotikaresistenzen notwendig.
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5.3.3 Bestimmung von acht Antibiotika in Wisch- und Urinproben

Die im vorangegangenen Kapitel 5.3.2 vorgestelle Analysemethode sollte auf ihre
Leistungsfahigkeit beim Umgebungs- und Biomonitoring mit einem Single- und

Triple-Qadrupol-Massenspektrometer untersucht werden.

5.3.3.1 Umgebungsmonitoring

Der Kontaminationsgrad der Arbeitsumgebung wird mittels Wischproben analysiert.
Zur Uberpriifung des entwickelten Verfahrens wurden Testflichen mit einer
methanolischen Standardidsung dotiert. Die Wischtiicher (20x21 cm KIMWIPES® Lite
100) wurden vor der Probenahme mit jeweils 1 mL VE-Wasser versetzt. Nach einer
Stunde Trocknungszeit wurde die Flache dreimal mit befeuchteten KIMWIPE® -
Wischtuchern abgewischt. Bei jedem Wischvorgang wird ein neues Probenahmetuch

verwendet und entsprechend Abbildung 5-4 die Wischrichtung variiert.

1. Wischen: 2. Wischen: 3. Wischen:

—| 1] | =

—_— —
—

Abbildung 5-4: Durchfuhrung der Probenahme beim Umgebungsmonitoring.

Die drei Tucher werden in einem 50 mL PE-Rdéhrchen mit 25 mL VE-Wasser 15
Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Der Extrakt wird durch einen 0,45 ym
Zelluloseacetat Spritzenfilter filtriert und direkt analysiert. In Abbildung 5-5 sind die
Wiederfindungsraten und Standardabweichungen einer LC-MS/MS

Dreifachbestimmung von dotierten Metalloberflachen (c = 140 ng/cm?) dargestellt.
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Abbildung 5-5: Wiederfindungsraten des Umgebungsmonitorings fur acht Antibiotika
von dotierten Metalloberflachen.

c =140 ng/cmz; n = 3, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Obwohl strukturell sehr unterschiedliche Substanzen untersucht werden, liegen die
Wiederfindungsraten substanzunabhangig bei etwa 50 %. Zusammen mit den durch
die Fehlerbalken gekennzeichneten Standardabweichungen wird deutlich, dass eine

weitere Optimierung in Hinblick auf Richtigkeit und Prazision notwendig ist.

5.3.3.2 Biomonitoring

Zur Aufreinigung der Probenextrakte und Anreicherung der Substanzen mittels
Festphasenextraktion wurde die Methodenentwicklung zunachst mit wassrigen
Standards durchgefuhrt. Fir andere Matrices, wie z.B. Urin, ist eine
Matrixanpassung notwendig. Wie bei der Entwicklung der Detektionsmethoden stand
auch hier die Entwicklung einer Multimethode im Gegensatz zur eventuell etwas
spezifischeren und empfindlicheren Einzelstoffanalytik im Vordergrund. Zur
Probenaufreinigung und Aufkonzentrierung wurde eine Cqs-SPE-Kartusche

verwendet. Zur Elution der Fluorchinolone war der Zusatz von 50 % Tetrahydrofuran
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zum Methanol notwendig. Dies bestatigt die Ergebnisse von Mizuno et al. [233], die
eine ahnliche clean-up Methode zur Bestimmung von Ciprofloxacin, Ofloxacin und
Norfloxacin aus menschlichen Haaren verwenden. Die Elution erfolgte mit einem
Ldsungsmittelgemisch aus Methanol und Tetrahydrofuran (1:1, v/v). Die anderen
Substanzen kénnen mit ahnlichen Wiederfindungsraten ohne Tetrahydrofuranzusatz
mit Methanol von der C3-SPE-Kartusche eluiert werden. In Abbildung 5-6 sind die
mittels LC-MS/MS bestimmten Wiederfindungsraten des Gesamtanalyseverfahrens

im unteren Konzentrationsbereich zusammengefasst.
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Abbildung 5-6: Wiederfindungsraten des Biomonitorings fur acht Antibiotika aus
dotierten Urinproben.

c =20 pg/L, n=3.

Bis auf die Messungen mit dem Single-Quadrupol-Massenspektrometer
(Analysesystem 1) koénnen alle Substanzen mit guten Wiederfindungsraten und
relativen Standardabweichungen unter 20 % bestimmt werden. Aufgrund von
geratetechnischen  Problemen mit dem  Single-LC-MS  konnten  keine
Mehrfachmessungen durchgefuhrt werden. Hauptursache dieser Probleme war die
Auslegung als Kombinationsgerat zur Messung mittels GC-MS und LC-MS. In den

nachfolgenden Arbeiten wurde wegen der geringeren Empfindlichkeit und Spezifitat



5 Ergebnisse und Diskussion 69

auf die Single-LC-MS-Messungen verzichtet. In Tabelle 5-4 und Tabelle 5-5 sind die
Validierungsdaten der entwickelten Analysemethode dargestellt.

Tabelle 5-4: Wiederfindungsraten, Prazision und Richtigkeit bei der Bestimmung von
dotierten Urinproben an einem Tag (intra-day).

Dotierte Bestimmte N e
Konzentration Konzentration Prazision Richtigkeit
MW + SD RSD WFR R.E.
[Hg/L] [Hg/L] ] %] (%]
Cefotiam (1) 20 1914 20 95 22
100 93+3 3.7 93 -4.2
200 179t 4 2.5 89 2.7
5000 3703 26 74 -
Trimethoprim (2) 20 18 £ 1 5.1 92 6.0
100 92+5 5.8 92 -5.8
200 180 + 1 0.2 90 0.3
5000 4920 2.0 98 -
Ofloxacin (3) 20 16 £ 1 6.4 81 -7.4
100 97 +3 3.4 97 -3.2
200 192+ 2 1.1 96 1.2
5000 4535 2.5 91 -
Ciprofloxacin (4) 20 14 + 1 3.2 69 3.6
100 62 +2 29 62 3.3
200 167 £ 4 2.6 83 2.7
5000 2238 0.8 45 -
Cefazolin (5) 20 14 £ 1 1.9 68 -2.2
100 85+4 4.8 85 -5.5
200 232+12 5.2 116 -5.2
5000 2213 1.1 44 -
Cefuroxim (6) 20 18+2 8.2 92 8.7
100 854 5.2 85 -5.5
200 178 £ 9 4.8 89 5.3
5000 2790 0.5 56 -
Sulfamethoxazol (7) 20 15+ 1 7.2 76 -7.9
100 935 5.4 93 51
200 160 £ 7 4.2 80 4.3
5000 3583 1.5 72 -
Chloramphenicol (8) 20 14 + 1 5.7 71 -5.6
100 79 £ 11 14 79 -154
200 124 £ 2 1.6 62 -1.8
5000 2440 0.9 49 -

Das hochste Level (5000 pg/L) wurde mittels SQMS (n=2), die anderen mittels TQMS (n=3) gemessen.
R.E.: relativer Fehler (grofte prozentuale Abweichung vom Mitelwert).
SD und R.E. nicht bestimmbar, da n = 2.
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Tabelle 5-5: Wiederfindungsraten, Prazision und Richtigkeit bei der Bestimmung von
dotierten Urinproben mittels LC-MS/MS (n=9) an drei unterschiedlichen Tagen (inter-
day).

Dotierte Bestimmte

Konzentration Konzentration Prazision Richtigkeit

MW + SD RSD WFR R.E.

[ug/L] [ug/L] [%] [%] [%]

Cefotiam (1) 20 183 16 91 22
100 878 8.7 87 20

200 189 + 17 9.2 95 -16

Trimethoprim (2) 20 192 9.3 94 -16
100 93+14 15 93 30

200 201 £ 33 16 101 -31

Ofloxacin (3) 20 16 £ 2 9.5 82 -18
100 85+4 5.1 85 9.4

200 190 £ 14 7.2 95 12

Ciprofloxacin (4) 20 12+ 2 16 62 24
100 56 + 8 14 56 25

200 168 + 28 16 84 -23

Cefazolin (5) 20 12+1 11 61 -16
100 94 £ 10 11 94 -22

200 188 £ 39 21 94 35

Cefuroxim (6) 20 203 13 102 20
100 82 + 11 14 82 31

200 188 + 32 17 94 36

Sulfamethoxazol (7) 20 152 15 77 -19
100 94 +7 7.6 94 12

200 182 £ 22 12 91 -25

Chloramphenicol (8) 20 13+ 1 10 66 15
100 738 11 73 -26

200 122+ 14 11 61 -19
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5.3.3.3 LC-MS- und LC-MS/MS - Methodenentwicklung

Bei der LC-MS-Methodenentwicklung mit einer Elektrosprayquelle zeigte sich, dass
Cefuroxim und Chloramphenicol im negativen lonisationsmodus (ESI) und die
anderen Substanzen mit ESI" gemessen werden kdnnen. Da mit dem verwendeten
AutoMass Single-Quadrupol-Massenspektrometer der Fa. ThermoQuest (jetzt
Thermo Fischer Scientific) kein Polaritatswechsel innerhalb einer Messung
durchgefuhrt werden kann, mussten zwei unterschiedliche Analysemethoden
entwickelt werden. In Tabelle 5-6 sind die wichtigsten HPLC-UV und MS-
Messparameter fur die Bestimmung der acht Antibiotika zusammengefasst.
Abbildung 5-7 und Abbildung 5-8 zeigen die HPLC-DAD-ESI*- und HPLC-DAD-ESI -

MS-Messungen einer dotierten Urinprobe.

Tabelle 5-6: Messparameter zur Bestimmung von acht Antibiotika mittels
HPLC-UV-MS.

A m/z CcVv Cone
[nm] [amu] V] [V]
Cefotiam (1) 258 526 + 2670 +34
Trimethoprim (2) 220 291 + 2670 + 34
Ofloxacin (3) 296 362 + 2670 +34
Ciprofloxacin (4) 282 332 + 2670 + 34
Cefazolin (5) 272 455 + 2670 +34
Cefuroxim (6) 278 423 - 2670 -7
Sulfamethoxazol (7) 270 254 + 2670 + 34

Chloramphenicol (8) 278 322 - 2920 -21
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Abbildung 5-7: HPLC-DAD- (A = 200 bis 450 nm) und HPLC-ESI*-MS-Chromato-
gramme (SIM) einer gespikten Urinprobe (5 mg/L).

125x3 mm Nucleodur 100-5 C18 EC HPLC-Saule. Mobile Phase A: 0,1 % Ameisensaure in VE-
Wasser, mobile Phase B: Acetonitril. Gradient: 0-1 min 95 % A, 14 min 50 % A, 16 min 50 % A, 17

min 95 % A, 20 min 95 % A. 1 Cefotiam, 2 Trimethoprim, 3 Ofloxacin, 4 Ciprofloxacin, 5 Cefazolin, 7
Sulfamethoxazol.
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Abbildung 5-8: HPLC-DAD- (A = 200 bis 450 nm) und HPLC-ESI'-MS-Chromato-
gramme (SIM) einer gespikten Urinprobe (5 mg/L).

125x3 mm Nucleodur 100-5 C18 EC HPLC-Saule. Periode 1: 0-12 min SIM (m/z = 423) von
Cefuroxim (6), Periode 2: 12-20 min SIM (m/z = 322) von Chloramphenicol (8). Mobile Phase A: 0,1 %

Ameisensaure in VE-Wasser, mobile Phase B: Acetonitril. Gradient: 0-1 min 95 % A, 14 min 50 % A,
16 min 50 % A, 17 min 95 % A, 20 min 95 % A.

Aufgrund der besseren Reproduzierbarkeit, Selektivitat, Empfindlichkeit und
Robustheit wurden die mittels Single-Quadrupol-MS entwickelten Methoden durch
die in Abbildung 5-9 dargestellte Triple-Quadrupol-Massenspektrometer-Methode
ersetzt. Besonders vorteilhaft ist die Madoglichkeit, in einem Lauf mehrere

Polaritatswechsel vornehmen zu koénnen.
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Abbildung 5-9: LC-MS/MS Chromatogramm einer gespikten Urinprobe (100 ug/L).

125x2 mm Nucleodur 100-5 C18 EC HPLC-Saule. 8= 30°C, Flussrate: 300 pL/min.
1. Periode: 0 — 5 min, 2. Periode: 5 — 9.2 min, 3. Periode: 9.3 — 21 min. Gradient: 0-1 min 95 % A, 15
min 30 % A, 17 min 30 % A, 18 min 95 % A, 24 min 95 % A. Mobile Phase A: 0,1 % Ameisensaure in
VE-Wasser, Mobile Phase B: 0,1 % Ameisensaure in Acetonitril.

1 Cefotiam, 2 Trimethoprim, 3 Ofloxacin, 4 Ciprofloxacin, 5 Cefazolin, 6 Cefuroxim,
7 Sulfamethoxazol, 8 Chloramphenicol.
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5.3.3.4 Empfindlichkeit und Matrixeffekte

Der Vergleich der Nachweisgrenzen in Tabelle 5-7 zeigt, dass mittels Single-
Quadrupol-Massenspektrometrie zwar eine spezifischere Detektion moglich ist, die
Empfindlichkeit bei relativ sauberen Proben, wie z. B. Wischproben, nur bei wenigen
Substanzen signifikant besser ist als bei der Messung mit einen UV-Detektor. Mittels

LC-MS/MS sind, wie zu erwarten, die besten Ergebnisse zu erzielen.

Tabelle 5-7: Nachweisgrenzen von Wischproben- und Urinprobenextrakten bei
einem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von 3:1 mittels UV-, MS- und MS/MS-Detektion.

Wischprobenextrakte Uinprobenextrakte
[ug/L] [ug/L]
uv MS MS/MS MS MS/MS
Cefotiam (1) 60 100 1 160 2
Trimethoprim (2) 75 0.3 0,05 2 0,06
Ofloxacin (3) 30 25 0,2 100 0,3
Ciprofloxacin (4) 30 45 0,4 200 0,4
Cefazolin (5) 60 45 0,8 160 2
Cefuroxim (6) 50 25 0,3 75 0,4
Sulfamethoxazol (7) 75 1.2 0,1 9 0,2
Chloramphenicol (8) 30 100 2 250 3

Die schlechteren Nachweisgrenzen bei der Messung von Urinproben sind erste
Hinweise auf Matrixeffekte. Beim Vergleich der Kalibrationsgeraden in Tabelle 5-8
wird deutlich, dass zur Messung von Urinproben eine Matrixkalibration notwendig ist.
Trotz der Probenaufreinigung mittels Festphasenextraktion fliihren nicht abgetrennte
Probenbestandteile zu deutlichen  Signalsuppressionen, die durch eine
Matrixkalibration oder die Verwendung von Internen Standards ausgeglichen werden
konnen. Da letztere nicht zur Verfugung standen, wurde eine gewichtete
Matrixkalibration (1/x) mit sehr guten Korrelationskoeffizienten von gréRer als 0,99
verwendet. Anhand der in Tabelle 5-8 dargestellten Achsenabschnitte und
Steigungen der Regressionsgeraden werden die Matrixeffekte nochmals gut

verdeutlicht.
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Tabelle 5-8: Achsenabschnitt, Steigung und BestimmtheitsmaR (R?) der mit 1/x
gewichteten Matrix- und Standardkalibrationen bei Messung mittels LC-MS/MS.

Substanz Kalibration Achsenabschnitt Steigung R?
Cefotiam Matrix -1,01E2 2,82E2 0,9974
Standard -5,05E2 3,24E2 0,9988
Trimethoprim Matrix 3,74E4 1,94E3 0,9906
Standard 1,27E5 2,81E4 0,9975
Ofloxacin Matrix 2,21E4 8,45E2 0,9998
Standard -1,53E4 1,36E4 0,9981
Ciprofloxacin Matrix 1,53E4 1,07E3 0,9988
Standard -2,07E4 8,12E3 0,9968
Cefazolin Matrix 1,38E3 9,52E1 0,9973
Standard 6,65E2 2,38E3 0,9997
Cefuroxim Matrix 2,66E3 2,62E1 0,9985
Standard 2,86E3 1,09E3 0,9992
Sulfamethoxazol Matrix 2,54E3 1,12E1 0,9900
Standard -1,16E3 1,55E3 0,9991
Chloramphenicol Matrix -1,12E2 1,27E2 0,9964
Standard 1,42E4 2,53E3 0,9970

5.3.4 Zusammenfassende Bewertung und Fazit

Zur Bestimmung von Cefuroxim beim Umgebungsmonitoring wurde eine HPLC-UV-
MS-Methode entwickelt. Bei den erstmalig durchgefluhrten Untersuchungen von 35
Wischproben aus vier europaischen Krankenhausern zeigte sich, dass 89 % der
Proben belastet waren. Da Uber die Proben und die Arbeitsbedingungen keine
Informationen vorlagen, koénnen keine weiteren Rickschlisse auf die
Kontaminationsursachen getroffen werden. Insgesamt zeigen diese hohen
Belastungen mit Maximalkonzentrationen von bis zu 22.000 ng/mL, dass im Bereich
der Flachenkontaminationen mit Antibiotika noch ein hoher Forschungsbedarf
besteht. Aus diesem Grund wurde vorbereitend auf das in Kapitel 5.4 beschriebene
Antibiotika — Monitoring die analytische Methode erweitert. Es konnte eine
empfindliche Multimethode zur Bestimmung von acht strukturell unterschiedlichen
Antibiotika mittels HPLC-UV, -MS und -MS/MS entwickelt werden. Die HPLC-UV-
und —MS-Methoden sind zur Messung von Wischproben mit hohen Konzentrationen,

wie es in den Proben der vier Krankenhauser der Fall war oder wie es nach einer
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unbeabsichtigten Substanzfreisetzung der Fall ist, geeignet. Beim Umgebungs- und
Biomonitoring sollte aufgrund der zu erwartenden Konzentrationen im unteren
ng/mL-Bereich und Matrixeffekten die Tandemmassenspektrometrie eingesetzt
werden. Mit dem entwickelten clean-up-Verfahren ist neben der Extraktaufreinigung
bei Wiederfindungsraten Uber 70 % auch eine Anreicherung um den Faktor funf
moglich. Daruber hinaus ist eine Erweiterung der Analysemethode um weitere
Antibiotika moglich. Prazision und Genauigkeit des Analyseverfahrens zeigen, dass
eine robuste Methode =zur empfindlichen Bestimmung von Antibiotika beim
Umgebungs- und Biomonitoring entwickelt wurde, die fir die nachfolgend

beschriebenen Untersuchungen geeignet ist.
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5.4 Antibiotika - Monitoring auf zwei Stationen eines

Krankenhauses

5.4.1 Einleitung

Zur Erfassung der Arbeitsplatzbelastung und der inneren und auf3eren Exposition der
Mitarbeiter gegenuber Antibiotika wurde mit Hilfe der in dieser Arbeit entwickelten
Analyse- und Probenahmemethoden ein kombiniertes Umgebungs- und
Biomonitoring sowie eine Mitarbeiterbefragung in einem Nordrhein-Westfalischen
Klinikum durchgefuhrt. Zum Vergleich zwischen Normal- und Intensivstation wurden

Proben aus folgenden Bereichen analysiert:

¢ Umgebungsmonitoring:

- Bestimmung der Flachenbelastung
(Arbeitsflachen, FuRbdden, Arbeitsgerate, Lichtschalter, Turgriffe, Mobiliar,
Behalter etc.)

- Bestimmung der Belastung der Arbeitskleidung

e Biomonitoring (Substanzspezifisches biologisches Belastungsmonitoring):

- Bestimmung der mit dem Urin ausgeschiedenen Antibiotikamengen

Aufgrund der Vorgesprache und den zur Verfligung gestellten Verbrauchsmengen
der beiden Stationen des Klinikums wurden, wie bereits in Kapitel 5.2 aufgefuhrt, die
folgenden 15 Substanzen fur das Untersuchungsprogramm ausgewahlt:
Amoxicillin, Ampicillin, Cefazolin, Cefotaxim, Cefotiam, Cefuroxim,
Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Ofloxacin, Penicillin G, Penicillin V,

Piperacillin, Trimethoprim, Sulfamethoxazol und Vancomycin.

Auf der Intensivstation waren im Untersuchungszeitraum alle 15 und auf der

Normalstation 25 von 38 Betten belegt.

Die gesamte Intensivstation verfugte Uber eine raumlufttechnische Anlage. Zusatzlich
wurde das Fenster eines Aufenthaltsraums zeitweise geodffnet. Im Gegensatz zur

Normalstation waren auf der Intensivstation die Patientenzimmer nicht durch Tlren
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vom Zentralraum abgetrennt. Auf der Normalstation war insbesondere das Fenster

im Zubereitungsraum im Untersuchungszeitraum tagsuber Uberwiegend geotffnet.

Tabelle 5-9 gibt eine Ubersicht (iber die im Rahmen der Untersuchungen auf beiden

Stationen erhaltenen Fragebdgen und Proben.

Tabelle 5-9: Ubersicht zum durchgefiihrten Bio- und Umgebungsmonitoring.

Intensivstation

Normalstation

Anzahl Studienteilnehmer 18
Anzahl Fragebdgen 17"
Anzahl Wischproben 21
Anzahl Textilproben 18
Anzahl Urinproben 31 (von 16 Mitarbeitern)

6
6
25
52

9 (von 5 Mitarbeitern)

! ein Fragebogen fehlend,
2 gine Stoffprobe fehlend

5.4.2 Methodenadaptierung und Revalidierung

Die unter 5.3.3 beschriebene und validierte Analysemethode wurde zur Bestimmung

der fUr diese Studie ausgewahlten Antibiotika um sieben Substanzen erweitert und

revalidiert. Abbildung 5-9 zeigt die chromaographische Trennung der 15 Antibiotika

am Beispiel einer Validierungsprobe.
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Abbildung 5-10: LC-MS/MS Chromatogramm (TIC) einer gespikten Wischprobe

(c =100 pg/L) mit 15 Antibiotika.

125 x 2 mm Nucleodur 100-5 C18 EC HPLC-Saule. 8 = 30°C, Flussrate: 300 yL/min. 1. Periode: 0 — 5
min, 2. Periode: 5 — 10 min, 3. Periode: 10 — 12.5 min, 4. Periode: 12.5 — 21 min. Gradient: 0-1 min 95

% A, 15 min 50 % A, 20 min 50 % A, 21 min 95 % A, 25 min 95 % A. Mobile Phase A: 0.1 %
Ameisensaure in VE-Wasser, Mobile Phase B: 0.1 % Ameisenséaure in Acetonitril.

1: Cefotiam, 2: Amoxicillin, 3: Vancomycin, 4: Trimethoprim, 5: Ampicillin, 6: Ofloxacin, 7:
Ciprofloxacin, 8: Cefotaxim, 9: Cefazolin, 10: Cefuroxim, 11: Sulfamethoxazol, 12: Chloramphenicol,
13: Piperacillin, 14: Penicillin G, 15: Penicillin V

In Tabelle 5-10 sind die Validierungsdaten der uberarbeiteten Analysemethode
zusammengefasst. Als Bestimmungsgrenze wurde die niedrigste Konzentration der

mit 1/x gewichteten linearen Kalibration definiert.



5 Ergebnisse und Diskussion 81

Tabelle 5-10: Wiederfindungsraten (n = 3, ¢ = 100 ug/L), Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen von 15 Antibiotika beim Umgebungs- und Biomonitoring.

Umgebungsmonitoring Biomonitoring
WFR+SD NWG' BG* WFRzSD NWG' BG?
[%0] [ug/L] [ug/L] [%] [ug/L] [ug/L]
Amoxicillin 94 + 11 0,5 1 58 + 18 2 2,5
Ampicillin 113+ 6 0,8 2,5 82+8 5 5
Cefazolin 1025 0,8 2,5 637 2 10
Cefotaxim 97 +4 0,7 25 60 +3 3 5
Cefotiam 807 5 5 537 5 10
Cefuroxim 82+4 0,3 1 72+6 1 5
Chloramphenicol 113 +£2 0,6 2,5 806 2 2,5
Ciprofloxacin 76 £ 3 0,4 1 83+6 2 5
Ofloxacin 94 +5 0,3 1 877 2 5
Penicillin G 113+ 6 0,1 0,5 69+ 3 1 1
Penicillin V 11217 0,1 0,5 716 1 1
Piperacillin 1029 0,1 0,5 68 + 4 1 1
Trimethoprim 95+2 0,1 0,25 83+5 0,5 2,5
Sulfamethoxazol 74 +7 0,2 1 58 +3 1 5
Vancomycin 62115 5 10 43 +4 5 10

' Nachweisgrenze bei s/n = 3:1;
% Als Bestimmungsgrenze wird die Konzentration definiert, die als niedrigstes Kalibrationslevel fiir die
mit 1/x gewichtete lineare Matrixkalibration verwendet werden konnte.
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5.4.3 Ergebnisse und Diskussion

5.4.3.1 Allgemeine Anmerkungen

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu beachten, dass aufgrund der zur
Methodenentwicklung notwendigen Vorauswahl der zu untersuchenden Substanzen
ein Grossteil der im Untersuchungszeitraum in den beiden Stationen tatsachlich
eingesetzten Substanzen nicht analysiert werden konnte. Von den acht auf der
Intensivstation im Untersuchungszeitraum verwendeten Antibiotika (Ceftazidim,
Cefuroxim, Ciprofloxacin, Clindamycin, Imipenem, Mezlocillin, Piperacillin,
Sulbactam) konnten mit dem entwickelten Analysenverfahren nur Ciprofloxacin,
Cefuroxim und Piperacillin erfasst werden. Von den vier auf der Normalstation
verarbeiteten Substanzen (Ampicillin, Cefotaxim, Gentamycin, Sulbactam) waren
Ampicillin und Cefotaxim unter den analysierbaren Verbindungen. Nur 5 der 15 zu
diesem Zeitpunkt bestimmbaren Wirkstoffe wurden also im Untersuchungszeitraum
auch tatsachlich auf einer der beiden Stationen zubereitet bzw. verabreicht. Die
Analyseergebnisse der 15 Antibiotika =zeigen allerdings, dass bei allen
Teiluntersuchungen uUberwiegend auch Substanzen nachgewiesen wurden, die zwar
nicht am gleichen Tag verabreicht wurden, jedoch laut Auskunft der Mitarbeiter zu

den im jeweiligen Bereich routinemaRig eingesetzten Wirkstoffen gehoren.
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5.4.3.2 Wischprobenuntersuchungen

5.4.3.2.1 Flachenbelastung auf der Intensivstation

In Tabelle 5-11 sind fur die auf der Intensivstation genommenen Wischproben die

wichtigsten Probenahmedaten zusammengefasst.

Tabelle 5-11: Beschreibung der auf der Intensivstation genommenen Wischproben.

Proben- Beschreibung Flache
Nummer [cm?]
WPI.1 Zubereitungsraum: Arbeitsflache 1 (vormittags) 900
WPI.2 Zubereitungsraum: Arbeitsflache 2 (vormittags) 900
WPI.3 Zubereitungsraum: Abfallbehalter ca.1600
WPI.4 Pflegearbeitsraum (unrein): Waschbeckenrand 1 ca. 1400
WPI.5 Pflegearbeitsraum (rein): Arbeitsflache 3 (vormittags) 900
WPI.6 Pflegearbeitsraum (rein): Waschbeckenrand 2 ca. 1400
WPI.7 Pflegearbeitsraum (rein): Turklinke und Turrahmen ca. 450
WPI.8 Zentralraum: Arbeitsflache 4 400
WPI.9 Zentralraum: Arbeitsflache Rollwagen 1 900
WPI.10  Zentralraum: Arbeitsflache Rollwagen 2 900
WPI.11  Ablage neben dem Patientenbett 1 900
WPI.12  Abfallbehalterdeckel im Patientenzimmer 1 600
WPI.13  Telefonhorer im Zentralraum K.A.
WPI.14  Ablage neben Patientenbett 2 900
WPI.15 Infusomat Patientenzimmer 2 K.A.
WPI.16  Zubereitungsraum: Arbeitsflache 1 (nachmittags) 900
WPI.17  Pflegearbeitsraum (rein): Arbeitsflache 3 (14.00 Uhr) 900
WPI1.18 Pflegearbeitsraum (rein): Arbeitsflache 5 (14.00 Uhr) 900
WPI.19 Pflegearbeitsraum (rein): Arbeitsflache 3 (15.40 Uhr) 900
WPI1.20 Pflegearbeitsraum (rein): Arbeitsflache 5 (15.40 Uhr) 900

WPIL.21  Zubereitungsraum: Arbeitsflache 2 (nachmittags) 900

k.A.: keine Angabe

20 von 21 untersuchten Flachen waren mit mindestens einem der analysierten
Antibiotika belastet. Von den 15 untersuchten Substanzen konnten 10 auf

mindestens einer der beprobten Flachen nachgewiesen werden. Besonders haufig
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wurden Cefuroxim, Piperacillin, Sulfamethoxazol und Vancomycin nachgewiesen.
Besonders stark, d.h. mit mehreren Substanzen in vergleichsweise hoher
Konzentration belastet, waren die Arbeitsflachen im Zentralraum sowie in einem
Pflegearbeitsraum, die beide zur Vorbereitung und Ablage von Antibiotika-
Applikationen genutzt werden. Wie in Abbildung 5-11 zu sehen ist, sind die Flachen-

konzentrationen sehr unterschiedlich.
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Abbildung 5-11: Flachenbelastung auf der Intensivstation.

Da nicht fir alle Proben die Berechnung einer exakten Flachenbelastung maoglich ist (s. Tabelle 5-11),
werden die absoluten Analysenwerte [ng/Wischprobe] dargestellt.

Die hochsten Werte wurden mit 248 ng/cm? (223250 ng/Wischprobe) fir die
Substanz Piperacillin auf der Arbeitsflache 3 gefunden. Trotz zwischenzeitlicher
Reinigung konnte auf dieser Arbeitsflache auch am Nachmittag eine hohe
Kontamination nachgewiesen werden. Zwischen 14:00 und 15:40 Uhr ist die
Piperacillinkonzentration von 50 auf 169 ng/cm2 angestiegen. Bei Cefuroxim waren
ahnliche Tendenzen zu beobachten. Auf Arbeitsfliche 2 konnte ebenfalls

nachgewiesen werden, dass durch die Verarbeitung von Cefuroxim und Piperacillin
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eine Flachenkontamination mit beiden Substanzen erfolgt ist. Auf Arbeitsflache 5
sind zwar deutliche Kontaminationen von jeweils sechs Antibiotika sowohl bei der
ersten als auch bei der zweiten Probenahme nachweisbar, das Belastungsniveau ist
allerdings in etwa gleich geblieben, so dass hier keine Rulckschlisse auf die
Arbeitsweise gezogen werden kdnnen.

Im Vergleich dazu geringer kontaminiert waren die untersuchten Bereiche in den
Patientenzimmern sowie die direkt beruhrten Flachen in den Arbeitsraumen
(Tarrahmen, Tarklinken, Telefonhorer, Lichtschalter).

Auf der Mehrzahl der beprobten Flachen (13 von 21) waren ein bis drei Stoffe
nachweisbar. Im Bereich der Zubereitung der Applikationen waren es dagegen bis zu
neun Substanzen auf einer einzelnen Flache.

Cefuroxim (1,5 g) und insbesondere Piperacillin (3 x 4 g) wurden im Untersuchungs-
zeitraum in grof3eren Mengen zubereitet und verabreicht. Das in geringer Menge
verarbeitete Ciprofloxacin (250 mg) konnte nicht nachgewiesen werden. Dagegen
wurden weitere acht Antibiotika gefunden, die laut Angaben des Pflegepersonals im
Untersuchungszeitraum nicht eingesetzt wurden. Es handelt sich dabei um die
Wirkstoffe ~ Ampicillin, Cefazolin, Cefotaxim, Penicilin G, Penicillin V,
Sulfamethoxazol, Trimethoprim und Vancomycin. Besonders haufig und mit
Maximalkonzentrationen von bis zu 2 ng/cm? wurden Ampicillin, Sulfamethoxazol,
Trimethoprim und Vancomycin gefunden. Betroffen waren auch hier vor allem die fur
die Zubereitung von Applikationen genutzten Arbeitsflachen.

Die Belastungen mit diesen Substanzen kénnen bereits vor dem erfassten Zeitraum
entstanden sein. Eine andere mogliche Kontaminationsquelle sind Ausscheidungen
der zuvor mit diesen Substanzen behandelten Patienten sowie kontaminierte
Materialien wie z. B. Textilien. Wie die im nachfolgenden Abschnitt diskutierten
Ergebnisse zeigen, konnen Kontaminationen mit verschiedenen Antibiotika auch

durch AulRenanhaftungen an angelieferten Medikamentenverpackungen entstehen.
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5.4.3.2.2 Flachenbelastung auf der Normalstation

In Tabelle 5-12 sind fur die auf der Normalstation genommenen Wischproben die

wichtigsten Probenahmedaten zusammengefasst.

Tabelle 5-12: Beschreibung der auf der Normalstation genommenen Wischproben.

Proben- Beschreibung Flache
nummer [cm?]
WPIIA Zubereitung: Arbeitsflache 1 (vormittags) 900
WPII.2 Zubereitung: Arbeitsflache 2 (vormittags) 900
WPIIL.3 FuRBboden (Zubereitung) 900
WPII.4 Tarklinke (Zubereitung) ca. 60
WPIIL.5 Lichtschalter (Zubereitung) ca. 30
WPII.6 Urinbecken (Pflegearbeitsraum) ca. 770
WPIL.7 Waschbeckenablage (Pflegearbeitsraum) 900
WPII.8 FuRboden (Entsorgungsraum) 900
WPIILL9 Waschbeckenrand Stationsbad ca. 1400
WPIIL10  Wasche- und Abfalleimer ca. 3000
WPII.11 Arbeitsflache Rollwagen 900
WPII.12  Schreibtischunterlage Schwesternzimmer 900
WPII.13  Waschbeckenrand Zubereitung ca. 800
WPII.14  Wasserhahn Zubereitung ca. 150
WPIIL15  Zubereitung: Arbeitsflache 1 (nachmittags) 900
WPIIL16  Zubereitung: Arbeitsflache 2 (nachmittags) 900
WPIIL17  Nachtschrank 900

Wie in Abbildung 5-12 zu erkennen ist, waren alle 17 auf der Normalstation
genommenen Wischproben mit mindestens einem Antibiotikum belastet. Auf den von
Arbeits-, Ablage- und Bodenflachen stammenden Wischproben wurden insgesamt 9
der 15 nachweisbaren Substanzen gefunden. Die Wirkstoffe Vancomycin,
Sulfamethoxazol, Ampicillin, Cefotaxim, Piperacillin, Trimethoprim und Cefuroxim
waren auf mehr als der Halfte dieser Flachen nachweisbar. Dagegen wurden
Cefotiam, Cefazolin, Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Ofloxacin und Penicillin G nicht

nachgewiesen.
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Abbildung 5-12: Flachenbelastung auf der Normalstation.

Die héchsten Flachenkonzentrationen wurden mit Werten von bis 29 ng/cm?
(26250 ng/Wischprobe) flr Cefuroxim, Cefotaxim, und Ampicillin ermittelt. Diese
Proben stammten von der flr die Zubereitung der Applikationen genutzten
Arbeitsflache, einem Transportwagen sowie vom Nachttisch eines Patientenzimmers.
Die betroffenen Flachen waren zudem jeweils mit drei bis sieben verschiedenen
Antibiotika kontaminiert.

Mehrfachbelastungen in allerdings geringeren Konzentrationen fanden sich ebenfalls
auf den untersuchten FuRboden, Turklinken, Spulbecken und Abfallbehaltern sowie
auf einem Schreibtisch.

Im Untersuchungszeitraum wurden von den hier analysierten Substanzen nur
Ampicillin  und Cefotaxim zubereitet bzw. appliziert. Die weiteren acht
nachgewiesenen Verbindungen mussen daher zu einem friheren Zeitpunkt bzw.
durch Sekundarkontamination, z. B. Uber Patientenausscheidungen, oder aufgrund
von Aullenkontaminationen der Primarverpackungen, auf die untersuchten
Oberflachen gelangt sein. Beim Vergleich der beiden vormittags und nachmittags

beprobten Arbeitsflachen ist deutlich zu erkennen, dass an diesem Tag nur die



88 5 Ergebnisse und Diskussion

beiden genannten Antibiotika verwendet wurden. Die Ampicillinbelastung ist am
Nachmittag (26 bzw. 19 ng/cm?) auf beiden Flachen deutlich héher als am Vormittag
(1,3 bzw. 12 ng/cm?). Im Gegensatz zum Vormittag (8,6 bzw. 25 ng/cm?) zeigte sich
bei Cefotaxim am Nachmittag ein unterschiedliches Ergebnis. Wahrend auf
Arbeitsflache 1 eine leichte Zunahme auf 13 ng/cm? zu beobachten ist, war nach der
Reinigung und dem normalen Arbeiten im Bereich der Arbeitsflache 2 dort kein
Cefotaxim (< 0,02 ng/cmz) mehr nachweisbar. Am Beispiel des Ampicillins ist die
arbeitsbedingt entstehende Oberflachenkontamination sehr gut zu beweisen. Die
Cefotaximuntersuchungen machen deutlich, dass im Bereich der Arbeitsflache 2 am
beprobten Tag nicht mehr mit diesem Wirkstoff oder mit Cefotaxim belasteten
Materialien gearbeitet wurde.

Insgesamt wurden auf der Normalstation geringere Flachenkonzentrationen der
untersuchten Antibiotika nachgewiesen als auf der Intensivstation. Allerdings waren
auf der Normalstation anteilig mehr Flachen mit einer vergleichsweise hohen Anzahl
verschiedener Antibiotika belastet. Bei beiden Stationen wiesen die fur die
Zubereitung der Applikationen genutzten Flachen sowohl die héchsten absoluten

Belastungen als auch die grote Anzahl verschiedener Wirkstoffe auf.

5.4.3.3 Belastung der Arbeitskleidung

5.4.3.3.1 Intensivstation

Alle 18 von der Intensivstation stammenden Stoffproben waren mit mindestens einer,
in der Regel aber mehreren der untersuchten Substanzen belastet. Auf 14 dieser
Stoffproben wurden jeweils drei bis funf verschiedene Wirkstoffe nachgewiesen.
Piperacillin fand sich mit einer Ausnahme auf allen, Cefotaxim, Sulfamethoxazol und
Cefuroxim auf der Mehrzahl der getragenen Stoffstliicke. Die Substanzen Amoxicillin,
Cefazolin, Cefotiam, Chloramphenicol, Ofloxacin, Penicilin G und Vancomycin

wurden dagegen nicht detektiert.

Die in Abbildung 5-13 dargestellten Analyseergebnisse erreichten Spitzenwerte von
288.000 ng/Stoffprobe entsprechend 970 ng/cm?. Von den nachweisbaren Antibiotika

wurden nur drei Substanzen von insgesamt vier Mitarbeitern eingesetzt (Zubereitung
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und/oder Applikation). Es lasst sich in diesen Fallen durchweg eine klare Korrelation
zu den auf den Stoffproben gefundenen Konzentrationen nachweisen, d. h. der
Umgang mit diesen Substanzen fuhrte zu Spitzenbelastungen, die jeweils um
mehrere Zehnerpotenzen Uber den Werten liegen, die bei Mitarbeitern ohne
intensiveren Kontakt zu Reinsubstanzen bzw. Applikationen gefunden wurden
(19.000-288.0000 ng pro Stoffprobe gegenuber 10 — 820 ng pro Stoffprobe).
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Abbildung 5-13: Belastung der Stoffproben auf der Intensivstation.

Sieben Mitarbeiter hatten im Untersuchungszeitraum ausschlie3lich andere als die
hier untersuchten Antibiotika zubereitet bzw. appliziert. Funf weitere waren laut
Angaben nicht mit der Zubereitung und Verabreichung von Applikationen, sondern
lediglich mit der Patientenpflege, Buro- und Reinigungsarbeiten oder administrativen
Tatigkeiten befasst. Die von diesen Personen getragenen Stoffstiicke weisen
dennoch durchweg Belastungen mit bis zu sechs Wirkstoffen auf, so dass generell

von einer arbeitsbedingten Exposition gegenuber Antibiotika auszugehen ist.
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5.4.3.3.2 Normalstation

Wie in Abbildung 5-14 zu erkennen ist, waren auch die funf untersuchten Stoffproben
der Normalstation mit jeweils funf bzw. sechs verschiedenen Antibiotika belastet. Die
Substanzen Ampicillin, Cefotaxim, Sulfamethoxazol und Trimethoprim wurden auf
allen, Piperacillin auf vier und Vancomycin auf zwei Proben gefunden. Alle Gbrigen
analysierten Verbindungen waren nicht nachweisbar. Die Hochstwerte liegen mit
400.000 ng Ampicillin und 210.000 ng Cefotaxim pro Stoffstiick - entsprechend 1.800

und 900 ng/cm? - im Bereich der auch auf der Intensivstation gefundenen
Belastungen.
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Abbildung 5-14: Belastung der Stoffproben auf der Normalstation.

Von den untersuchten und nachgewiesenen Antibiotika wurden auf der Station
Ampicillin und Cefotaxim im Untersuchungszeitraum zubereitet und verabreicht. Die
anderen nachgewiesenen Substanzen wurden zwar im Untersuchungszeitraum nicht
eingesetzt, sind aber ansonsten auf der Station Standard-Arzneimittel mit einem
relativ hohen Einsatzgrad. Bei den Mitarbeitern, die mit dieser Substanz gearbeitet

hatten, fanden sich durchweg hdhere Belastungen des getragenen Stoffstlickes
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(3.660 — 210.000 ng/Stoffprobe). Die Belastungen dieser Stoffsticke mit nicht
verarbeiteten Substanzen waren mit 10 bis 630 ng pro Stoffprobe im Vergleich dazu
durchweg deutlich niedriger. Dies zeigt auch hier wieder einen eindeutigen

Zusammenhang zwischen dem direkten Umgang mit den Wirkstoffen und der
gefundenen Belastung.

5.4.3.4 Biomonitoring

5.4.3.4.1 Intensivstation

Auf der Intensivstation wurden von 16 der 18 teiinehmenden Mitarbeiter jeweils 1-4
und insgesamt 31 im Untersuchungszeitraum gesammelte Urinproben abgegeben.
Die in Abbildung 5-15 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass in sieben der
untersuchten Proben jeweils ein Antibiotikum nachgewiesen werden konnte. Es
handelt sich dabei um die Substanzen Amoxicillin (3x), Trimethoprim (2x),

Piperacillin und Vancomycin.
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Abbildung 5-15: Belastung der Urinproben auf der Intensivstation.
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Alle positiven Urinproben stammen von unterschiedlichen Mitarbeitern. Finf der
sieben Personen hatten weitere Urinproben gesammelt, in denen jedoch keine
weiteren Belastungen nachweisbar waren. Die gefundenen Konzentrationen lagen
mit 1,8 bis 22 ng/mL im unteren nachweisbaren Bereich. Die in der Summe
ausgeschiedenen Mengen lagen bei 1,5 pg, 5,9 pg und 2,4 pg. Von den vier im Urin
nachgewiesenen Antibiotika wurde nur das Piperacillin im Untersuchungszeitraum
zubereitet und verabreicht. Aufgrund der Oberflachenbefunde ist ein Kontakt zu allen
Substanzen allerdings gegeben gewesen, so dass von einer arbeitsbedingten

Substanzaufnahme ausgegangen werden kann.

5.4.3.4.2 Normalstation

Auf der Normalstation beteiligten sich funf Mitarbeiter am Biomonitoring. Sie gaben
jeweils ein bis drei Urinproben ab. In drei, von verschiedenen Personen stammenden
Proben, wurde jeweils eine der untersuchten Substanzen gefunden. Nachgewiesen
wurden die Antibiotika Amoxicillin, Ampicillin und Chloramphenicol in
Konzentrationen zwischen 10 und 15 ng/mL (s. Abbildung 5-16).

Die absoluten Werte flr die ausgeschiedenen Mengen lagen zwischen 0,3 und
7,8 ug. Von zwei Mitarbeitern standen weitere Urinproben zur Verfliigung, die jedoch
negativ waren. Von den gefundenen Substanzen wurde nur das Ampicillin von funf
der teilnehmenden Mitarbeiter zubereitet bzw. appliziert.

Zwischen den Ergebnissen des durchgeflihrten biologischen Belastungsmonitorings
und der erfragten Expositionssituation der jeweiligen Mitarbeiter lasst sich keine
eindeutige Korrelation feststellen wie bei der Kontamination der Kleidung. Von den
hier detektierten Substanzen wurden nur Ampicillin und Piperacillin auch im
Untersuchungszeitraum zubereitet und appliziert. Die Mehrzahl der im Urin
nachgewiesenen Substanzen wurde jedoch auch auf den Flachen und/oder

Stoffproben gefunden.
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Abbildung 5-16: Belastung der Urinproben auf der Normalstation.

Uberraschend ist der Nachweis von Chloramphenicol, das im Umgebungsmonitoring
nicht detektiert und auch in den Tagen vor der Untersuchung nicht eingesetzt wurde.
Eine arbeitsbedingte Aufnahme erscheint daher unwahrscheinlich. Hier ist auch eine
Aufnahme Uber die Nahrung durch belastetes Kalbfleisch oder Schrimps aus
Sldostasien prinzipiell denkbar. Diese Annahme wird unterstitzt durch die zu
diesem Zeitpunkt in der Presse veroffentlichten Lebensmittelskandale. Da die Proben
anonymisiert wurden, konnte im Nachhinein keine entsprechende Korrelation
zwischen Nahrungsaufnahme und Urinbelastung stattfinden. Auch in der Literatur

sind hierzu bislang ebenfalls keine Daten zu finden.

Angesichts der fur die meisten Antibiotika kurzen pharmakokinetischen
Halbwertzeiten und der Tatsache, dass in den zuvor bzw. danach abgegebenen
Urinproben derselben Person keine Belastungen nachweisbar waren, ist ein
Zusammenhang zwischen Arbeitsplatzexposition und positiven Befund jedoch

wahrscheinlich.
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Insgesamt ist ein Zuriickrechnen auf die aufgenommenen Mengen aufgrund der
fehlenden Kenntnis des Aufnahmepfades (oral, dermal, inhalativ oder uber
Schleimhaute) und damit der Resorptionsrate kaum maoglich. Des Weiteren wurden
die Daten zur Bioverfligbarkeit und renalen Ausscheidung der Arzneimittelwirkstoffe
nur fir den pharmazeutisch relevanten Konzentrationsbereich und nicht flr den hier
vorliegenden subtherapeutischen Bereich ermittelt. Bei den meisten Untersuchungen
(z. B. beim Biomonitoring von Zytostatika) wird allerdings von einer ahnlichen

Pharmakokinetik ausgegangen.

5.4.4 Zusammenfassende Bewertung und Fazit

Die erstmalig durchgefihrten Untersuchungen zeigen, dass unter den gegenwartigen
Arbeitsbedingungen ein hoher Prozentsatz der Arbeitsflachen ebenso wie die
Arbeitskleidung der Beschaftigten mit Antibiotika belastet ist. Eine Korrelation
zwischen den gefundenen Belastungen und den Angaben zu Art und Menge der
verarbeiteten Substanzen und der Tatigkeit der einzelnen Person ist erkennbar. Die
im Untersuchungszeitraum zubereiteten bzw. applizierten Substanzen wurden haufig
und in vergleichsweise hohen Konzentrationen gefunden. Zusatzlich zu den am
gleichen Tag verarbeiteten Substanzen konnten insbesondere auf Flachen und
Textilien eine Vielzahl weiterer Antibiotika nachgewiesen werden. Die Diskussion der
Ergebnisse mit dem Stationspersonal ergab, dass fast alle weiteren gefundenen
Stoffe im jeweiligen Bereich regelmallig eingesetzt werden. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage nach weiteren indirekten Kontaminationspfaden
und -—mechanismen aber auch nach der Effektivitat der derzeitigen
Flachenreinigungsverfahren.  Insbesondere  die vielfachen Befunde von
»Altkontaminationen® macht die Notwendigkeit zur Verbesserung der

Reinigungsverfahren deutlich.

Eine innere Exposition der Beschaftigten ist nachweisbar. Die Konzentrationen liegen
jedoch im unteren ng/mL-Bereich und damit um mindestens eine GroRenordnung
unter den auf Flachen und Stoffproben gefundenen Werten. Auch die Anzahl

verschiedener Antibiotika, die beim Biomonitoring nachgewiesen wurde, ist deutlich
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niedriger. Eine Belastung mit mehreren Substanzen, wie bei der Mehrzahl der

Flachen und Textilproben, wurde in keinem Fall beobachtet.

Der Vergleich der Ergebnisse fur die beiden untersuchten Stationen zeigt nur wenig
signifikante Unterschiede. Insbesondere das Verhaltnis belasteter zu unbelasteten

Proben ist bei allen Teiluntersuchungen fir beide Stationen fast identisch.

In Tabelle 5-13 sind die personenbezogenen Untersuchungsergebnisse, d. h. die im
Untersuchungszeitraum zubereiteten bzw. applizierten Substanzen und die
Belastungen der Stoff- und Urinproben der jeweiligen Person einander
gegenubergestellt. Dieser Vergleich zeigt, dass insbesondere bei den Belastungen
der Arbeitskleidung, indirekt bestimmt auf den getragenen Stoffstliicken, ein
deutlicher Zusammenhang mit den verrichteten Tatigkeiten besteht. Bei der inneren
Belastung, erfasst Uber die renale Ausscheidung, sind dagegen nur selten

Zusammenhange erkennbar.

Tabelle 5-13: Gegenuberstellung der Expositions- und Belastungssituation der 24
Studienteilnehmer

Nr. Exposition®  Arbeitskleidung Urin

1 keine Cefotaxim, Cefuroxim, Piperacillin, n.n.
Sulfamethoxazol, Trimethoprim

2 Cefuroxim, Cefuroxim, Ciprofloxacin, Piperacillin, n.n.

Ciprofloxacin Sulfamethoxazol, Trimethoprim

3 Sonstige? Cefuroxim, Piperacillin, Sulfamethoxazol n.b.

4 Piperacillin Ampicillin, Piperacillin Amoxicillin

5 Sonstige? Cefuroxim, Cefotaxim, Piperacillin, n.n.
Sulfamethoxazol

6 Keine Cefuroxim, Cefotaxim, Piperacillin, n.n.
Vancomycin

7 Keine Cefuroxim, Cefotaxim, Penicillin V, Amoxicillin

Piperacillin, Sulfamethoxazol

8 Keine Cefuroxim, Cefotaxim, Penicillin V, Piperacillin
Piperacillin, Sulfamethoxazol, Vancomycin

9 Sonstige2 Cefuroxim, Cefotaxim, Piperacillin, n.n.
Sulfamethoxazol, Trimethoprim

10 Sonstige2 Cefuroxim, Cefotaxim, Piperacillin, n.b.
Sulfamethoxazol, Trimethoprim

11 Sonstige? Cefotaxim, Penicillin V, Piperacillin, Trimethoprim
Sulfamethoxazol, Trimethoprim
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Nr. Exposition®  Arbeitskleidung urin
12  k.A. Cefuroxim, Cefotaxim, Piperacillin, Amoxicillin
Sulfamethoxazol, Trimethoprim
13  Piperacillin Ampicillin, Cefotaxim, Piperacillin, n.n.
Sulfamethoxazol, Trimethoprim
14 Sonstige2 Cefotaxim, Piperacillin, Trimethoprim n.n.
15  Sonstige? Cefuroxim, Cefotaxim, Piperacillin, Trimethoprim
Sulfamethoxazol
16 Keine Cefotaxim n.b.
17  Piperacillin Ampicillin, Piperacillin n.n.
18 Keine Cefotaxim, Piperacillin Vancomycin
19  Ampicillin, Ampicillin, Cefotaxim, Piperacillin, Amoxicillin
Cefotaxim Sulfamethoxazol, Trimethoprim
20 Ampicillin, n.b. n.b.
Cefotaxim
21 Keine Ampicillin, Cefotaxim, Sulfamethoxazol, n.n.
Trimethoprim, Vancomycin
22 Ampicillin, Ampicillin, Cefotaxim, Piperacillin, Chloram-
Cefotaxim Sulfamethoxazol, Trimethoprim, Vancomycin phenicol
23  Ampicillin Ampicillin, Cefotaxim, Piperacillin, n.n.
Sulfamethoxazol, Trimethoprim, Vancomycin
24 Ampicillin, Ampicillin, Cefotaxim, Piperacillin, Ampicillin
Cefotaxim Sulfamethoxazol, Trimethoprim, Vancomycin
! zubereitete und/oder applizierte Substanzen.
2 Sonstige, mit den zum Studienzeitpunkt zur Verfugung stehenden Verfahren nicht
nachweisbare, Antibiotika.
k.A.: keine Angaben
n.n.: nicht nachweisbar (< Nachweisgrenze)
n.b.: nicht bestimmt (keine Textil bzw. Urinproben abgegeben)

Insgesamt liegen die gefundenen Werte in der GroRenordnung von Untersuchungen

beim Zytostatikamonitoring (s. Kapitel 2.3 und 5.5.7). Allerdings ist insbesondere bei

den Flachen und Textilien, aber auch bei den Urinproben, der Anteil positiver

Befunde deutlich hdher. Hier spiegeln sich insbesondere die sehr viel hdheren

Verbrauchsmengen und der

geringe Einsatz personlicher

Schutzausrustung wieder.

und

technischer

Abbildung 5-17 zeigt zusammenfassend die anteilig belasteten Proben der

verschiedenen Untersuchungen.
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Abbildung 5-17: Zusammenfassung der Belastungssituation beim Umgebungs- und
Biomonitoring in einem Nordrhein-Westfalischen Krankenhaus.

Neben den oben erwahnten Einschrankungen durch die analytischen Moglichkeiten
und die Art der im Untersuchungszeitraum eingesetzten Antibiotika ist bei derartigen,
im Routinebetrieb durchgefuhrten Studien zu beachten, dass die Ergebnisse immer
nur eine Momentaufnahme darstellen. So lagen Anzahl und Menge der verarbeiteten
Antibiotika auf der Normalstation nach Angaben der Verantwortlichen deutlich unter
den dort ublichen Durchschnittswerten. Die vorliegenden Ergebnisse sind als
Einzelbefunde zu sehen, die zunachst keine Verallgemeinerung erlauben. Eine
toxikologische Bewertung dieser Ergebnisse im Sinne einer Abschatzung eventueller
gesundheitlicher Risiken ist derzeit nicht mdglich. Insbesondere vor dem Hintergrund
zunehmender Antibiotikaresistenzen sollten Untersuchungen zur Aufklarung von
Zusammenhangen zwischen der Entstehung von Resistenzen und eingesetzten
Reinigungs- und Hygienemalnahmen sowie Antibiotika-Oberflachenbelastungen
durchgefuhrt werden. Unter dem Arbeitsschutzgesichtspunkt ist eine arbeitsbedingte
Belastung der Mitarbeiter zu vermeiden. Neben der Resistenzproblematik stellen
Allergien ein erhebliches Gefahrdungspotential fur die Beschaftigten im

Gesundheitswesen dar.
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5.5 Umgebungsmonitoring zum Nachweis von Zytostatika auf

unterschiedlichen Oberflachen

5.5.1 Einleitung

Die zusammenfassende Darstellung der bisher durchgefuhrten Analyseverfahren zur
Bestimmung von Zytostatika beim Umgebungsmonitoring in den Kapiteln 2.2.3 und
2.3.2 zeigt, dass insbesondere die Entwicklung von Multimethoden als auch die
Validierung der einzelnen Verfahrensschritte notwendig ist. Entsprechend der in
Kapitel 5.2 getroffenen Substanzauswahl wird im Folgenden eine Multimethode fur
die Zytostatika 5-Fluorouracil, Chlorambucil, Cyclophosphamid, Cytarabin, Etoposid,

Ifosfamid und Methotrexat entwickelt.

5.5.2 Materialauswahl zur Probenahme

Ja nach Fragestellung werden in der Literatur zur Wischprobenahe unterschiedliche
Materialien verwendet. Neben Watte kénnen dies gefaltete Filterpapiere oder
handelsubliche Reinigungstucher sein. Beim Zytostatikamonitoring werden i. d. R.
Filterpapiere oder Reinigungstlicher verwendet [12, 36, 38, 39, 457]. Nachteilig bei
Filterpapieren ist deren geringe Benetzbarkeit, so dass mit diesen meistens nur
kleine Flachen von 100 bis maximal 400 cm? beprobt werden kdénnen. Da
Wischtucher ein hoheres Flussigkeitsvolumen aufnehmen konnen, sind mit diesen
auch Probenahmen bis zu FlachengréRen von 2500 cm? méglich. Zur Evaluierung
geeigneter Probenahmematerialien wurden unterschiedliche Materialien auf ihre
Eignung hin untersucht. In Abbildung 5-18 sind die Wiederfindungsraten mit
Standardabweichungen einer Dreifachbestimmung von Zytostatika auf dotierten
Metalloberflachen (200 cm?) dargestellt. Zur Probenahme wurde eine verdiinnte HCI-

Losung (pH 3) verwendet. Die Extraktion erfolgte jeweils mit VE-Wasser.
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Abbildung 5-18: Wiederfindungsraten von Zytostatika auf dotierten Metallober-
flachen bei der Probenahme mit unterschiedlichen Wischmaterialien.

Die beiden Kimberley-Clark - Wischtlicher (Kimtech Science Prazisionstlicher und
Kimtech Lite 100) verhalten sich sehr &hnlich. Beim Vergleich der
Wiederfindungsraten zeigt sich, dass bei den polaren Verbindungen 5-FU und
Cytarabin die Filterpapiere etwas besser abschneiden und bei den unpolareren
Verbindungen die Wischticher sowie das Filterpapier von Schleicher & Schuell.
Ausschlaggebend fur die Auswahl der Kimtech Lite 100 Wischticher sind die
wesentlich besseren Wiederfindungsraten bei Chlorambucil und MTX, das subjektiv
beste Handling bei der Probenahme und der Mdglichkeit aufgrund des gréReren
Tuchs auch gréBere Flachen von bis zu 2500 cm? zu beproben. Bei
Wiederfindungsraten  zwischen 52% und 83 % liegen die relativen
Standardabweichungen mit 12 % lediglich beim Chlorambucil Uber 10 %, bei allen
anderen Zytostatika liegt diese unter 7 %.
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5.5.3 Auswahl des Probenahmeldésungsmittels

Im Gegensatz zu Einzelkomponentenmethoden ist bei der Entwicklung einer Multi-
komponentenmethode darauf zu achten, dass ein guter Kompromiss zwischen
Wiederfindungsrate und Reproduzierbarkeit fur alle Substanzen erzielt wird. Da der
Versand von organischen Losungsmitteln problematisch ist, soll bei der Probenahme
auf Essigsaureethylester, Methanol oder andere organische Losungsmittel moglichst
verzichtet werden. Fur die Probenahme von Antibiotika hat sich VE-Wasser bewahrt
(s. Kapitel 5.3 und 5.4). Fur Cyclophosphamid ist die Probenahme mit alkalischen
Lésungen beschrieben [12]. Fir die in dieser Arbeit nicht betrachteten Platin-
Zytostatika ist eine saure Probenahme beschrieben [27]. Zur Evaluierung eines
geeigneten wassrigen Losungsmittels bei der Probenahme wurden pH abhangige
Untersuchungen mit verdunnter NaOH-Lésung (pH 9), VE-Wasser (pH ~ 6,5) und
verdunnter HCI-Losung (pH 3) durchgefuhrt. In der folgenden Abbildung 5-19 sind
die Wiederfindungsraten mit Standardabweichungen der Dreifachbestimmung der
Zytostatika von dotierten Metalloberflachen dargestellt. Die Extraktion erfolgte jeweils
mit VE-Wasser.

100
S 80- Jr 1 t
q, a0 T [
g E|
g 60 I VE-Wasser
2 + T
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S 40 . O0NaOH (pH 9)
@
3
S 20 +
0
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Abbildung 5-19: Einfluss der Probenahmeldsung.
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Die Reproduzierbarkeiten sind sowohl im Sauren als auch im Alkalischen besser als

bei der Verwendung von VE-Wasser. Fur viele Verbindungen ist die alkalische

Probenahmeldésung am besten geeignet. Da das unpolarere Etoposid unter diesen

Bedingungen nicht bestimmt werden kann, wird fur die weiteren Untersuchungen die

saure Probenahmelosung ausgewahilt.

5.5.4 Flachenvergleich

Die in den beiden vorangegangenen Kapiteln dargestellten Untersuchungen wurden

auf Metalloberflachen durchgeflihrt. Da dieser Werkstoff zumeist nur in den zur
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Abbildung 5-20: Einfluss der beprobten Flache auf die Wiederfindungsrate bei der

Zytostatika-Probenahme.
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Der Vergleich zeigt, dass bis auf die ,braune” Kunststoffoberflache die
Wiederfindungsraten bei den unterschiedlichen Flachen in einem ahnlichen Bereich
lagen. Allerdings sind bei den rauen Kunststoff- und Resopal-Oberflachen gréRere
Standardabweichungen zu beobachten. Da die Probenahme aus Kostengriinden in
den meisten Fallen von den Apothekern oder PTAs selbst durchgeflhrt wird, ist
neben dem Flacheneinfluss sicherlich auch noch der Einfluss des Probenehmers zu
beachten. Insgesamt zeigt dieses Beispiel, dass die grofdten Einflussfaktoren und
Unsicherheiten bei der Probenahme festzustellen sind. Aus diesem Grund ist eine
einfache und eindeutige Arbeitsanweisung (SOP) zur erfolgreichen Durchflihrung
einer Monitoring-Untersuchung sehr wichtig. Im Anhang (Kapitel 6.3.2) sind das im
Rahmen dieser Arbeit entwickelte Probenahmeset zusammen mit der

Arbeitsanweisung dargestellt.

Anhand der in Kapitel 5.5.7 dargestellten eigenen Messwerte und dem Vergleich mit
Messwerten anderer Arbeiten [12, 14, 15, 27, 29, 34, 277, 285, 306, 458-460] ist
feststellbar, dass ahnlich wie bei den in dieser Arbeit untersuchten Antibiotika auch
Zytostatikakontaminationen Uber mehrere Dekaden variieren. Dies macht deutlich,
dass mit dem entwickelten Probenahmeverfahren auch ein Vergleich der
Belastungssituation unterschiedlicher Oberflachen moglich ist. Selbst eine fur den
ungunstigsten Fall angenommene Messunsicherheit von 50 % hat nur bei wenigen
Werten einen Einfluss auf die Bewertung der Belastungssituation in
unterschiedlichen  Apotheken oder  Stationen. Zur  Validierung  von
Reinigungsverfahren, wie es in den Niederlanden seit 2002 vorgeschrieben ist [461],
muss der Flacheneinfluss bei der Ergebnisbewertung allerdings berlcksichtigt

werden.
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5.5.5 Validierung des Extraktionsverfahrens

Die vorangegangenen Untersuchungen haben den Einfluss des pH Wertes auf die
Substanzstabilitat sowie die Wiederfindungsraten gezeigt. Zur Optimierung des
Extraktionsverfahrens wurden die in Abbildung 5-21 dargestellten pH abhangige
Untersuchungen mit VE-Wasser, verdinnter HCI bei pH 3 und 1 mol/L HCI in 50 mL
PE-Tubes und 100 mL Urinbechern durchgefuhrt. Dabei wurden drei dotierte
Kimwipe Lite 100 Wischticher mit jeweils 30 mL Losungsmittel versetzt und 15

Minuten im Ultraschallbad extrahiert.

150 234 £ 68

125 + 14

100

Oa) VE-H20
Da) HCI (pH 3)
@a) 1 mol/L HCI
| |@b) VE-H20

B b) HCI (pH 3)
B1b) 1 mol/L HCI

Wiederfindungsrate [%)]
(o) ~
o (3]

25 +

CP

Abbildung 5-21: Optimierung des Extraktionsverfahrens in Urinbechern (a) und PE-
Tubes (b).
¢c=91ng/mL, n=3.

Die Auswertung in Abbildung 5-21 zeigt, dass wie zur Probenahme auch zur
Extraktion eine salzsaure Losung bei pH 3 am besten geeignet ist. Bei der Extraktion
in den Urinbechern sind sowohl die Wiederfindungsraten als auch die
Standardabweichungen besser. Der Grund hierfir liegt wahrscheinlich in der

besseren Verteilung des Losungsmittels. In den PE-Tubes sind die Wischtucher
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aufgrund des schmalen Innendurchmessers von 30 mm starker zusammengepresst
als in den Urinbechern mit einem ID von 45 mm. Die relativen
Standardabweichungen mit der pH 3 Losung liegen mit 16 bis 26 % deutlich
schlechter als bei der Verwendung der Urinbecher (RSD: 7-14 %, Chlorambucil:
24 %). Im Vergleich zu den in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten
Experimenten fallen die Wiederfindungsraten fur Chlorambucil auf. Nur bei
Verwendung der einmolaren HCI-Losung im Urinbecher werden die erwarteten
Ergebnisse erzielt. Bei VE-Wasser und pH 3 sind die Wiederfindungsraten viel zu
niedrig und bei 1 mol/L HCI im PE-Tube sind die Werte mit 234 + 68 % viel zu hoch.
Anhand dieses sehr hohen Wertes kann allerdings die Ursache fir die schlechten
Chlorambucil-Werte eingegrenzt werden. Bei Chlorambucil wird nicht wie bei den
anderen Substanzen das protonierte oder deprotonierte Quasimolekulion in Q4
selektiert, sondern bei beiden MRM-Ubergédngen das Hydrolyseprodukt nach
Abspaltung beider Chloratome als Vorlauferion ausgewahlt. Vermutlich wurde bei der
Herstellung der Standardlosung zur Dotierung als auch Kalibrierung ein zu frischer
Standard eingesetzt, bei dem die Hydrolyse noch nicht vollstandig abgeschlossen
war. Durch Zusatz der starken Saure erfolgte die Hydrolyse des Chlorambucils in der
Probe, nicht aber bei der zur Kalibration eingesetzten Standardlésung. Zur
Bewertung der Versuchsergebnisse wurde Chlorambucil aus diesem Grund nicht

herangezogen.

Mit dem ausgewahlten Extraktionsverfahren (pH 3 Lésung im 90 mL Urinbecher)
wurden Wiederholungsuntersuchungen bei drei unterschiedlichen Konzentrationen
durchgefuhrt. Bei dem in Abbildung 5-22 dargestellten Ergebnissen liegen die
Wiederfindungsraten von Chlorambucil als auch den anderen Zytostatika bei
relativen Standardabweichungen von 7,2 bis 15 % zwischen 77 und 99 %. Dies zeigt,
dass die entwickelte Extraktionsmethode zur Untersuchung von Wischproben sehr

gut geeignet ist.
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Abbildung 5-22: Konzentrationsunabhangige Wiederfindungsraten des Extraktions-
verfahrens im Bereich von 91 bis 455 ng/mL (n=12).
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5.5.6 LC-MS/MS - Methode

Die Bestimmung der sieben Zytostatika erfolgte nach Optimierung der
chromatographischen und massenspektrometrischen Bedingungen mit einem
Wasser-Acetonitril-Gradienten auf einer 125 x 2 mm Nucleodur 100-5 C18ec HPLC-
Saule und Elektrosprayionisation mit einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer.

Die detaillierten MS/MS-Messbedingungen sind in Tabelle 5-14 zusammengefasst.

Tabelle 5-14: Optimierte MS/MS-Messbedingungen zur Bestimmung von sieben
Zytostatika.

ot Q Qs DP FP CE CXP NWG
[amu] [amu] [V] [V] [eV] [V] [ng/mL]
5.FU Q 129 42 50 350 -28 -5 1
Vv 129 59  -50 -350 -28 -5
e Q 244 112 16 120 19 8 0.4
V 244 95 16 120 59 8
AR’ Q 266 248 31 190 26  -17 2
V 266 194 31 190 -28  -17
ITX Q 453 324 56  -300 -30 23 0.1
V 453 174 56  -300 -46  -23
. Q 261 92 36 200 37 8 0.1
V 261 154 36 200 33 10
op Q 261 140 31 60 31 10 01
V. 261 233 31 60 23 16
Q 589 229 16 130 21 16 0.1
vP-16 Y 589 185 16 130 47 12

* Nach Hydrolyse im wassrigen wird das Dihydrolyseprodukt von Chlorambucil analysiert.

In Abbildung 5-23 ist ein Beispielchromatogramm mit den chromatographischen

Details der entwickleten Zytostatika — Methode dargestellt.
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Abbildung 5-23: LC-MS/MS Chromatogramm (TIC) eines Zytostatika-Standards.

¢ =10 ng/mL. 125 x 2 mm Nucleodur 100-5 C18 ec HPLC-Saule. 8 = 30 °C, Flussrate: 300 pL/min.
1. Periode: 0 — 2,5 min, 2. Periode: 2,5 — 9,5 min, 3. Periode: 9,5 — 17,5 min. Gradient: 0-2 min 95 %
A, 12 min 50 % A, 15 min 50 % A, 16 min 95 % A, 20 min 95 % A. Mobile Phase A: 0,1 %
Ameisensaure in VE-Wasser, Mobile Phase B: 0,1 % Ameisensaure in Acetonitril.

1: Cytarabin, 2: 5-Fluorouracil, 3: Chlorambucil, 4: Methotrexat, 5: Ifosfamid, 6: Cyclophosphamid,
7: Etoposid.

Die Auswertung erfolgt mittels gewichteter Standardkalibrierung (1/x) Uber die

Analyst Software.
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5.5.7 Zytostatika — Kontaminationen in Apotheken und Krankenhausern

Die entwickelte Analysemethode wurde zur Untersuchung von
Flachenkontaminationen in Apotheken und Kliniken eingesetzt. Zwischen 2002 und
2006 wurden insgesamt 714 Wischproben mittels LC-MS/MS untersucht. Je nach
Fragestellung erfolgte allerdings nicht die Messung und Auswertung aller sieben
Zytostatika. Zur Bewertung der einzelnen Messwerte und ggf. als Grundlage zur
Bildung von Orientierungswerten werden in Tabelle 5-15 und Abbildung 5-24 die
2644 Einzelmesswerte ohne Berucksichtigung der Probenahmeorte
zusammengefasst. Proben ohne definierte Flachenangabe, wie z. B. Turklinken,
Telefonhoérer usw. wurden bei dieser Auswertung nicht berlcksichtigt. Bei der

Berechnung der Percentile wurden negative Proben auf den Wert 0 gesetzt.

Tabelle 5-15: Statistische Auswertung der Zytostatikaanalysen.

5-FU IF CP___ VP16 MTX araC CAB 3

n 588 561 487 380 332 139 157 2644
poS. 121 81 143 20 25 14 0 404

max. 796 130 120 0,28 14 0,080 ; 796"

[ng/cm?]

95.Perc. 547 0047 0379 0000 0060 0,022 - 0159
[ng/cm?]

90.Perc. 180 0024 0,100 i i 0002 - 0,028
[ng/cm?]

75. Perc.

[ng/cm?] i i 0,001 i i ) ) )

" Maximalwert und Percentile einer substanzunabhangigen Betrachtung der 2644 Einzelmesswerte.

Insgesamt sind 15 % der Proben positiv. In Abbildung 5-24 werden die Daten in einer
logarithmischen Box-Whisker Darstellung gezeigt. Im Gegensatz zu den
Percentilberechnungen in Tabelle 5-15 wurden hier negative Proben mit dem

Analysewert der Nachweisgrenze bertcksichtigt.
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Abbildung 5-24: Box-Whisker-Darstellung der Zytostatika-Messwerte
(Wischproben).

Die unteren und oberen Grenzen der Boxen geben den 10. bzw. 90. Percentil, die Ecken der
Einkerbungen den 25. bzw. 75. Percentil, die Linie innerhalb der Boxen den Median und die Whisker
die Grenzen des 5. und 95. Percentils wieder. Das 99. Percentil ist als Kreuz und der Maximalwert
Linie Uber den Boxen gekennzeichnet. Die Einzelwerte auferhalb der Boxen sind als Punkte
dargestellt.

Bei der statistischen Auswertung sind nur geringe Unterschiede zwischen den
einzelnen Zytostatika feststellbar. Unter Berlcksichtigung der Nachweisgrenzen liegt
das 95. Percentil bei allen Substanzen im Bereich von 0,08 bis 0,7 ng/cm? und das
90. Percentil zwischen 0,03 und 0,4 ng/cm?. Obwohl alle Untersuchungen negativ
waren, liegen die Percentile fur Chlorambucil aufgrund der schlechteren
Nachweisgrenzen deutlich héher. Neben der schlechteren Empfindlichkeit ist vor
allem die Tatsache, dass Chlorambucil nur noch in Tablettenform appliziert wird, der
Grund daflr, dass im Rahmen dieser Arbeit keine Flachenbelastungen
nachgewiesen werden konnten. Durch den Wegfall der Zubereitung konnen
Belastungen nur noch durch Schweil3 und Erbrochenes bei der Patientenwasche

sowie Uber die Ausscheidungen auf Toiletten und in Abwassern entstehen. Fur
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zukinftige Messprogramme ist die Untersuchung auf Chlorambucil aus diesen
Grinden nur noch in besondern Einzelfallen sinnvoll.

FUr den Umgang mit Zytostatika gibt es aufgrund fehlender toxikologscher Daten
noch keine Referenz- oder Grenzwerte fur Flachenkontaminationen. Entsprechend
GefStoffV besteht beim Umgang mit CMR-Stoffen die Forderung nach einer
Nullexposition der Mitarbeiter, so dass dies bei konsequenter Umsetzung auch zur
Forderung nach einer absolut unbelasteten Arbeitsumgebung fuhrt. Da der Begriff
.unbelastet® nicht einem belastbaren Wert zugeordnet werden kann, sollte
entsprechend den Vorgaben der GefStoffV in allen Bereichen mit CMR-Stoffen auf
eine Minimierung der Belastung durch technische und persdnliche Schutzausristung
sowie intensive Schulung der Mitarbeiter geachtet werden. Der Erfolg dieser
MaRnahmen kann durch die in dieser Arbeit entwickelten Methoden zum
Umgebungsmonitoring Uberprift werden.

Im Fall von unbeabsichtigten Substanzfreisetzungen ist zur Untersuchung von
Substanzaufnahmen bei dem betroffenen Mitarbeitern ein Biomonitoring und zur
Kontrolle der Reinigungsmallnahmen ein Umgebungsmonitoring zu empfehlen. Auch
hier stellt sich wieder die Frage, ab welcher Belastung eine Oberflache als gereinigt
gilt. Selbst in den Niederlanden, wo seit dem 01.01.2002 die Kontrolle und
Validierung von Reinigungsmalnahmen mit substanzspezifischem
Umgebungsmonitoring vorgeschrieben ist, gibt es hierfur noch keine Grenz- oder
Richtwerte [461].

Ein anderer Ansatz ist die statistische Betrachtung der Messwerte. So stellt z. B. der
statistische Ansatz bei der Bewertung von Innenraumbelastungen ein mittlerweile
anerkanntes Verfahren zur Ermittlung von Orientierungswerten dar. Hierbei wird bei
einem genugend groRen Datensatz das 10. Percentil als Hintergrundwert, der
Median als Normalwert und das 90. Percentil als Auffalligkeitswert bezeichnet [462].
Da es im Gegensatz zu Innenraumschadstoffen bei Zytostatika keinen naturlichen
Hintergrundwert gibt, eignet sich vor allem das 90. Percentil als Orientierungswert fur
eine vergleichende Bewertung von Flachenbelastungen. Fir die in dieser Arbeit
betrachteten Substanzen liegt das 90. Percentii ohne Bericksichtigung der
Nachweisgrenzen zwischen 0 und 0,18 ng/cm?. Bei einer substanzunabhéngigen
Betrachtung des Gesamtdatensatzes liegt der 90. Percentil bei 0,028 ng/cm?. Zur
Festlegung eines Orientierungswertes auf statistischer Basis sollte der Datensatz um

Platinmesswerte sowie die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen erweitert werden.
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Durch Diskussion mit den Standesorganisationen und Berufsgenossenschaften kann
auf Grundlage dieser statistischen Daten sowie unter Berucksichtigung des Stands

der Technik zukunftig die Bildung von Orientierungswerten erfolgen.

5.5.8 Zusammenfassende Bewertung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals eine LC-MS/MS-Multimethode zur
Bestimmung der Zytostatika 5-Fluorouracil, Chlorambucil, Cyclophosphamid,
Cytarabin, Etoposid, Ifosfamid und Methotrexat aus einer Wischprobe entwickelt
werden. Die Validierungsuntersuchungen haben gezeigt, dass insbesondere die
Probenahme auf unterschiedlichen Oberflachen einen groRen Einfluss auf die
Wiederfindungsraten haben. Wie bei fast allen anderen analytischen
Fragestellungen, entsteht auch beim Umgebungsmonitoring die groRte Messun-
sicherheit bei der Probenahme. Bei der Betrachtung der eigenen Werte (s. Abbildung
5-24) und den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [12, 14, 15, 29, 277, 285, 306,
457-460] wird deutlich, dass sich die Belastungssituation sowohl an verschiedenen
Probenahmestellen innerhalb als auch auf3erhalb der Apotheke haufig iber mehrere
Dekaden unterscheidet. Bei der Gesamtbewertung der Belastungssituation in einer
Apotheke oder einer Station ist aufgrund der groRen Unterschiede zwischen
,Sauberen® Oberflachen und belasteten Oberflachen die durch den Flacheneinfluss
entstehende Messunsicherheit zu vernachlassigen.

Problematisch bei der Bewertung von Einzelergebnissen ist, dass entsprechend
GefStoffV beim Umgang mit CMR-Stoffen die Forderung nach einer Nullexposition
bestent und aufgrund fehlender Daten bisher keine Schwellen- oder
Richtkonzentration festgesetzt werden kann. Eine Minimierung der Expositionen und
somit auch Senkung des Risikos beim Umgang mit CMR-Stoffen kann durch den
Einsatz technischer und personlicher Schutzausriustung entsprechend dem Stand
der Technik und intensive Schulung der Mitarbeiter erreicht werden. Die Uberpriifung
der Arbeitssituation und des Erfolgs der getroffenen MalRnahmen ist durch ein
Umgebungsmonitoring sehr einfach moglich. Im Fall von unbeabsichtigten
Substanzfreisetzungen ist zur Untersuchung von Substanzaufnahmen bei dem
betroffenen  Mitarbeitern ein  Biomonitoring und zur  Kontrolle der

Reinigungsmallinahmen ein Umgebungsmonitoring zu empfehlen.
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Bei einer substanzunabhangigen statistischen Betrachtung der gesamten Messwerte
liegt der 90. Percentil bei 0,028 ng/cm?. Da die Bestimmung von Zytostatika in
Wischproben in Deutschland nur von der LMU Minchen und dem IUTA angeboten
werden, mussen fur eine reprasentative statistische Auswertung die Messwerte
dieser Arbeit sowie der beiden Institute sowie die Ende 2007/Anfang 2008 zur
Verfugung stehenden Ergebnisse der MEWIP-Studie gemeinsam betrachtet werden.
In Abstimmung mit Standesorganisationen und Berufsgenossenschaften kann auf
Grundlage dieser Datenanalyse sowie unter Berucksichtigung vom Stand der
Technik die Bildung von substanzabhangigen und ggf. auch substanzunabhangigen
Orientierungswerten erfolgen.

Im Zuge von Konzeption und der ersten Datenerhebung zur MEWIP-Studie wurde
die Substanzauswahl fur die Zytostatika-Multikomponentenanalyse nochmals
Uberarbeitet. Wie bereits erlautert, sind Messungen fur Chlorambucil, das mittlerweile
ausschlieBlich in Tablettenform verabreicht wird, im Apothekenbereich nicht mehr
sinnvoll. Des Weiteren wird auch Cytarabin nur noch von 14 % der befragten
Apotheken eingesetzt, so dass beide Substanzen fur die neue Studie keine
Berucksichtigung mehr gefunden haben. Stattdessen wurden die in den letzten
Jahren immer haufiger eingesetzten Taxane Docetaxel und Paclitaxel sowie das
von den Verbrauchsmengen mittlerweile an dritter Stelle liegende Gemcitabin
ausgewahlt. In Abbildung 5-25 ist als Ausblick auf zukunftige Arbeiten ein LC-MS/MS
Chromatogramm der neuen Multimethode dargestellt. Die beiden polaren
Verbindungen 5-FU und Gemcitabin werden chromatographisch nicht getrennt.

Chlorambucil wurde bei dieser Messung noch mit analysiert.
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Abbildung 5-25: LC-MS/MS Chromatogramm (TIC) der MEWIP-Methode.

Matrixstandard: ¢ = 50 ng/mL. 50 x 3 mm Shim-Pack XR-ODS, 2,2 ym HPLC-S&ule. 3 =30 °C,
Flussrate: 300 uL/min. 1. Periode: 0 — 4 min, 2. Periode: 4 — 9 min, 3. Periode: 9 — 14 min, 4. Periode:
14 — 16 min. Gradient: 0-1 min 95 % A, 15 min 50 % A, 20 min 50 % A, 21 min 95 % A, 25 min 95 %
A. Mobile Phase A: 0,1 % Ameisensaure in VE-Wasser, Mobile Phase B: 0,1 % Ameisensaure in
Acetonitril.

1: 5-Fluorouracil, 2: Gemcitabin, (3: Chlorambucil), 4: Methotrexat, 5: Ifosfamid, 6: Cyclophosphamid,
7: Etoposid, 8: Paclitaxel, 9: Docetaxel.
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5.6 Entwicklung eines Verfahrens zur oxidativen Behandlung von

Krankenhausabwasser-Teilstromen

5.6.1 Einleitung

Im Gegensatz zur end-of-pipe Behandlung in einer Klaranlage entspricht die direkte
Behandlung von hochbelasteten Krankenhausabwasser-Teilstromen dem auch in der
Industrie angewandten Nachhaltigkeitsprinzip der Vermeidung von
Schadstoffeintragen am Entstehungsort. Die Teilstrombehandlung hat den Vorteil,
dass hier nur die hoch belasteten Toilettenabwasser, nicht aber die Spul-, Kiichen-
und Waschereiabwasser behandelt werden mussen. Auch sind die zu behandelnden
Volumenstrome wesentlich kleiner als bei Behandlung ganzer Krankenhaus- oder gar

Klaranlagenablaufe.

Bei der Entwicklung und Bewertung von Verfahren zur Eliminierung von Arzneimitteln
aus Krankenhausabwasser-Teilstromen ist die einfache und schnelle Kontrolle des
Substanzabbaus notwendig. Aus diesem Grund wurde eine LC-MS/MS-Multimethode
fur ausgewahlte Antibiotika und Zytostatika ohne aufwandige Probenvorbereitung

entwickelt.

Fur die Oxidation der vorwiegend renal ausgeschiedenen Arzneimittel ist zunachst
die Abtrennung der Feststoffe notwendig. Da die untersuchten Substanzen sehr gut
wasserloslich sind und die Adsorption an die abgesetzten Feststoffe zu
vernachlassigen ist, wurde fiir die Untersuchung der fliissige Uberstand verwendet.
Erste Sedimentationsversuche zeigten, dass ohne den Einsatz von aufwandigen
Filtrationstechniken eine  24-stindige = Absetzstufe ausreichend ist. Die
Untersuchungen wurden zunachst im Labormafistab mit dotierten Leitungs- und
Toilettenabwéassern durchgefiihrt. Im zweiten Schritt erfolgte die Ubertragung auf den
halbtechnischen Mal3stab. Neben der Substanzanalytik wurden zur Bewertung der
Versuche CSB, BSBs, Leuchtbakterienhemmung und Genotoxizitat vor und nach der
Abwasserbehandlung untersucht. Anhand dieser Werte lassen sich Ruckschlusse
auf die Effektivitat des Oxidationsprozesses und die Zerstorung der toxischen

Inhaltsstoffe ziehen.
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5.6.2 Entwicklung einer LC-MS/MS-Multimethode zur AOP-

Verfahrenskontrolle

Zur Kontrolle der Wirksamkeit eines neuen Behandlungsverfahrens war die
Entwicklung einer einfachen und robusten Multi-Methode notwendig. Da die
Konzentrationen in hochbelasteten Teilstromen zwischen 100 und 1000 ug/L liegen,
kann auf eine aufwandige Probenaufkonzentrierung verzichtet werden. Aus diesem
Grund wurde die Eignung der Direktanalyse nach Filtration durch einen 0,45 pm
Celluloseacetat-Spritzenfilter mittels ESI-LC-MS/MS untersucht. Ahnlich wie bei den
im Arbeitsschutz verwendeten Analyseverfahren erfolgt die chromatographische
Trennung mit einem 0,1 % Ameisensaure enthaltenden Wasser-Acetonitril-
Gradienten unter Verwendung einer Cqs-HPLC-Saule bei 30°C. Zur
Empfindlichkeitssteigerung ist die Messung der spezifischen MRM-Ubergénge in drei
Zeitfenstern mit Polaritatswechsel notwendig. Bei der Methodenentwicklung zeigten
sich hier auch erste Limitierungen bei dem verwendeten API 3000 Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer. Aufgrund der geratebedingten langen Umschaltzeit von
700 ms beim Polaritatswechsel missen entweder auf Kosten des Signal-zu-Rausch-
Verhaltnisses die Verweilzeiten wensentlich verkurzt oder die Anzahl der MRM-
Ubergange reduziert werden. Da bei der Verfahrenskontrollanalytik der
Substanzabbau von vorher dotierten Substanzen beobachtet werden muss und eine
eindeutige Identifizierung der Substanzen nicht notwendig ist, wird auf die Messung
eines zweiten lons zur Verifizierung der Ergebnisse verzichtet. In Abbildung 5-26 ist
das LC-MS/MS- Chromatogramm einer dotierten Toilettenabwasserprobe dargestellt.

Die detaillierten Messparameter sind im Anhang (Tabelle 6-6) aufgeflhrt.
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Abbildung 5-26: LC-MS/MS-Chromatogramm (TIC) eines dotierten Toilettenabwasers

(100 pg/L).

1: Cytarabin, 2: 5-Fluorouracil, 3: Amoxicillin, 4: Chlorambucil, 5: Trimethoprim, 6: Methotrexat,
7: Ofloxacin, 8: Ciprofloxacin, 9: Cefuroxim, 10: Sulfamethoxazol, 11: Ifosfamid, 12: Chloramphenicol,

13: Cyclophosphamid, 14: Etoposid, 15: Penicillin V.

Die Nachweisgrenzen dieser Multi-Methode liegen substanz- und matrixabhangig

zwischen 0,2 ug/L und 5 pg/L. Wie erwartet, ist aufgrund des hohen Urinanteils in

den Proben zur Quantifizierung eine gewichtete Matrix-Kalibration (1/x) notwendig.
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5.6.3 Ergebnisse der Experimente im Labormalstab

Die Verfahrensentwicklung erfolgte zunachst im Labormalstab. Neben zwei Strahler-
typen, Quecksilber-Niederdruckstrahler (Hg-Nd) und Quechsilber-Mitteldruckstrahler
(Hg-Md), in Kombination mit Wasserstoffperoxid wurde auch die Ozonisierung
untersucht. Die ersten Versuche wurden zunachst in dotiertem Trinkwasser
durchgefuhrt. Die Konzentration der sieben Zytostatika betrug jeweils 100 pg/L und
die der acht Antibiotika jeweils 1000 ug/L. Wie in Abbildung 5-27 am Beispiel des
Versuchs mit einem Hg-Nd-Strahler in Kombination mit Wasserstoffperoxid zu
erkennen ist, werden alle untersuchten Substanzen innerhalb von 40 Minuten

abgebaut.
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Abbildung 5-27: Abbau von Zytostatika und Antibiotika in Leitungswasser mit einem
Hg-Nd-Strahler im Labormalstab.

Co (Antibiotika) = 1000 WQ/L, Co (zytostatika) = 100 pg/L, c(H202) = 0,5 g/L, V = 800 mL, T=25 °C.

Die Proben wurden vor und nach der Oxidation auf ihre okotoxikologische und
genotoxische Wirkung hin untersucht. In Tabelle 5-16 wird deutlich, dass das dotierte
Leitungswasser vor der Oxidation eine sehr hohe aquatische Toxizitat aufweist. Die
Proben vor Oxidation wiesen jeweils einen GL-Wert von 200 auf, wohingegen nach

der Oxidation jeweils nur noch ein GL-Wert von 12 vorlag. Fur die Genotoxizitat
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konnten ahnliche Ergebnisse beobachtet werden. Auch hier findet eine erhebliche
Reduktion der Toxizitat von Ggy = 1536 auf Ggy = 12 durch die oxidative Behandlung

der Proben statt.

Tabelle 5-16: Leuchtbakterienhemmung und Genotoxizitat dotierter Leitungswasser-
proben vor und nach oxidativer Behandlung.

vor Oxidation nach Oxidation
Leuchtbakterienhemmung [GL-Wert] 200 12
umu — Test [Ggy] 1536 12

Die folgenden Experimente zur Temperaturabhangigkeit des Abbaus wurden mit
dotierten Toilettenabwassern bei 20, 30 und 40 °C durchgefuhrt. Zur besseren
Ubersicht sind in Abbildung 5-28 nur die beiden am schwersten abzubauenden
Substanzen, das Zytostatikum Cyclophosphamid und das Antibiotikum

Chloramphenicol, zusammengefasst.
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Abbildung 5-28: Temperaturabhangigkeit des Substanzabbaus mit einem Hg-Nd-
Strahler und Wasserstoffperoxid.
Co (Antibiotika) = 1000 }Jg/L, Co (zytostatika) = 100 }Jg/L, V= 0,8 L Toilettenabwasser, C(HzOz) = 2,5 g/L

Bei den Versuchen bei 30 und 40 °C lassen sich kaum Unterschiede feststellen,

wohingegen bei 20 °C der Substanzabbau deutlich langsamer ist. Uberraschend
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erscheint bei dieser Darstellung, dass das Abbauverhalten fur die beiden strukturell
sehr unterschiedlichen Substanzen bei den gewahlten Versuchsbedingungen ahnlich
verlauft. Durch die im Vergleich zu den anderen Arzneimitteln und den meisten
Matrixbestandteilen wesentlich schlechtere Oxidierbarkeit, erfolgt die unselektive
Reaktion der Hydroxylradikale mit den beiden Substanzen mit &hnlichen

Geschwindigkeitskonstanten.

Die Untersuchungen im Labormal3stab haben gezeigt, dass der Hg-Nd-Strahler im
Vergleich zu den hier nicht gezeigten Untersuchungen zur Ozonisierung und der
Behandlung mit einem Hg-Md-Strahler im Laborreaktorsystem am effektivsten ist. In
Abbildung 5-29 sind die Abbaukurven der untersuchten Zytostatika und Antibiotika
mit dem optimierten Laborverfahren dargestellt. Ein vollstandiger Abbau (> 99,9 %)

wird in Toilettenabwassern nach ca. 100 Minuten Behandlungszeit erzielt.
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Abbildung 5-29: Antibiotika- und Zytostatikaabbau in dotierten Toilettenabwasser mit
dem optimierten Laborsystem.

Hg-Nd—StrahIer, Co (Antibiotika) = 1000 pg/L, Co (zytostatika) = 100 pg/L, V=3LT=30°C,
C(H202) =2 g/L
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Die in Tabelle 5-17 aufgefihrten Summenparameter bestatigen den Abbauerfolg. So
wird die Genotoxizitat der Probe um 99,9 Prozent reduziert und auch die

Leuchtbakterienhemmung reduziert sich von 36 auf 12 Prozent.

Tabelle 5-17: Summenparameter und Genotoxizitat zu dem in Abbildung 5-29
dargestellten Versuch.

CSB BSBys BSB/CSB Hemmung* umu-Test

PR Imgi]  [maiL] [%] [%] Geul
vor Oxidation 8,3 300 148 49 36 1536
nach Oxidation 78 220 41 19 12 1,5

* Bei der Bestimmung der Leuchtbakterienhemmung wurden keine Verdinnungsstufen vorgenommen.

5.6.4 Verfahrensevaluierung im halbtechnischen Mal3stab

Nach der erfolgreichen Optimierung im Labormalistab erfolgten zur Auslegung einer
Pilotanlage Vorversuche mit technischen UV-Strahlern. Wesentlicher Unterschied
besteht in einer optimierten Reaktorgeometrie. Hierdurch konnte die Schichtdicke
von ca. 25 mm im Laborsystem auf 5,5 mm reduziert werden. Die Versuche mit dem
technischen Hg-Nd-Strahler zeigten, dass trotz hoherer spezifischer Leistung und
optimierter  Reaktorgeometrie  kein  schnellerer  Substanzabbau als im
Laborreaktorsystem erzielt wurde. Dies zeigt, dass bei den gewahlten Bedingungen
aufgrund der guten Durchmischung im Laborsystem die Reaktorgeometrie noch nicht
den entscheidenen Einfluss auf die Bildung und Verteilung der fur die Abbaureaktion
bendtigten Hydroxylradikale hat. Dagegen konnten mit einem neu entwickelten
Vakuum-UV-Quecksilber-Mitteldruckstrahler (VUV-Hg-Md) die besten Ergebnisse
erzielt werden. Beim ersten Versuch wurde aufbauend auf den Erkenntnissen aus
den Laborversuchen eine Wasserstoffperoxidkonzentration von 1 g/L gewahlt. Da
innerhalb von weniger als funf Minuten ein vollstandiger Substanzabbau erzielt
wurde, war aufgrund zu weniger Messpunkte die Bestimmung einer Abbaukurve
nicht mdglich. Zudem kam es aufgrund unzureichender Kuhlung innerhalb der
Versuchsdauer von 70 Minuten zu einer Temperaturerhdhung von 30 °C auf 70 °C.

Die in Tabelle 5-18 gezeigte Genotoxizitat weist eine Reduktion von 99,6 Prozent
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nach Versuchsende auf. Auch der nétige Verdlinnungsfaktor als Maly der

Leuchtbakterienhemmung konnte von 16 auf 2 verringert werden.

Tabelle 5-18: Summenparameter und Genotoxizitat beim Abbau von Antibiotika und
Zytostatika mit einem Vakuum-UV-Hg-Md-Strahler (V =4 L, 1 g/L H205).

H CSB BSB,s Leuchtbakterien- umu-Test

PP ImgiL]  [mgiL] hemmtest [GL] [Geu]
vor Oxidation 8,58 279 80 16 384
nach Oxidation 8,26 (29)* 125 2 1,5

* Fehlanalse. Der CSB muss grofRRer als der BSB sein.
Die CSB-Reduktion lag bei allen anderen Versuchen zwischen 10 und 50 %. Die BSB-Erh6hung zeigt
eine Verbesserung der bologischen Abbaubarkeit der Abwasserinhaltsstoffe.

Beim nachfolgenden Versuch mit einer reduzierten Wasserstoffperoxidkonzentration
von 90 mg/L und Einsatz einer Leitungswasserkihlung, konnten die in Abbildung
5-30 dargestellten Abbaukurven ermittelt werden. Bei einem Abwasservolumen von

6 L sind bereits nach 20 Minuten alle Arzneimittelwirkstoffe nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 5-30: Abbau von Antibiotika und Zytostatika mit einem VUV-Hg-Md-
Strahler.

V =6 L Toilettenabwasser, T = 22-38 °C, ¢ (H.0,) = 90 mg/L. Co (antibiotikay = 1000 pg/L,

Co (zytostatika) = 100 pg/L.
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Die Moglichkeit des photoxidativen Abbaus ohne Katalysatorzusatz wurde sowohl mit
den Labor-Strahlern als auch mit den technischen Strahlern untersucht. Dabei zeigte
sich, dass im Labormalistab nur ein leichter photooxidativer Abbau zu beobachten
ist. Dies bedeutet, dass der Substanzabbau hauptsachlich durch Reaktionen mit den
gebildeten Hydroxylradikale erfolgt. Dahingegen konnte der VUV-Hg-Md-Strahler
ohne Zusatz von HyO, erfolgreich zur Photooxidation eingesetzt werden. Die
Antibiotika wurden innerhalb von 40 Minuten vollstandig abgebaut, wohingegen die
drei Zytostatika Cytarabin, Cyclophosphamid und Ifosfamid nach 60 Minuten
Versuchsdauer noch mit 3 bis 11 Prozent nachweisbar waren. Wie anhand der
Abbaukurven in Abbildung 5-31 zu sehen ist, sind die Ubrigen Zytostatika bereits

nach 30 Minuten Photooxidation abgebaut.
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Abbildung 5-31: Photooxidativer Abbau von Antibiotika und Zytostatika in Toiletten-
abwasser mit einem VUV-Hg-Md-Strahler.V = 6 L Toilettenabwasser, T = 40 °C,

Co (Antibiotika) = 1000 pg/L, Co zytostatia) = 100 pg/L.

Als weitere AOP-Verfahrensvariante wurde die Ozonisierung untersucht. Aufgrund
des im Labormalstab unzureichenden Ozoneitragssystems wurde das in Abbildung
5-32 dargestellte Experiment mit einer Blasensaule bei der Firma Wedeco
durchgefuhrt.
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Abbildung 5-32: Abbau von Antibiotika und Zytostatika bei der Ozonisierung.

V =4 L Toilettenabwasser, T = 20 °C, Cg antibiotika) = 1000 pg/L, Co zytostatika) = 100 pg/L. Beim anfanglichen
Konzentrationsanstieg von Cytarabin handelt es sich um ein Artefakt.

Im Vergleich zu den Laborversuchen ist der Abbau mit Ozon insgesamt etwas
langsamer als mit der Kombination aus UV-Strahler und Wasserstoffperoxid. Auch
hier zeigen die Okotoxikologischen Tests, dass die Proben nach Behandlung keine
mutagenen oder genotoxischen Eigenschaften mehr aufweisen. Dies entspricht einer
Abnahme von uber 99 Prozent. Auch bei dem Leuchtbakterienhemmtest konnte eine

deutliche Reduktion beobachtet werden.

Tabelle 5-19: Summenparameter und Genotoxizitat zu dem in Abbildung 5-32
dargestellten Versuch.

CSB BSBy,s BSB/CSB Leuchtbakterien- umu-Test
[mg/L] [mg/L] [%] hemmtest [GL] [Geul

vor Ozonisierung 8,17 307 173 56 6 768
nach Ozonisierung 7,67 161 60 37 2 1,5

pH
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5.6.5 Zusammenfassende Bewertung und Ausbick

Zur Kontrolle der Wirksamkeit des Behandlungsverfahrens wurde eine
substanzspezifische Analysenmethode flir Pharmazeutika in Abwasser mittels LC-
MS/MS ohne zusatzliche Probenvorbereitung entwickelt. Die Nachweisgrenzen
dieser Methode liegen substanz- und matrixabhangig zwischen 0,1 pg/L und 5 pg/L.
Zur exakten Quantifizierung ist eine gewichtete Matrix-Kalibration notwendig. Neben
der direkten Analyse von Krankenhausabwasser-Teilstromen ist durch Erganzung
einer geeigneten Probenvorbereitung (clean-up und Aufkonzentrierung) mittels
Festphasenextraktion auch die Bestimmung von wesentlich niedrigeren belasteten
Klaranlagenablaufen oder Oberflachengewassern maglich.

Eine aufwandige Feststoffseparierung, wie sie z. B. die Membranfiltration darstellt, ist
nicht notwendig. Nach 6 bis 10-stundiger Sedimentation des Toilettenabwassers ist
eine direkte Behandlung des Uberstandes méglich. In den Laborversuchen wurden
fur sieben Zytostatika und acht Antibiotika die Effektivitat des Abbaus in Abhangigkeit
von der verwendeten UV-Strahlung, Art und Menge des Oxidationsmittels,
Behandlungsdauer und Temperatur sowie der Einfluss verschiedener
Reaktionsvolumina untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass ein Abbau (> 99 %)
sowie eine effektive Reduktion der &kotoxikologischen Eigenschaften mit
verschiedenen Verfahrensvarianten erreichbar ist. Je nach Art des eingesetzten
Oxidationsmittels (Ozon, Oz oder Wasserstoffperoxid, H2O2) und der verwendeten
UV-Strahlung (Quecksilber-Niederdruckstrahler, Hg-Nd oder —Mitteldruckstrahler,
Hg-Md) sind Behandlungszeiten zwischen 10 und 90 Minuten erforderlich. Als
Leitsubstanz fur die vergleichende Bewertung der Versuche wurde das am
schwersten zu oxidierende Cyclophosphamid ausgewahlt. In Abbildung 5-33 werden
die Ergebnisse der untersuchten Verfahrensvarianten anhand der auf das

Abwasservolumen normierten Halbwertzeit t verglichen.
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Abbildung 5-33: Vergleich der verschiedenen AOP-Varianten anhand der auf das
Abwasservolumen normierten Halbwertzeit t von Cyclophosphamid bei der
Behandlung von dotierten Toilettenabwassern.

co(CP) = 100 pg/L.

Als Fazit der Untersuchungen ist festzuhalten, dass die drei Verfahrensvarianten Hg-
Nd-Strahler + H,O,, Hg-Md-Strahler + H,O, und Ozonisierung zum Abbau von
Antibiotika und Zytostatika aus Krankenhausabwasser-Teilstromen geeignet sind.
Schlechtere Ergebnisse wurden mit den in dieser Arbeit nicht gezeigten
Kombinationen aus Ozon/UV bzw. O3/H,0,/UV erzielt. Die teilweise sehr deutlichen
Unterschiede zwischen den Laborergebnissen und ersten Untersuchungen mit
halbtechnischen Anlagen liegen zum Einen in der deutlich héheren spezifischen
Leistung und der Emission im Vakuum-UV-Bereich des Hg-Md-Strahlers und zum
Anderen in der Verwendung eines besseren Ozon-Gaseintragssystems begrindet.
Die im Rahmen dieser Arbeit im Labormalistab durchgefuhrte Verfahrensentwicklung

stellt die Grundlage flir den Bau der in Abbildung 5-34 skizzierten Pilotanlage dar.
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Abbildung 5-34: Ausblick - Schematischer Aufbau einer Demonstrationsanlage zur
Eliminierung von Arzneimitteln aus Krankenhausabwasser-Teilstromen mittels
erweiterter Oxidationsverfahren.

Mit dieser Pilotanlage kann in zuklnftigen Arbeiten das hier entwickelte AOP-
Verfahren auf den technischen Mal3stab Ubertragen und die Verfahrensparameter in
Hinblick auf Effektivitat und Wirtschaftlichkeit zur Entfernung von persistenten,
hochwirksamen Arzneimittelwirkstoffen aus Krankenhausabwasser-Teilstromen
optimiert werden.

Da die groBten Arzneimittelfrachten, insbesondere fur mittlerweile ubiquitar
verbreitete Wirkstoffe wie Carbamazepin, Diclophenac oder Sulfamethoxazol aus
dem hauslichen Abwasser stammen, ist in Hinblick auf die Umsetzung der EU
Wasserrahmenrichtlinie bis 2015 die Einfuhrung einer zusatzlichen oxidativen
Behandlungsstufe zur Eliminierung von Mikroverunreinigungen
(Arzneimittelwirkstoffe, Personal Care Produkte und Industriechemikalien) in
Klaranlagenablaufen notwendig. Zur Etablierung der verschiedenen
Behandlungstechnologien und deren toxikologischen Bewertung sind allerdings noch

weiterfuhrende Untersuchungen notwendig.
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5.7 Kapitelibergreifede Diskussion der analytischen Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir Untersuchungen bei Arbeits- und
Umweltschutzfragestellungen neue flussigchromatographische Multimethoden zum
Nachweis von Antibiotika und Zytostatika entwickelt und angewandt.

Sowohl bei der Untersuchung von Umweltproben als auch im Arbeitsschutz besteht
die Notwendgkeit, immer empfindlichere Analysemethoden zu entwickeln. Die
Spurenanalyse von polaren, stark wasserloslichen Arzneimitteln ist erst durch die
Entwicklung der Elektrosprayionisierung [148] und Verbesserung der MS-
Geratetechnik [147, 463, 464] mdglich geworden. Am Beispiel von Wisch- und
Urinproben konnte gezeigt werden, dass aufgrund von Selektivitat und
Nachweisstarke sowohl UV- als auch einfache MS-Detektion nicht ausreichend sind.
Auch konnte mit dem verwendeten Single-Quadrupol-Gerat kein Polaritatswechsel in
einem Lauf vorgenommen werden. Ein weiterer Nachteil des in der Zwischenzeit vom
Markt genommenen Gerates der Fa. Thermo Quest (jetzt Thermo Fischer Scientific)
stellte die Auslegung als GC-MS und LC-MS Kombinationsgerat dar. Der Umbau
fuhrte immer wieder zu langeren Ausfallzeiten. Auch war die Robustheit der
entwickelten LC-MS-Methoden fir die Anwendung in Routinemethoden nicht
ausreichend. Bei Geraten neuerer Bauart wird aufgrund der bekannten Probleme
beim Wechsel zwischen GC- und LC-Kopplung auf den Bau von Kombinations-
geraten i. d. R. verzichtet. Auch ist ein Polaritatswechsel bei neueren Geraten sowohl
mit einfachen als auch Triple-Quadrupol-Massenspektrometern maoglich. Zur
Kopplung von HPLC und Massenspektrometer wird neben der Elektrosprayionisation
(ESI) die chemische lonisierung bei Atmospharendruck (APCI) eingesetzt. Im
Gegensatz zu Elektrospray werden hier Verdampfung und lonisierung getrennt.
Insbesondere bei stark Matrixbelasteten Proben treten weniger Interferenzen durch
lonensuppression oder Adduktbildung als bei ESI auf [465]. Allerdings ist die APCI
insbesondere fir labile oder sehr polare Verbindungen wie z. B. Peptide, Zucker, (-
Lactame oder einige Glucuronide nicht so universiell einsetzbar wie die etwas
schonendere lonisierung im Elektrospray. Obwohl fur einzelne Komponenten wie
z.B. 5-FU [466] und Sulfamethoxazol [208] empfindlichere APCI-Methoden zur
Verfligung stehen, konnte aufgrund der o. g. Einschrankungen, dass einige der

ausgewahlten Substanzen nicht mittels APCI ionisierbar sind, fir die Entwicklung von
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Multimethoden in dieser Arbeit nur die Elektrosprayionisation eingesetzt werden. Zur
Korrektur von Matrixeffekten ist insbesondere bei der Untersuchung von Urin- und
Toilettenabwasserproben die Herstellung von Matrixkalibrationen notwendig. In
Abbildung 5-35 als ein Beispiel fur die beobachteten Matrixeffekte die

Signalsuppression von Cyclophosphamid in dotierten Toilettenabwassern dargestellt.
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Abbildung 5-35: Signalsuppression durch Matrixeffekte in Toilettenabwassern am
Beispiel des zur Quantifizierung verwendeten MRM 261 - 140 amu von Cyclo-
phosphamid (CP).

Obwohl es sich bei Wischproben nicht um eine so komplexe Matrix wie bei Urin- oder
Toilettenabwassern handelt, stellte sich im Zuge dieser Arbeit heraus, dass auch hier

eine Matrixkalibration anhand von dotierten Wischtuchextrakten zur exakten

Quantifizierung notwendig ist.

Mit modernen Triple-Quadrupol-Geraten kdonnen durch die selektive Messung im
MRM-Modus Multimethoden zur Messung von bis zu 300 Analyten entwickelt
werden. Multimethoden mit einer so hohen Analytenzahl werden oft in der
Lebensmittelanalytik [467] aber auch im forensischen Bereich [241] zum Screening
auf moglichst viele Substanzen eingesetzt. Zur Quantifizierung sind solche
Multimethoden allerdings nur bedingt geeignet. Die MS/MS-Messung einer Substanz
sollte neben dem Massenibergang zur Quantifizierung immer auch bei einem

zweiten MRM zur Verifizierung erfolgen. Bei der Entwicklung von Multimethoden von
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strukturell sehr unterschiedlichen Substanzen besteht die Notwendigkeit eines
Polaritatswechsels als auch die gleichzeitige Messung von moglichst vielen MRM-
Ubergangen. Insbesondere der Trend zu kleineren PartikelgroRen zur Erhéhung der
chromatographischen Trenneffizienz fuhrt bei kirzeren Laufzeiten zu schmaleren
Peaks. Auch bei Unterteilung der Analysen in mehrere Zeitfenster und Reduzierung
der Verweilzeiten werden insbesondere durch lange Umschaltzeiten und viele
gleichzeitig zu messende MRM-Ubergange die Grenzen der modernen
Geratetechnik schnell erreicht, so dass zur Quantifizierung nicht immer die
notwendigen 10 Datenpunkte je Peak zur Verflgung stehen. Da bei den
verfahrenstechnischen Analysen zur Optimierung des AOP-Verfahrens keine
unbekannten Proben untersucht wurden, wurde zur Verbesserung des Signal-
Rausch-Verhaltnisses und dementsprechend der Nachweisempfindlichkeit auf die
Messung eines zweiten MRM Ubergangs verzichtet. Eine Multimethode zum
Nachweis von Antibiotika und Zytostatika in Wasserproben ist in der Literatur bisher
noch nicht beschrieben worden. Wie in Kapitel 2.2 bereits ausgefiihrt, wurden bisher
entweder nur Antibiotika [41, 42, 44, 163] oder bei der Multikomponentenanalyse von
Arzneimitteln aus der heterogenen Gruppe der Zytostatika auch Cyclo- und
Ifosphamid mittels LC-MS analysiert [261, 266-274].

Zur Multikomponentenanalyse von 5-Fluorouracil, Methotrexat und Cyclophosphamid
wurde paralell zu dieser Arbeit von Sabatini et al. eine LC-MS/MS Methode zur
Bestimmung von Wischproben mit Nachweisgrenzen von 33 ng/mL fur 5-FU und 1,1
ng/mL fur CP und MTX mit einem API 2000 entwickelt [282]. Mit den in dieser Arbeit
entwickelten Analysemethoden ist der Nachweis der drei Zytostatika um den Faktor
11 bis 33 empfindlicher mdglich. Der Hauptgrund fur diese Unterschiede liegt in der
Verwendung eines empfindlicheren API 3000 TQMS, dass nach Herstellerangaben
um den Faktor 5 bis 10 nachweisstarker ist. Die weitere Verbesserung liegt
wahrscheinlich an den besseren chromatographischen Bedingungen (Sabatini et al
haben eine Mikro-HPLC verwendet) sowie der MS-Optimierung.

Bisher wurde noch keine vergleichbare Analysemethode zur Bestimmung von bis zu
neun Zytostatika beim Umgebungsmonitoring verdffentlicht. Das selbe gilt fir die in
dieser Arbeit erstellten und angewandten Multimethoden zum Nachweis von
Antibiotika beim  Umgebungs- und Biomonitoring. Die instrumentellen
Nachweisgrenzen liegen je nach Substanz zwischen 0,05 und 5 ng/mL bzw 1 und

100 pg on column. In Tabelle 5-20 ist eine Ubersicht der MRM-Ubergange und
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instrumentellen Nachweisgrenzen flr alle in dieser Arbeit untersuchten Substanzen

angegeben.

Tabelle 5-20: Ubersicht der MRM-Ubergange und instrumentellen Nachweisgrenzen
der in dieser Arbeit untersuchten Substanzen.

Substanz CAS M lonisierung: MRM IDL’
[g/mol] [amu] [pg]
5-Flurouracil 5-FU 51-21-8 130,08 ESI: 129 > 42, 59 20
Amoxicillin AMX 26787-78-0 365,40 ESI*: 366 > 208, 349 10
Ampicillin AMP 69-53-4 349,40 ESI: 348 > 207, 74 16
Cefazolin CFAZ  27164-46-1 454,50 ESI: 453 > 321, 167 16
Cefotaxim CFTX  64485-93-4 45546 ESI: 454 > 239, 394 14
Cefotiam CFTI 61622-34-2 525,63 ESI": 526 > 306, 174 20
Cefuroxim CFUX  55268-75-2 424,39 ESI: 423 > 207, 318 6
Chlorambucil CAB 305-03-3 304,21 ESI: 2662 > 248, 194 40
Chloramphenicol ~ CAP 56-75-7 323,13 ESI: 322 > 152, 257 12
Ciprofloxacin Cipro 85721-33-1 331,14 [ESI*: 332 > 289, 318 8
Cyclophosphamid ~ CP 50-18-0 261,09 ESI*: 261 > 140, 233 2
Cytarabin ara-C 147-94-4 24322 ESI': 244 > 112,95 8
Docetaxel Doce  114977-28-5 807,89 ESI*: 830° > 549, 248 10
Etoposid VP-16  33419-42-0 588,56 ESI: 589 > 229, 185 2
Gemcitabin Gem  122111-03-9 263,20 ESI": 264 > 112, 95 4
Ifosfamid IF 3778-73-2 261,09 ESI*: 261 > 92, 154 2
Methotrexat MTX 59-05-2 454,44 ESI: 453 > 324,174 2
Ofloxacin Oflox 82419-36-1 361,37 [ESI": 362 > 318, 261 4
Paclitaxel Pacli 33069-62-4 853,92 ESI": 876° > 308, 591 5
Penicillin G Pen G 69-57-8 334,39 ESI: 333 > 192, 74 2
Penicillin V Pen V 87-08-1 350,39 ESI: 349 > 208, 93 2
Piperacillin Pip 66258-76-2 516,55 ESI: 516 > 233, 330 2
Sulfamethoxazol ~ SMX 723-46-6 253,28 ESI": 254 > 156, 92 4
Trimethoprim TMP 738-70-5 290,32 ESI*: 291 > 261, 230 1
Vancomycin Vanco 1404-90-6 148573 ESI*: 725 > 144, 100 100

'IDL: Instrumentelle Nachweisgrenze des TQMS
2 Dihydroxyverbindung nach Hydroyse von Chlorambucil
® Natrium-Addukt
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6 Anhang

6.1 Analysevorschriften und Messparameter

6.1.1 Bestimmung von Antibiotika in Wisch- und Textilproben mittels LC-

MS/MS (Umgebungsmonitoring)

Zur Validierung des Probenahmeverfahrens werden die Testflachen mit einer
methanolischen Standardlésung dotiert und im Abzug bei Raumtemperatur ca. eine
Stunde zur Trocknung gelagert.

Die Wischprobenahme erfolgt mit fusselfreien Kimtech Lite 100 Wischtuchern, die
jeweils mit 1 mL einer sauren Losung (VE-Wasser mit HCI auf pH 3 eingestellt)
befeuchtet werden. Der Wischvorgang erfolgt Uber die gesamte Oberflache in eine
Richtung. Der Vorgang wird durch Wischen mit jeweils einem frischen Wischtuch in
eine andere Richtung zweimal wiederholt (s. SAA in Kapitel 6.3.2). Die drei Tucher
werden in ein Kunststoffgefald gegeben und mit 30 mL VE-Wasser 15 Minuten im
Ultraschallbad extrahiert. Die Textilproben werden direkt in den PE-Bechern mit
50 mL VE-Wasser 15 Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Zur analytischen
Bestimmung werden beide Materialien durch einen 0,45 pm Celluloseacetat-
Spritzenfilter filtriert und bis zur Injektion von 20 pyL im Autosampler bei 6-8 °C
gelagert. Ruckstellproben werden nach der Extraktion ebenfalls filtriert und bei -18 °C
eingefroren. Die chromatographische Trennung der 15 Antibiotika erfolgt mit dem in
Tabelle 6-1 dargestellten Wasser-Acetonitril-Gradienten auf einer 125x2 mm
Nucleodur® 100-5 C18 ec HPLC-Saule mit einer Flussrate von 300 pL/min bei 30 °C.

Tabelle 6-1: HPLC-Gradient zur Bestimmung von Antibiotika.

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B’
[min] [%] [%]

0 95 5

1 95 5

15 50 50

20 50 50

21 95 5

25 95 5

* Mobile Phase A: 0,1 % HCOOH in H,O, Mobile Phase B: 0,1 % HCOOH in ACN.
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Nach lonisierung mittels TurbolonSpray® bei 400°C erfolgt die Messung in vier
Zeitfenstern mit Polaritdtswechsel sowohl im positiven und negativen MRM-Modus
mit dem Analysensystem 2 (APl 3000 Triple-Quadrupol-Massenspektrometer). Die
lonisierungsspannung betragt bei ESI" -4500 V und bei ESI® 5000 V. Umschalt-
(settling time) und Verweilzeit (dwell time) betragen 700 bzw. 100 ms. Die
numerischen Gaseinstellungen betragen Nebulizer Gas = 15, Curtain Gas = 12 und
Collision Gas = 6. Zur exakten Quantifizierung ist eine gewichtete Matrix-Kalibration
(1/x) notwendig. Die Auswertung erfolgt mittels Analyst™. In Tabelle 6-2 sind die

MS/MS-Messbedingungen zusammengefasst.

Tabelle 6-2: MS/MS-Detektionsparameter zur Bestimmung von 15 Antibioika.

N’ Q: Qs DP FP CE CXP
[amu] [amu]  [V] [V] [eV] [V]
Amoxicillin Q 366 208 46 310 14 2
\Y 366 349 36 230 13 26
Ampicillin Q 348 207 -31 -200 -18 -17
\Y 348 74 -31 -200 -38 -17
Cefazolin Q 453 321 -31 -260 -10 -17
Vv 453 167 -31 -260 -20 -17
Cefotaxim Q 454 239 -31 -200 -16 -17
Vv 454 394 -31 -200 -10 -29
Cefotiam Q 526 306 46 280 15 22
\Y 526 174 46 280 21 12
Cefuroxime Q 423 207 -51 -320 -18 -17
\Y 423 318 -51 -320 -12 -21
Chloramphenicol Q 322 152 -76 -330 -14 -29
Vv 322 257 -76 -330 -24 -17
Ciprofloxacin Q 332 289 56 230 31 18
Vv 332 318 56 230 27 18
Ofloxacin Q 362 318 71 340 29 20
Vv 362 261 71 340 39 14
Penicillin G Q 333 192 -31 -200 -16 -17
Vv 333 74 -31 -200 -36 -17
Penicillin V Q 349 208 -31 -180 -38 -15
\Y 349 93 -31 -180 -14 -17
Piperacillin Q 516 233 -31 -220 -24 -19
\Y 516 330 -31 -220 -18 -21
Sulfamethoxazol Q 254 156 56 350 23 10
Vv 254 92 56 350 39 6
Trimethoprim Q 291 261 71 340 33 14
Vv 291 230 71 340 37 16
Vancomycin Q 725 144 51 340 21 10
V 725 100 51 340 59 8

"‘Q/V: MRM zur Quantifizierung bzw. Verifizierung.
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6.1.2 Bestimmung von Antibiotika in Urinproben mittels LC-MS/MS

(Biomonitoring)

Die Urinproben werden bis zur Analyse bei -18°C eingefroren. Die
Probenvorbereitung beim Biomonitoring erfolgt mittels Festphasenextraktion. Die
Bakerbond C18 SPE-Kartuschen (1000 mg Sorbens, 6 mL Vorratsvolumen) werden
mit zweimal 3 mL Methanol und zweimal 3 mL VE-Wasser konditioniert. Die
Urinproben werden mit verd. HCI auf pH 6 eingestellt und 5 mL Probe langsam durch
die Kartusche gesaugt. Nach 5 Minuten Trocknung erfolgt die Elution der Anibiotika
mit 5 mL einer Methanol:Tetrahydrofuran (1:1, v/v) Losung. Der Extrakt wird im
Stickstoffstrom bei 40 °C bis zur Trockene eingedampft und in 1 mL VE-Wasser
wieder gelost. Vor der Injektion wir die Probe durch einen 0,45 um Celluloseacetat
Spritzenfilter filtriert. Die analytische Bestimmung erfolgt entsprechend der beim
Umgebungsmonitoring beschriebenen Methode (siehe Kapitel 6.1.1). Zur

Quantifizierung muss die Messung mit einer frischen Matrixkalibration erfolgen.
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6.1.3 Bestimmung von Zytostatika in Wischproben

(Umgebungsmonitoring)

Die Probenahme erfolgt mit fusselfreien Kleenex Lite 100 Wischtlchern, die jeweils
mit 1 mL einer sauren Losung (VE-Wasser mit HCI auf pH 3 eingestellt) befeuchtet
werden. Der Wischvorgang erfolgt Uber die gesamte Oberflache in eine Richtung.
Der Vorgang wird durch Wischen mit jeweils einem frischen Wischtuch in eine
andere Richtung zweimal wiederholt (s. SAA in Kapitel 6.3.2). Die drei Tucher
werden in ein Kunststoffgefald gegeben und mit 30 mL der pH3 Losung 15 Minuten
im Ultraschallbad extrahiert. Zur LC-MS/MS-Messung wird 1 mL durch einen 0,45 ym
Celluloseacetat-Spritzenfilter in ein Autosampler-Vial filtriert und bis zur Injektion von
20 pyL im Autosampler bei 6-8 °C gelagert. Ruckstellproben werden ebenfalls direkt
filtriert und bei —18 °C eingefroren.

Die chromatographische Trennung erfolgt mit dem in Tabelle 6-3 dargestellten
Wasser-Acetonitril-Gradienten auf einer 125x2 mm Nucleodur® 100-5 C18 ec HPLC-

Saule mit einer Flussrate von 300 pyL/min bei 30 °C.

Tabelle 6-3: HPLC-Gradient zur Bestimmung von sieben Zytostatika.

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B’
[min] [%] [%]

0 95 5

2 95 5

12 50 50

15 50 50

16 95 5

20 95 5

* Mobile Phase A: 0,1 % HCOOH in H,O, Mobile Phase B: 0,1 % HCOOH in ACN.

Nach lonisierung mittels TurbolonSpray® bei 450°C erfolgt die Messung in drei
Zeitfenstern mit Polaritdtswechsel sowohl im positiven und negativen MRM-Modus
mit dem Analysensystem 2 (APl 3000 Triple-Quadrupol-Massenspektrometer). Die
lonisierungsspannung betragt bei ESI" -4500 V und bei ESI® 5000 V. Umschalt-
(settling time) und Verweilzeit (dwell time) betragen 700 bzw. 100 ms. Die

numerischen Gaseinstellungen betragen Nebulizer Gas = 15, Curtain Gas = 12 und
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Collision Gas = 6. Zur exakten Quantifizierung ist eine gewichtete Matrix-Kalibration
(1/x) notwendig. Die Auswertung erfolgt mittels Analyst™. In Tabelle 6-4 sind die
MS/MS - Messbedingungen zusammengefasst.

Tabelle 6-4: MS/MS-Einstellungen zur Bestimmung von sieben Zytostatika.

ot @ Qs DP EP CE CXP
[amu] [amu] [V] [V] [eV] [V]

& Eluorouracil Q 129 42 50  -350  -28 5
Vv 129 59 50  -350  -28 5

- Q 266 248 .31 190 -26 17
Chlorambucil Vv 266 194 -31 190  -28 17
. Q 261 140 31 60 31 10
Cyclophosphamid ;554 533 34 60 23 16
. Q 244 112 16 120 19 8
Cytarabin V 244 95 16 120 59 8
Docetaxel’ Q 830 549 100 330 35 38
V 830 248 100 330 45 18

. Q 589 229 16 130 21 16
Etoposid Vv 589 185 16 130 47 12
o Q 264 112 56 280 27 8
Gemcitabin v 264 95 56 280 59 6
fostamid Q 261 92 36 200 37 8
v 261 154 36 200 33 10

Q 453 324 56 -300  -30 -23

Methotrexat Vv 453 174 56  -300  -46 23
3 Q 876 308 100 310 43 18
Paclitaxel v 876 591 100 310 35 36

' Q/V: MRM zur Quantifizierung bzw. Verifizierung.
2 Messung der Dihydroxyverbindung nach Hydroyse von Chlorambucil in Q.
% Selektion des Natrium-Addukts in Q;
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6.1.4 Bestimmung von Antibiotika und Zytostatika in Toilettenabwéassern

Zur Kontrolle der Wirksamkeit des Behandlungsverfahrens ist die Anwendung einer
einfachen und robusten Multi-Methode ohne aufwandige Probenvorbereitung
notwendig. Nach Filtration durch einen 0,45 ym Celluloseacetat-Spritzenfilter werden
20 uL der Probe direkt mittels LC-MS/MS (Analysensystem 2) analysiert. Die
chromatographische Trennung erfolgt mit einem 0,1 % Ameisensaure enthaltenden
Wasser-Acetonitril-Gradienten (Tabelle 6-5) auf einer 125x3 mm Nucleodur 100-5
C18 ec HPLC-Saule mit einer Flussrate von 400 pyL/min bei 30°C. Nach lonisierung
mittels TurbolonSpray® bei 500°C erfolgt die Messung in drei Zeitfenstern sowohl im
positiven und negativen MRM-Modus mit Polaritatswechselzeiten (settling time) und
Verweilzeiten (dwell time) von 700 bzw. 100 ms. Die numerischen Gaseinstellungen
betragen Nebulizer Gas = 15, Curtain Gas = 12 und Collision Gas = 6. Zur
Quantifizierung ist eine gewichtete Matrix-Kalibration (1/x) notwendig. Zur
Empfindlichkeitssteigerung wird die Analyse der 15 Substanzen in drei Zeitfenster
unterteilt und auf die Messung eines zweiten MRM-Ubergangs verzichtet. Zur
Bestimmung von unbekannten Proben sollte ein zweiter Massenlbergang zur
Verifizierung hinzugefugt werden. Bei niedrig konzentrierten Proben ist ggf. die
Aufkonzentrierung mittels Festphasenextraktion notwendig. Ein
Beispielchromatogramm ist in Kapitel 5.6.2 (Abbildung 5-26) dargestellt.

Tabelle 6-5: HPLC-Gradient zur Bestimmung von Antibiotika und Zytostatika.

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B’
[min] [%] [%]

0 95 5

2 95 5

12 50 50

15 50 50

16 95 5

20 95 5

* Mobile Phase A: 0,1 % HCOOH in H,O, Mobile Phase B: 0,1 % HCOOH in ACN.
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Tabelle 6-6: MS/MS-Einstellungen und Nachweisgrenzen (s/n = 3:1) der Analyse-
methode fur die Untersuchung von Zytostatika und Antibiotika.

Qi Qs DP FP CE CXP  NWG
[amu]  [amu] [V] [V] [eV] [VI  [ng/mL]

5-Fluorouracil 129 42 -50 -350 -28 -5 0,5
Amoxicillin 366 208 46 310 19 14 2

Cefuroxim 423 207 -51 -320 -18 -15 0,5
Chlorambucil* 266 248 -31 -190 -26 -17 0,5
Chloramphenicol 321 152 -76 -330 -24 -17 0,5
Ciprofloxacin 332 289 56 340 27 24 2

Cyclophosphamid 261 140 31 60 31 10 0,2
Cytarabin 244 112 16 120 19 8 0,5
Etoposid 589 229 16 130 21 16 2

Ifosfamid 261 92 36 200 37 8 0,2
Methotrexat 453 324 -56 -300 -30 -23 0,5
Ofloxacin 362 318 61 340 27 24 2

Penicillin V 349 208 -56 -350 -14 -17 1

Sulfamethoxazol 254 156 71 350 23 12 0,5
Trimethoprim 291 261 56 320 35 20 0,2

* Messung der Dihydroxyverbindung nach Hydroyse von Chlorambucil.
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6.2 AOP - Versuche

6.2.1 Aufbau der Versuchsanlagen

Fir die Untersuchungen zum Abbau von Antibiotika und Zytostatika mittels
erweiterter Oxidationsverfahren (AOP) standen die in Kapitel 4.2.2 aufgefuhrten
Versuchsanlagen zur Verfligung. Nachfolgend sind diese nochmals detailierter
Dargestellt. In der Laboranlage wurde mit Quecksilber-Niederdruck- und Quecksilber-
Mitteldruck-Strahlern der Fa. Heraeus gearbeitet. Die genaue Charakterisierung der

beiden UV-Strahler ist in Abbildung 6-1 angegeben.
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Abbildung 6-1: Strahler und Laborreaktor der Fa. Heraeus sowie Emissionsspektren
der beiden Strahler.

oben: TQ 150 Hg-Md-Strahler, P = 150 W, Strahlungsfluss: 6,2 W UV-C, 3,6 W UV-B, 4,5 W UV-A;
unten: TNN 15/32 Hg-Nd-Strahler, P = 15 W, Strahlungsfluss: 3 W (254 nm).

Zur Bestimmung von Abbaukinetiken ist es notwendig, den Laborreaktor mit einer

externen Temperierung auszustatten. Das Volumen des Gesamtsystems erhoht sich
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hierdurch auf ca. 1,1 L. Das Volumen des Reaktionsteils betragt bei den Versuchen
mit dem Mitteldruckstrahler 800 mL und mit dem Niederdruckstrahler 950 mL. Fur
Versuche mit hoheren Volumina wird ein zusatzlicher Vorratsbehalter mit einem
maximalen Volumen von funf Litern an die Laboranlage angeschlossen. In Abbildung

6-2 ist die in dieser Arbeit verwendete Laborversuchsanlage schematisch dargestelit.

............ Niederdruck-

Warme- .. Vorrats- - -
tauscher - - - behélter - -

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ -8+ 950 ml

h rihrer
Thermostat

rihrer

Abbildung 6-2: Schematische Darstellung der Laborversuchsanlage.

Zur Auslegung einer Pilotanlage wurden orientierende Versuche mit zwei
technischen Durchflussreaktoren der Fa. UMEX durchgefuhrt. In Abbildung 6-3 ist die
verwendete  halbtechnische Anlage mit dem  Vakuum-UV-Quecksilber-
Mitteldruckstrahler ABOX®MS 2 dargestellt. Die detailierten Spezifikationen der

verwendeten UV-Strahler sind in Tabelle 4-1 zusammengefasst.
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Abbildung 6-3: Halbtechnischer Versuchsanlage zur UV-Oxidation.

Strahler (links) mit Vorratsgefa® und Kiihler der Fa. UMEX. Hg-Md-Strahler: P = 800 W,
UVC 160 W, UVC photochemisch. 48 W, Vreaktor = 375 mL.

Die Versuche zur Ozonisierung wurden mit einem ANSEROS COM-CD-HF 2
Ozongenerator (c = 115g Os/m>, 0,04 Nm*h Volumenstrom, Gaseintrag in den
Laborreaktor Uber eine G3-Glasfritte mit einem Durchmesser von 1 cm) sowie einer
Laboranlage der Fa. WEDECO durchgefiihrt (Spezifikationen: siehe Abbildung 6-4).

Abbildung 6-4: Laborversuchsstand (Blasensaule) zur Ozonisierung der Fa. Wedeco.

Wasservolumen: 4 - 6 L, Gasvolumenstrom: 0,03 m’h, ¢ = 70 g Os/m°, Feed- und Off-Gas-Messung
von O3 zur Bestimmung des Ozonverbrauchs.
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6.2.2 Versuchsdurchfuhrung

Nachfolgend sind flr die Durchfihrung der Laborexperimente die einzelnen
Arbeitsschritte und Probenahmen skizziert. Fur die Versuche mit den
halbtechnischen Anlagen und Ozon mussen ggf. die Zeitintervalle der Probenahme
sowie die anlagenspezifischen Einstellungen verandert werden.

- Thermostat einschalten, Temperatur einstellen (z. B. 30 °C),

- Reaktor mit dem dotierten Abwasser beflllen,

- Schlauchpumpe anschalten (Durchflusseinstellung: 50% —> ca. 180 mL/min),

- Nach ca. 5 Minuten Durchmischung erfolgt die erste Probenahme (Nullwert

bei 0 min), Filtration der Probe Uber einen 0,45 uym Spritzenfilter,
- Zugabe von Wasserstoffperoxid,
- Anschalten der UV-Lampe,

- Vor der Abnahme der Proben Uber den 3-Wege Hahn, etwas Vorlauf in ein
Abfallgefaly laufen lassen. Entnahme der Proben nach 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20,
25, 30, 40, 50, 60, 80 ,100 und 120 Minuten. Alle Proben werden Uber einen
0,45 um Spritzenfilter filtriert.

- Probenahmen vor und nach dem Versuch:

0 Substanzanalytik (LC-MS/MS): 1 mL Autosamplervial
0 Summenparameter: 800 — 1000 mL

o Genotoxizitat: 50 — 100 mL

0 Ruckstellprobe: 100 — 500 mL

- Bis auf die LC-MS/MS-Proben muss enthaltenes Restperoxid in den Proben
nach der oxidativen Behandlung mit Kappazym bis zu einer maximalen
Konzentration von 5-10 mg/L Peroxid zerstort werden. Die Kontrolle erfolgt mit

Teststreifen der Fa. Macherey-Nagel.

- Bis auf die direkt gemessenen LC-MS/MS-Proben werden alle Proben bis zur

Analyse bei — 18 °C gelagert und transportiert.
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6.2.3 Kinetische Auswertung der AOP-Versuche

Zur kinetischen Auswertung der AOP-Versuche kdnnen unterschiedliche Modelle
angewendet werden. Die einfachste Methode ist die Annahme einer Kinetik erster
Ordnung [468-470]. Die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit k erfolgt durch

Integration von Gleichung (1):

dc
-—=k-cC 1
ke @
c t
d—C:—k- dt = InS = k-t = InSe — k-t (2)
5 Co 5 Co c

Wird In%O gegen die Zeit t aufgetragen, so ergibt die lineare Regression eine Gerade

mit der Steigung k. Zur Bestimmung der Halbwertzeit wird c =C7° in Gleichung (3)

eingesetzt. Hieraus ergibt sich fur die Halbwertzeit t Gleichung (4).

c
In— = -k - t 3
nCO (3)

_in2
Kk

Durch die in Abbildung 6-5 dargestellte Auftragung von In (c/co) gegen t kann gezeigt

(4)

T

werden, dass es sich bei fast allen Substanzen um einen Abbau erster Ordnung
handelt. Nur bei den sehr schnell abgebauten Substanzen Cefuroxim (aufgrund zu
weniger Datenpunkte nicht dargestellt) und Etoposid stimmen Annahme und

Experiment nicht Gberein.
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) 0O 5-Fluorouracil
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51 & /- 7,,,,,/,, ————— b oy di e X Trimethoprim
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Abbildung 6-5: Auftragung von In (c/co) gegen t zur Bestimmung der Halbwertzeit bei
Annahme einer Abbaukinetik erster Ordnung.

Hg-Nd-StrahIer, Co (Antibiotika) =1000 IJg/L, Co (Zytostatika) =100 |Jg/|_, V=3 L, T=30 oC, C(HzOz) =2 g/L

Ahnliche Ergebnisse wurden in vergleichbaren Untersuchungen zum Abbau
organischer Schadstoffe mittels oxidativer Verfahren erhalten [431, 471, 472]. Die
Eliminierung von Arzneimittelwirkstoffen kann durch kinetische Ansatze erster

Ordnung also sehr gut beschrieben werden.

Da Cyclophosphamid von den ausgewahlten Substanzen am langsamsten abgebaut
wird und persistent ist, wurden die Experimente zur AOP - Verfahrensentwicklung
anhand der auf das Abwasservolumen normierten Halbwertzeit © [min L™"] von

Cyclophosphamid verglichen und bewertet.
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6.3 Sonstiges

6.3.1 Fragebogen zur Erfassung der Antibiotikaexposition

IUTA_Antibiotika MonitoringFragebogen 22Juli2002 Seite 1 von 3

Fragebogen

zur Erfassung der individuellen Antibiotikaexposition im Rahmen des Forschungsprojektes:

. Vorbereitende Untersuchungen zur Entwicklung von Monitoringverfahren zur Kontrolle der
beruflichen Exposition von Beschdftigten im Gesundheitswesen und in der Landwirtschafi

gegenitber Antibiotika*

Stationsbezogene Codenummer: (wird von IUTA vergeben): Station , Nr.

Alle nachfolgenden Fragen beziehen sich auf den Zeitraum des Monitorings (24.-25.07.2002)

Arbeitszeit:  24.07. :

25.07.:

Titigkeiten in diesem Zeitraum:

Zubereitung:

Zubereitete Antibiotika
(Substanz. Menge, Art der Applikation):

Eingesetzte personliche Schutzausriistung:
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IUTA_Antibiotika MonitoringFragebogen 22Juli2002 Seite 2von 3
Stationsbezogene Codenummer: (wird von IUTA vergeben): Station , Nr.
Applikation:

Verabreichte Antibiotika
(Substanz, Menge, Art der Applikation):

Eingesetzte personliche Schutzausriistung:
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IUTA_Antibiotika MonitoringFragebogen 22Juli2002

Stationsbezogene Codenummer: (wird von IUTA vergeben): Station
Patientenpflege:

Anzahl der versorgten Patienten
unter Antibiotika-Therapie:

Art der Thtigkeit

Seite 3von 3

+ Nr.

Eingesetzte personliche Schutzausriistung:

Sonstiges:

Andere Expositionssituationen
(Abfallentsorgung, Auspacken.
Reinigung, ...)

Besondere Ereignisse
(Freisetzung groferer Substanzmengen,
Spritzer etc.)

(Vorfall, Substanz, Menge)

Haben Sie in den vergangenen 14
Tagen eine Antibiotikatherapie erhalten?

Wenn ja, bitte Praparat und Menge angeben:
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6.3.2 Standardarbeitsanweisung und Probenahmeprotokoll zur

Untersuchung von Zytostatika - Flachenbelastungen

Wischprobenahme Set

zur Untersuchung der Zytostatika - Flichenbelastung

Enthaltene Materialien:

+ 8 PE-Becher mit 3 gefalteten Wischtiichern +  wasserfester Stift

(1 Tuch pro Wischrichtung — s. Abb. unten) +  Handschuhe

4+ ca. 40 mL Probenahmeldsung i
) . + gof Kittel

(VE-Wasser mit verd. HCI auf pH 3 eingestellt)
. +  gof. Schutzbrille
+ 3 PE-Pipetten
) o +  gef. Digitalkamera zur

+ 2 Kihlakkus (bitte vor der Probenahme einfrieren) Dabimentation des

Isolierband Probenahmeflichen

Malband

* +

Dokumentationsblitter und Standardarbeitsanweisung
zur Wischprobenahme

Ersatzmaterialien:

+ 1 PE-Becher mit 3 gefalteten Wischtiichern

+ ca. 10 mL Probenahmelésung
(VE-Wasser mit verd. HCI auf pH 3 eingestellt)

Seite 1 von 4
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IUTA e.V.: Standardarbeitsanweisung und Probenahmeprotokoll fiir Zytostatika-Monitoring (WP-SAA 01)
N

Arbeitsanweisung zur Durchfiihrung von Wischproben:

10.

11.

12.

13.

Dokumentationsblatter ausfiillen.

Probenahmepunkte markieren (siehe Beispielfoto rechts)

und falls moglich fotografieren.

PE-Becher mit wasserfestem Stift beschriften oder etikettieren.

Wischtiicher aus dem ersten PE-Becher herausnehmen und auf den

Deckel der Styroporbox legen.

ca. 1 mL der Probenahmelésung mit der Pipette auf ein Tuch geben.

Probenahmefliche mit dem feuchten Tuch in eine Richtung
gleichmilig abwischen, Tuch 1x falten und quer zur Wischfiront

erneut 1x wischen.

Tuch in den PE-Becher zuriickgeben.

Wischvorgang wie unter 5-7 beschrieben mit den beiden anderen Tiichern

wiederholen, dabei die Wischrichtung variieren:

2. Wischen:

]

—>

3. Wischen:

b ]

+——

1. Wischen:

Alle Tiicher von einer Probenahmeflache in den beschrifteten PE-Becher zuriickgeben.

Handschuhe nach jeder Probenahme wechseln.

Proben sicher verpacken, eingefrorene Gefrierakkus in das Set legen und innerhalb von

24 h gekiihlt verschicken.

Falls méglich, die Fotos der Probenahmeflachen per E-Mail (infof@iuta.de oder
tuerk@iuta.de) oder zusammen mit dem Set als Ausdruck an das TUT A senden.

Markierungen entfernen.

Seite 2 von 4
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IUTA e.V.: Standardarbeitsanweisung und Probenahmeprotokoll fiir Zytostatika-Monitoring (WP-SAA 01)
ta

Probenahmeprotokoll fiir die Wischprobenahme

Auftraggeber:
Adresse

Tel.:
FAX:
E-Mail:

Datum:

Probenahme-Ort:

Probenchmer:

Anzahl der Proben:

Gesuchte Substanz(en):

Verwendetes Verfahren: | Probenahme nach IUTA SAA WP 01 Oja  Onein*
(*anderes Verfahren oder Abweichungen bitte unter Bemerkungen beschreiben)

ProbengefilB:

Lagerung:

Sonstige

Dokumentations-

materialien:

Analysenlabor: Institut fiir Energie- und Umwelttechnik e. V.
Bliersheimer Str. 60
47229 Duisburg
Tel.: 02065/418-179

Bemerkungen:

(ggf. auf der Riickseite oder
auf einem Zusatzblatt
erginzen)

Verschickt am:

Seite 3 von 4
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TUTA e V. Standardarbei

und Probensab

koll for

Probenliste

Nr.

Fliche Gegenstand

Lage im Raum

Material

(WP-SAA 01)

Gribe

Anzahl der | Bemerkungen
Wischtiicher

Seite 4 von 4
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