: VATTERNVARDS
" FORBUNDET

. _SVENSKA MALARENS
MILJOINSTITUTET VATTENVARDSFORBUND

Malarens vattenvardsforbund rapport 2021:2

Vidnerns vattenvdrdsférbund rapport 122
Vitternvardsforbundets rapport 141

LAKEMEDELSRESTER | FISK
FRAN VANERN, VATTERN OCH

MALAREN

Hannes Waldetoft, Bahare Esfahani och Magnus Karlsson
IVL Svenska milj6institutet




Titel

Forfattare

Kontakt
Webbplats

Lakemedelsrester i fisk frdn Vanern, Vattern och Malaren
Hannes Waldetoft, Bahare Esfahani och Magnus Karlsson,
IVL Svenska miljdinstitutet

info@malaren.org

www.malaren.org


www.malaren.org
mailto:info@malaren.org

Innehallsforteckning

Forord...........ucueercueeenneen. 4
Sammanfattning 5
SUMMANY ccuueeeeeeiiiiiiinsceeenestseicsssssnnsasssseesses 7
LT [T T 9
BaKgrund ........ceeeeiooeiinierinnnnrcnnnnicnsnnscssnnsssnssssssesssssssssssosssssssasssssnss 10
Likemedelsrester i vatten fran de stora sj6arna 10
Litteraturgenomgang av forekommande halter i fisk och beskrivna effekter
1
Experimentella fiskforsok 21
[V 3 e T 1] 23
Studieomrade och fiskinsamling 23
Provberedning 23
Kemiska analyser 24
Extraktion av ldkemedel och antibiotika ur fiskleVer.........covneioneccnncenecenecnns 25
Extraktion av hormoner ur fiISKIEVEN .........cccecnccnccecneecesecesneeeriseceseesenes 25
Extraktion av ldkemedel, antibiotika och hormoner ur fiskgalla......c...cccoveoneveeneeee. 25
Analys av lakemedel och antibiotika.......c.ocoeoeirrieneiereire e 26
Utvardering av lakemedel och antibiotikKa ... 26
ANAIYS AV NOMMONET ..ot sbs bbb seen 26
Utvardering av hOIMONET ........ccrrineceineceieesviseseisecesissessieesssessesssseessesessssnesesen 27
(1= T 1 28
Morfometri 28
Uppmatta halter 28
DiSKUSSION....uuciieeiiieiicetiietcneetcnneteneescsnesssastessastesssssessssessssssanes 31
Referenser..........eieiecinneineicecnesnecesnesenncene 34




Forord

Denna rapport ér ett resultat av en provtagningskampanj genomférd un-
der augusti-oktober 2020. Rapporten innehaller aven en litteraturgenom-
gang av andra undersokningar av likemedelsrester 1 fisk, bade nationellt
och internationellt.

Arbetet har utforts i samarbete med IVL och har finansierats av vatten-
vardsforbunden f6r Milaren, Vinern och Vittern och med stéd av
Havs- och vattenmyndigheten (HaV). Ett stort tack riktas till de yrkes-
och sportfiskare som har hjilpt till med insamling av fisk fran Malaren
och Vittern, Medins och Calluna som har samlat in fisk fran Vinern
samt till IVL f6r genomférande av analyser och rapportskrivning.

Ingrid Higermark, Milarens vattenvardstérbund
Sara Peilot, Vinerns vattenvardsforbund
Friederike Ermold, Vitternvirdsférbundet



Sammanfattning

Likemedelsanvindningen ér utbredd, vilket tillsammans med det faktum
att de flesta reningsverk inte ar konstruerade for att avskilja lakemedels-
rester i inkommande spillvatten leder till utslapp av likemedel i vatten-
miljon. Koncentrationer av flertalet likemedel har nyligen pavisats 1 yt-
vatten 1 Vianern, Vittern och Milaren, och en litteraturgenomgang har
gett vid handen att likemedelsrester férekommer i vildfangad fisk. Gene-
rellt sett har halter av ldkemedel i fisk kunnat pavisas framfor allt 1 vat-
tendrag som dr recipienter till reningsverk. Normalt férekommande hal-
ter 4r i spannet ¢j detekterbara till liga ng/g. Litteraturen Gver halter i
fisk fran storre insjoar ar knapphindig. I recipienter med lig spadning av
reningsverkens utgaende vatten forefaller det inte vara ovanligt med rela-
tivt héga koncentrationer av likemedelsrester, 1 en storleksordning som
potentiellt skulle kunna leda till negativa effekter i fisken.

Denna studie ar en uppfoljning till de nyligen utférda matningarna av la-
kemedel i ytvatten i Vinern, Vittern och Milaren, som istillet inriktat sig
pa foérekomst av likemedel i fisk fran dessa sjoar. Abborre, som ir en
vanligt forekommande och dessutom relativt stationir art, valdes som
undersokningsorganism. Fran Vittern undersoktes dessutom réding, vil-
ket 4r en art som r6r sig Gver storre omraden. Proverna undersoktes av-
seende forekomst av 24 likemedel, 15 antibiotika och 3 hormoner.

Resultaten visade pa laga halter likemedel och antibiotika i fisken. Inget
likemedel eller antibiotika fanns i detekterbar halt i nagot av proverna.
Hormoner kunde dock pavisas 1 flertalet av proverna. I abborren frin
Granna (Vittern) fanns det naturliga hormonet 6stron samt det synte-
tiska hormonet 17ua-etinyléstradiol som sparvirde (mellan detektions-
grins och kvantifieringsgrins), i en halt ndgonstans mellan 3,5 och 12
ng/g vv. I samtliga prover frin Milaren fanns kvantifierbara halter av de
naturliga hormonerna 6stron och 173-6stradiol, men inte av 17a-eti-
nyl6stradiol. Dessa lig i spannet 5 till 49 ng/g vv, med maximum upp-
mitt 1 provet fran Visterasfjirden. I Vinern fanns stron och 178-6stra-
diol som spérvirde, nigonstans mellan 1,6 och 5,4 ng/g vv i provet frin
Tors6. Vid 6vriga lokaler 1 Vinern kunde inga hormoner detekteras.
Sammantaget forekom alltsa hogst halter av hormoner i fisken fran Mila-
ren. Det gir dock inte att uttala sig om huruvida de uppmitta halterna ir
tillrickliga for att kunna leda till endokrina storningar 1 fisken.

I de nyligen utférda vattenmaitningarna visade sig Malaren ha sammanta-
get hégst koncentrationer likemedelsrester, nagot som alltsa inte var fal-
let 1 fisken. Det kan naturligtvis vara sa att en skillnad finns i fiskens hal-
ter mellan sjoarna, men denna kunde 1 sé fall inte upptickas eftersom
samtliga prover hade halter av likemedel och antibiotika under analysme-
todens detektionsgrins. Négra skillnader i koncentrationer av hormon
noterades inte 1 sjdarnas ytvatten, sa de hégre hormonhalterna i fisken
fran Milaren kan inte forklaras utifran haltskillnader 1 ytvatten. Med
tanke pa att Milaren mottar utgaende avloppsvatten fran ett storre antal



personekvivalenter, samt har en mindre vattenvolym é4n de andra sj6arna,
forefaller det dock rimligt att hormonerna i fisk fran Milaren skulle
kunna vara hégre av denna anledning.



Summary

Pharmaceuticals are widely used, which in combination with the fact that
most wastewater treatment plants (WWTPs) were not constructed to re-
move pharmaceutical residues leads to emissions to the aquatic environ-
ment. Concentrations of several pharmaceuticals have recently been
found in surface waters in the large lakes of Sweden: Lake Vinern, Lake
Viittern and Lake Milaren, and a literature review has shown that phar-
maceuticals have been found in wild fish. Quantifiable concentrations of
pharmaceuticals in fish are most often found in streams and rivers that
are WWTP recipients. Frequently found levels in fish ranges from not
detectable to low (ng/g). No literature regarding pharmaceuticals in fish
from larger lakes in other areas was found.

In recipients with a low dilution of WWTP effluent water, relatively high
concentrations of pharmaceutical residues can be present, at concentra-
tions that potentially can have a negative impact on fish.

The present study is a follow-up to the measurements of pharmaceuticals
in surface waters from the large lakes but has instead focused on the
prevalence of pharmaceuticals in fish from these lakes. Perch, a common
and relatively stationary species, was chosen as the target organism.
From Lake Vittern, the less stationary char (Salvelinus alpinus) was stud-
ied as well. All samples were analyzed for prevalence of 24 pharmaceuti-
cals, 15 antibiotics and 3 hormones.

The results showed low levels of pharmaceuticals and antibiotics in the
tish. No pharmaceutical or antibiotic could be found at a detectable level
in any of the samples. On the contrary, hormones could be found in sev-
eral samples. In the perch from Grinna (Lake Vittern), the natural hor-
mone estrone and the synthetic 17a-ethinylestradiol were found at trace
levels (between limit of detection and quantification), somewhere be-
tween 3,5 and 12 ng/g ww. In all samples from Lake Milaren, there were
quantifiable levels of the natural hormones estrone and 173-estrone, but
not of 17a-ethinylestradiol. These ranged between 5 and 49 ng/g ww,
with the maximum in the sample from Visterasfjirden Bay. In Lake Vi-
nern, trace levels between 1,6 and 5,4 ng/g ww of estrone and 17§3-es-
trone was found in the sample from Tors6. The other samples from
Lake Vinern had none detectable levels. In general, the highest levels of
hormones were found in the fish from Lake Malaren. Based only on
these measurements of hormones, it cannot be concluded if they have an
endocrine-disrupting effect.

In the recent water concentration measurements, LLake Milaren was
found to have the highest cumulative concentration of pharmaceuticals,
a finding that was not the case in these measurements in fish. However, a
possible lake-wise difference could be present, but since all levels were
below the detection limit, if existing, it could not be found. At this point,
the higher levels of hormones in fish from Lake Milaren in this study



cannot be explained by a corresponding difference in surface water con-
centration. However, regarding the fact that Lake Milaren receives efflu-
ent water from more population equivalents and has a lower water vol-
ume than the other lakes, it seems plausible that fish from Lake Milaren
holds the highest levels of hormones.



Inledning

I takt med att likemedelsforskrivningen generellt 6kat 1 samhallet och det
faktum att avlopps-reningsverk hitintills inte varit konstruerade for att
avskilja likemedelsrester i inkommande spillvatten har farhagor rests att
torekomsten av likemedel 1 akvatiska ekosystem ér ett potentiellt milj6-
problem. Det finns experimentella studier som pekar mot att exponering
tor lakemedelsrester kan fororsaka negativa effekter (Kellner et al., 2015;
Nislund et al., 2017). Det har dven gjorts observationer 1 filt som pekar
mot att det i recipienter med begrinsade utspadningsférhallanden fore-
kommer koncentrationer av likemedel 1 ytvatten av sadan storlek att de
skulle kunna leda till negativa effekter i fisken (Viktor et al., 2021). Sedan
borjan av 2000-talet har det aven genomforts ett antal undersokningar av
torekomsten av likemedel 1 olika vivnader och organ i fisk i olika vatten-
miljéer (Remberger et al., 2009; Woldegeorgis et al., 2007; Brooks et al.,
2005; Huerta et al., 2018). Det har visat sig att det framférallt nedstréms
reningsverk kan férekomma detekterbara halter (Brooks et al., 2005; Hu-
erta et al., 2018).

Vattenvardsforbunden i Malaren, Vinern och Vittern har under senare
ar gemensamt undersokt forekomsten av likemedel och andra organiska
féreningar i sjdarnas vattenmassor (Malnes et al., 2021). Resultaten vi-
sade att likemedel fran flera olika terapeutiska grupper (3-blockerare,
smirt-stillande, psykofarmaka m.fl) dr vanligt férekommande i de tre sj6-
arnas ytvatten. Som en uppfoljning av denna studie har IVL Svenska
Miljoinstitutet (IVL) erhallit uppdraget att underséka den eventuella £6-
rekomsten av detekterbara nivaer av likemedel i fisk frin de tre sjbarna.
Som indikatorart valdes den allmint férekommande och férhéllandevis
stationdra arten abborre (Perca fluviatilis). I Vittern analyserades dven av
den fOr sjon karaktiristiska arten réding (Salvelinus alpinus). Arbetet re-
dovisas 1 foreliggande rapport som ar tudelad. Forst fljer en genomgang
av den vetenskapliga litteraturen 6ver férekommande halter i fisk och be-
skrivna effekter dirav. Direfter redovisas och diskuteras uppmitta halter
av likemedel inkluderande antibiotika och hormoner i den provtagna fis-
ken som inhdmtats fran olika delar av sjoarna.



Bakgrund

Lakemedelsrester i vatten fran de stora
sjoarna

Baserat pa provtagningar utférda mellan sommaren 2019 och sommaren
2020 genomfordes en kartligening av forekomsten av miljoféroreningar
1 de tre stOrsta svenska sjoarna: Vinern, Vittern och Malaren (Malnes et
al, 2021). Kartldggningen undersokte ytvatten i sjilva sjoarna, samt tillrin-
nande vattendrag och utlopp. Av sammanlagt 114 undersokta amnen var
73 likemedel. Bland dessa fanns vanligt forekommande likemedel inom
flera terapeutiska grupper: smartstillande, beta-blockerare, antidepressiva,
antipsykotiska, antibiotika, med flera. Aven hormoner analyserades.

Resultaten visade pa att flertalet likemedel ar vanligt férekommande i de
undersokta sjoarnas ytvatten och tillhérande vattendrag. I Vinern note-
rades foljande likemedel 1 samtliga prover fran sjon och vattendragen:
metoprolol (beta-blockerare), karbamazepin (antiepileptika), lamotrigin
(antiepileptika), bikalutamid (antiandrogen), fexofenadin (antihistamin),
koffein (stimulant) och desvenlafaxin (antidepressiv).

I Vittern férekom foljande dmnen i samtliga prover fran sjon samt vat-
tendragen: nikotin (stimulant), metoprolol, karbamazepin, cetirizin (anti-
histamin), lamotrigin, metmorfin (antidiabetika), bikalutamid, koffein och
desvenlafaxin.

I Milaren férekom foljande damnen 1 samtliga prover fran sjén samt vat-
tendragen: karbamazepin, fexofenadin, koffein, lidokain (lokalanestetika)
och desvenlafaxin.

Overlag var antalet detekterade imnen hogre i vattendragen 4n ute i sj6-
arna. Exempelvis i Vittern var detektionsfrekvensen minst 50% foér 63
dmnen 1 vattendragen, medan motsvarande antal i sj6n var 25. I Vinern
noterades de hogsta kumulativa koncentrationerna (ackumulerat ver te-
rapeutiska grupper) i recipienter till utgaende vatten fran reningsverk. I
Milaren hade provplatser nirmare titbebyggda omraden hégre koncent-
ration av beta-blockerare, antidepressiva, analgetika och diuretika jamfort
med mindre urbaniserade omraden.

Studien provtog ocksa pa olika djup (0,5 och 30 meter) i sjdarna for att
underséka eventuella gradienter i koncentrationer. Ingen tydlig djupfor-
delning kunde pavisas. De olika dmnesgrupperna férekom i ungefirligen
samma koncentration oavsett djup. I Vittern verkade det dock som att
diuretika férekom i hogre koncentrationer pa hégre djup, samt att in-
flammatoriska férekom i hégre koncentrationer i ytproverna.
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En jimforelse av de kumulativa koncentrationerna (ackumulerade per te-
rapeutisk grupp) visade att dessa var hogst i Malaren, med ca 2-8 ggr
hogre koncentrationer dn i Vinern. Sjon med ligst kumulativa koncent-
rationer var Vittern. I tillrinnande vattendrag samt in och utgiende av-
loppsvatten kunde inte skillnader i kumulativa koncentrationer mellan
sjoarna noteras.

For amnena ciprofloxacin, diklofenak, 17-a-etinylostradiol och 17-3-
ostradiol finns miljokvalitets-normer framtagna. Normen for 17-3-6stra-
diol 6verskreds vid flera tillfillen och platser. Overlag var det svart att
jimfora koncentrationen av hormoner mot miljokvalitetsnormen da
kvantifierings-gransen ¢verskred denna.

Litteraturgenomgang av férekommande
halter i fisk och beskrivna effekter

En litteratursammanstillning 6ver likemedelsrester i fisk har genomforts
(tab.1). Studier innehéllande haltmitningar av likemedelsrester i vild-
fangad fisk var av intresse. Tabellen innehaller ett urval av ett antal vanli-
gen salda och undersokta amnen.

Den 6vervagande majoriteten av de studier som hittats har undersokt
fisk fran vattendrag som dr recipienter till reningsverk. Vieno et al, (2017)
redovisar dock mitningar i fisk fran olika delomraden i Ostersjon.
Subedi et al (2011;2012) innehaller bland annat matningar i braxen fran
Belauersjon (Schleswig-Holstein, Tyskland). Denna sjé mottar dock inte
vatten fran nagot reningsverk, och den har en area pd endast 1,13 km2. 1
litteraturgenomgangen har nagra studier om férekomst av likemedelsres-
ter 1 fisk fran storre insjoar har inte hittats.

Virdena i tabellen ir antingen angivna som medelvirde+SD, medel-
virdet95%-CL, (min-max) eller maximum. Syftet har varit att redovisa
ungefirligen i vilken storleksordning likemedlen forekommer 1 fisk. For
en tydligare genomging av fangstplatser, antal prov med kvantifierbat/
detekterbar halt, metodik etc. hanvisas lisaren till originalpublikation-
erna. I vissa studier redovisades halten endast f6r de prover som haft
kvantifierbar saidan. Det betyder att minimihalten ar angiven som den
ldgsta halten i de prover som haft kvantifierbar halt. I vissa studier har
alla prover medtagits, varfér minimum kan vara angivet som “nd= no
detect”. I Karlsson & Viktor, (2014) ir koncentrationen angivna som
ng/galla. Det innebir mingden likemedel dr uppmatt i ett gallprov av ¢j
bestimd mingd. Detekterbara koncentrationer ger da en fingervisning
om att lidkemedelsrester forekommit, men den exakta koncentrationen 4r
oklar. Vissa halter dr angivna pad vatviktsbasis (vv) och vissa som torrsub-
stans (ts). Mellan dessa skiljer det vanligtvis ca en faktor fyra, med hogre
halt om den riknas som torrsubstans.
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Sammanstallningen visar pa att det inte sillan férekommer detekterbara
halter av lakemedelsrester 1 fiskens muskel, blodplasma, lever, galla och
hjarna. Storleksordningen pa halterna ligger nistan genomgaende i span-
net ¢j detekterbar till liga ng/g. De psykofarmaka som hir redovisas har
funnits i spannet ¢j detekterbar till dryga tiotalet ng/g. Beta-blockerarna
metoprolol och propranolol aterfanns i spannet ej detekterbar till strax
under 1 ng/g. For antibiotikan noteras hogte halter i Liu et al, (2018).
Den studien undersokte halter 1 fisk fangad utanfér Gula flodens myn-
ning (Kina). Sulfamethoxazole uppmittes dock i dryga 50 ng/g vv i
flundra fran den svenska vistkusten, och ciprofloxacin uppmattes i en
halt strax under 10 ng/g vv i torsk fingad utanfér Kalmar och Géteborg
(Vieno et al, 2017). De smartstillande dmnena aterfanns mestadels i icke
detekterbar till liga ng/g. I Katlsson & Viktor, (2014) uppmattes Ibupro-
fen i 38 ng/galla i ett prov, men denna halt tolkas forsiktigt i och med att
en inte helt bestimd mangd galla analyserades. Samtliga undersoka hor-
moner (Ostron, 178-6stradiol och 17a-etinylostradiol) uppmiattes i span-
net ¢j detekterbar till nigra enstaka ng/g.

Tabell 1. Sammanstéllning av lakemedelsrester i fisk. Avser ett urval av vanligt
forekommande likemedel. nd=no detect, MDL=statistiskt harledd kvantifi-
eringsgrans, LOD=detektionsgrins och LOQ=kvantifieringsgrdns. Koncentration
angedd som (x-y) avser min- och maxvarden, (x (y)) avser medel(x) och maxi-
mum(y). Endast ett varde innebar maximum. xty avser medel(x) och standard-
avvikelse(y). I de fall en svensk 6versattning av en art inte funnits har det la-
tinska namnet angivits. WWTP=wastewater treatment plant/avloppsrenings-
verk.

Amne Art Matris Hal | En | Provpunkt Referens
t he
t
B-block-
erare
Meto- Lepomis sp. muskel nd ng | nedstroms Ramirez et
prolol /9 | WWTP al, 2007
ts
ej angiven muskel nd ng | nedstroms Huerta et
/9 WWTP al, 2018
ts
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q /9 nedstroms 2011
w | WWTP
multe lever <LO | ng | kustlagun Moreno-
D /9 Gonzales
ts etal, 2016
multe muskel 0,7 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
svart smorbult muskel nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts etal, 2016
Propra- Lepomis sp. muskel nd ng | nedstroms Ramirez et
nolol /9 WWTP al, 2007
ts
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svartabborre muskel 04 ng nedstroms Huerta et
04) | /9 | WWTP al, 2018
ts
Lepomis megalotis blod- nd g | nedstroms Du et al,
plasma /L WWTP 2014
multe lever nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts etal, 2016
multe muskel 0,5 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
svart smorbult muskel nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
abborre galla <LO | ng | insjo/kustom- Karlsson &
D /9 rade Viktor,
all 2014
a
abborre galla <LO | ng | insjo Viktor et al,
D /9 2014
all
a
Psyko-
farmaka
Ci- vit sugkarp hjarna 0,07 | ng | nedstroms Schultz et
talopram +0, /9 WWTP al, 2010
08 ts
svartabborre, gul muskel 1,2 ng | nedstrdms Huerta et
abborre, vit sugkarp 22 | /g WWTP al, 2018
ts
abborre - <0, ng urban, referens Woldegior-
3- /9 och nedstréms gis et al,
<0, | w | WWTP 2007
5
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q /9 nedstroms 2011
w | WWTP
guldfisk blod- 0,04 | ng | sumpmark Muir et al,
plasma - /9 2017
0,16 | wv
karp blod- nd ng | sumpmark Muir et al,
plasma /9 2017
w
tjurhaj blod- 040 | ng | referens och Gelsleich-
plasma + /m | nedstroms ter &
0,06 | I WWTP Szabo,
2013
multe lever nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts etal, 2016
multe muskel - ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
svart smorbult muskel - ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
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Diazepa braxen muskel nd ng | insjo och flod Subedi et
m /9 al, 2011
w
rébalo muskel 1,9 ng | nedstroms Huerta et
(1,9 | /g WWTP al, 2018
ts
abborre - <LO | ng | urban, referens | Woldegior-
D /9 samt nedstroms | gis et al,
w | WWTP 2007
guldfisk blod- nd ng | sumpmark Muir et al,
plasma /9 2017
wW
karp blod- nd ng | sumpmark Muir et al,
plasma /9 2017
wW
Pleuronichthys ver- lever 23- | ng | Kustomrade Maruya et
ticalis 110 | /9 al, 2012
wW
multe lever nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts etal, 2016
multe muskel 18 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
svart smorbult muskel 35 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
Fluoxetin | vit sugkarp hjarna 0,6 ng | nedstroms Schultz et
+ /9 | WWTP al, 2010
0,6 ts
dvargmal, Do- hel fisk nd- | ng | hamnomrade Chu &
rosoma Cepedia- 1,02 | /g Metcalfe,
num, vitabborre w 2007
Lepomis sp. muskel nd ng | nedstroms Ramirez et
/9 | WWTP al, 2007
\A%
> hjarna 1,58 | ng | nedstroms Brooks et
+ /9 | WWTP al, 2005
074 | ts
> lever 1,35 | ng | nedstroms Brooks et
+ /9 | wwrtp al, 2005
065 | ts
*x muskel 0,11 | ng | nedstréms Brooks et
+ /9 | WWTP al, 2005
003 | ts
abborre - <LO | ng | urban, referens Woldegior-
D /9 samt nedstroms | gis et al,
w_ | WWTP 2007
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
D- /9 nedstroms 2011
6,7 w | WWTP
Lepomis megalotis blod- nd pg | nedstroms Du et al,
plasma /L WWTP 2014
guldfisk blod- 0,15 | ng | sumpmark Muir et al,
plasma | - /9 2017
040 | w
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karp blod- nd ng | sumpmark Muir et al,
plasma /9 2017
w
tjurhaj blod- nd ng | referens och Gelsleich-
plasma /m | nedstréoms ter &
| WWTP Szabo,
2013
al ej angi- 4,0 ng | Askerofjorden Vieno et al,
ven /g | och Kattegatt 2017
wW
Oxazepa | abborre - <LO | ng | urban, referens | Woldegior-
m D /9 samt nedstroms | gis et al,
w_ | WWTP 2007
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q- /9 nedstroms 2011
9,6 wW WWTP
abborre muskel 0,39 | ng | Fyrisén Brodin et
-13 | /g al, 2013
wW
abborre galla 0,18 | ng | insjo/kustom- Karlsson &
-54 | /g | rade Viktor,
all 2014
a
abborre galla 025 | ng | insjo Viktor et al,
- /9 2014
0,39 | all
a
abborre galla 0,1- | ng | Kéappala och Vieno et al,
0.5 /9 | Géliné 2017
wW
al ej angi- 7,0 ng | Askerofjorden Vieno et al,
ven /9 och Kattegatt 2017
wW
Sertralin vit sugkarp hjarna 15 ng | nedstroms Schultz et
+0, /9 WWTP al, 2010
5 ts
Lepomis sp. Muskel nd ng | nedstroms Ramirez et
/9 | WWTP al, 2007
wW
o hjarna 4,27 | ng | nedstroms Brooks et
+ /9 | WWTP al, 2005
1,4 ts
*k lever 3,59 | ng nedstroms Brooks et
+ /g9 | WWTP al, 2005
1,67 | ts
* muskel 0,34 | ng | nedstréms Brooks et
+ /9 | WWTP al, 2005
0,09 | ts
vit sugkarp muskel 171 | ng | nedstréms Huerta et
17, | /g WWTP al, 2018
1) ts
abborre - <LO | ng | urban, referens | Woldegior-
D /9 och nedstréoms gis et al,
w | WWTP 2007
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q- /9 nedstréms 2011
14 w_ | WWTP
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Lepomis megalotis blod- nd Mg | nedstroms Du et al,
plasma /L WWTP 2014
guldfisk blod- 0,04 | ng | sumpmark Muir et al,
plasma | - /9 2017
0,11 | w
karp blod- 0,04 | ng sumpmark Muir et al,
plasma - /9 2017
0,13 | w
tjurhaj blod- 048 | ng | referens och Gelsleich-
plasma + /m | nedstrébms ter &
0,10 | | WWTP Szabo,
2013
multe lever nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
multe muskel nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts etal, 2016
svart smorbult muskel nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts etal, 2016
abborre galla <LO | ng | insjo/kustom- Karlsson &
D- /g | rade Viktor,
0,70 | all 2014
a
abborre galla <LO | ng | insjo Viktor et al,
D /9 2014
all
a
abborre galla 07 ng | utanfor Vieno et al,
/9 Kappalaverket 2017
v
Smart-
stillande
Diclo- vit sugkarp muskel 0,7 ng | nedstroms Huerta et
fenac /9 | WWTP al, 2018
ts
abborre muskel, <LO | ng | referens och Remberger
lever D /9 nedstroms et al, 2009
och galla w | WWTP
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q /9 nedstréoms 2011
w | WWTP
Lepomis megalotis blod- nd Mg | nedstroms Du et al,
plasma /L WWTP 2014
multe lever 2,2 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts etal, 2016
multe muskel 1,3 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
svart smorbult muskel nd ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
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abborre galla 2,4 ng | insjo/kustom- Karlsson &
/9 rade Viktor,
all 2014
a
abborre galla 19- | ng | insjo Viktor et al,
71 | /9 2014
all
a
abborre galla 05- | ng utanfor Vieno et al,
52 /9 Kappala. 2017
w
Ibupro- Lepomis sp. muskel nd ng | nedstroms Ramirez et
fen /9 WWTP al, 2007
w
abborre muskel, <LO | ng | referens och Remberger
lever D /9 nedstroms el al, 2009
och galla w_ | WWTP
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q /9 nedstroms 2011
vV WWTP
guldfisk blod- nd ng | sumpmark Muir et al,
plasma /9 2017
w
karp blod- 4,67 | ng sumpmark Muir et al,
plasma - /9 2017
4,67 | w
abborre galla 1,6- | ng | insjo/kustom- Karlsson &
38 /9 rade Viktor,
all 2014
a
abborre galla <LO | ng | insjo Viktor et al,
D /9 2014
all
a
abborre galla 24 ng | utanfor Vieno et al,
/9 Kappalaverket 2017
w
Paraceta- | abborre muskel, <LO | ng | referens och Remberger
mol lever D /9 nedstréms el al, 2009
och galla w | WWTP
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q /9 nedstroms 2011
W WWTP
Ovriga
Caffeine abborre - <LO | ng | urban, referens | Woldegior-
D /9 samt nedstrédms | gis et al,
Y WWTP 2007
Lepomis megalotis blod- nd Mg | nedstroms Du et al,
plasma /L | WWTP 2014
guldfisk blod- 147 | ng | sumpmark Muir et al,
plasma - /9 2017
1,57 | w
karp blod- 1,58 | ng | sumpmark Muir et al,
plasma - /9 2017
5,05 | w
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Alvares-

multe muskel 1,6 ng | flodmynning
+ /9 (kommersiellt Mufos et
0,5 ts fiskeomrade) al, 2015
multe muskel 33 ng | flodmynning Alvares-
+ /9 (nedstroms Mufos et
0,9 ts WWTP) al, 2015
flundra muskel 26,5 | ng | flodmynning Alvares-
+ /9 Mufos et
24 ts al, 2015
Carba- Lepomis sp. muskel 0,83 | ng | nedstroms Ramirez et
mazepin - /9 WWTP al, 2007
144 | w
braxen muskel nd ng | insjo och flod Subedi et
/9 al, 2011
wW
svartabborre, 6ring- muskel 3,0 ng nedstroms Huerta et
abborre, gul ab- 82 | /g WWTP al, 2018
borre, vit sugkarp ts
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q /9 nedstroms 2011
"\ WWTP
braxen muskel <LO | ng | flod Subedi et
D /9 al, 2012
wW
Lepomis megalotis blod- 41 Mg | nedstroms Du et al,
plasma + /L WWTP 2014
3.8
multe lever 2,6 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al, 2016
multe muskel 6.3 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts etal, 2016
svart smorbult muskel 04 ng | kustlagun Moreno-
/9 Gonzales
ts et al ,2016
abborre galla <LO | ng | insjo/kustom- Karlsson &
D /g | rade Viktor,
all 2014
a
abborre galla <LO | ng | insjo Viktor et al,
D /9 2014
all
a
antibio-
tika
Ci- abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
profloxa- Q /9 nedstroms 2011
cin w | WWTP
* galar 10 ng | havsbukt Liu et al,
/9 2018
ts
* muskel 6,4 ng | havsbukt Liu et al,
/9 2018
ts

18




* njure 50 ng | havsbukt Liu et al,
/9 2018
ts
* lever 45 ng | havsbukt Liu et al,
/9 2018
ts
torsk ej angi- 7,0- | ng | Ostersjon Vieno et al,
ven 8,5 /9 2017
wW
Sulfamet | Lepomis sp. Muskel nd ng | nedstréms Ramirez et
hoxazol /9 WWTP al, 2007
wW
abborre muskel <LO | ng | referens och Kaj et al,
Q- /9 nedstroms 2011
13 vV WWTP
Lepomis megalotis blod- nd Mg | nedstréms Du et al,
plasma /L WWTP 2014
* galar 110 | ng | havsbukt Liu et al,
/9 2018
ts
* muskel 40 ng havsbukt Liu et al,
/9 2018
ts
* njure 89 ng | havsbukt Liu et al,
/9 2018
ts
* lever 85 ng havsbukt Liu et al,
/9 2018
ts
flundra €j angi- 51 ng | Askerofjorden Vieno et al,
ven /g | och Kattegatt 2017
w
Hormo-
ner
17B- lax, havsabborre, muskel 0,81 | ng | koptimatbutik | Azzouz et
ostradiol sjotunga -1.6 | /g al, 2011
(E2) ts
multe muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 (kommersiellt Mufios et
ts fiskeomrade) al, 2015
multe muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 (nedstroms Mufios et
ts WWTP) al, 2015
flundra muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 Mufos et
ts al, 2015
17a-eti- tjurhaj blod- 2,32 | ng | referens och Gelsleich-
nylostra- plasma t /m | nedstréms ter &
diol (EE2) 145 | | WWTP Szabo,
2013
multe muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 (kommersiellt Mufios et
ts fiskeomrade) al, 2015
multe muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 (nedstroms Mufios et
ts WWTP) al, 2015
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flundra muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 Mufos et
ts al, 2015
Ostron lax, havsabborre, muskel 0,52 | ng | koptimatbutik | Azzouz et
(ED sjétunga -13 | /g al, 2011
ts
multe muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 (kommersiellt Mufos et
ts fiskeomrade) al, 2015
multe muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 (nedstroms Mufos et
ts WWTP) al, 2015
flundra muskel <M | ng | flodmynning Alvares-
DL /9 Mufos et
ts al, 2015

*Acanthogobius hasta, Platycephalus indicus, Cymoglossus robustus, Konosirus punctatus, Liza
haematocheilus, Lateolabrax maculatus och Pampus argenteus. ** blagélad solabborre, prickig
dvargmal och svart solabborre.

For vissa av likemedlen har studier av effekter pa fisk gjorts. I en studie
av hur abborre paverkades av olika doser oxazepam noterades beteende-
storningar redan vid doser (hir 1,8 pg/L) som inte 4r ovanliga i ytvatten
som idr recipienter till reningsverk (Brodin et al, 2013). Beteendestorning-
arna innefattade 6kad aktivitet och minskad socialisering. En uppféljande
faltstudie av samma forskargrupp exponerade vilt levande abborre f6r
héga koncentrationer oxazepam for att se om beteendeférindring upp-
stod (Klaminder et al., in prep). Till skillnad fran resultaten i lab-férsoket
syntes inga effekter i faltstudien.

Beteendestorningar syntes ocksa da storspigg (Gasterosteus aculeatus)
exponerades for citalopram i koncentrationerna 0,15 och 1,5 pg/L (Kell-
ner et al, 2015). Stérningarna var dndrat fédobeteende. Antalet attacker
pa bytesorganismer minskade signifikant hos den exponerade fisken. Re-
sultaten 1 Fahlman et al (2020) visade pa att vanligen studerade beteende-
monster av fisk i lab-milj6 inte nédvandigtvis forutsager hur fisken beter
sig 1 sin naturliga milj6.

En studie av njur-histologi i storspigg visade pa att doser av diklofenak
redan i storleksordningen ldga ug/L ger histologiska forindringar (Nas-
lund et al, 2017). Studien fann ocksa att dos-responsmonstret var tydligt
vid 6kande koncentrationer.

I Cerveny et al, 2021 jimfordes koncentrationer av flertalet likemedel i
blod av sotvattensfisk fran England, Tjeckien och Tyskland, mot mot-
svarande koncentration i minniskor som genomgir behandling med re-
spektive lakemedel. Resultaten visade pa att flertalet likemedel, sarskilt
sadana som paverkar det centrala nervsystemet, forekom i saidan kon-
centration 1 fiskens blodplasma att det foérvintas leda till farmakologisk
paverkan 1 fisken. Ndgra likemedel som sarskilt utmirkte sig var flu-
pentixol, haloperidol och risperidon. De undersokta arterna var braxen
(Abramis brama), mort (Rutilins rutilus) och firna (Squalins cephalns).
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Experimentella fiskforsok

I detta avsnitt ges en kort beskrivning av tidigare genomférda studier da
fisk exponerats for utgaende vatten fran kommunala reningsverk (Grabi-
cova et al., 2014; Gunnarsson et al., 2009; Lundstrom et al., 2010; Pohl et
al., 2018). Bade Gunnarsson et al (2009) och Lundstrém et al (2010) ge-
nomférdes i samband med att sex olika reningstekniker av avloppsvatten
testades vid reningsverket i Hammarby sjéstad.

I samtliga studier har fisk (fiskembryon i Lundstrém et al., 2010) expone-
rats for hoga koncentrationer avloppsvatten. I Grabicova et al., 2014 ex-
ponerades regnbagslax (Oncorhynchus mykiss) under 13 dagar f6r 100%
koncentrerat utgaende vatten fran Ryaverken i Goteborg. Efterféljande
analys undersokte halter av citalopram, fluoxetin, sertralin och venlafaxin
1 matriserna lever, hjirna, blodplasma och muskel. I kontrollgruppen,
som levt i kranvatten, kunde inga likemedel detekteras i ndgon av matri-
serna. I den exponerade fisken detekterades inte flouxetin i nagon av ma-
triserna, och i muskel detekterades inget likemedel. Hjirna och lever var
de matriserna med hogst detektionsfrekvens. Hogst halter citalopram
och venlafaxin var i levern, med halter pa 12 + 5 ng/g (18/20) respektive
21 + 11 ng/g (20/20). I hjirna uppmittes den hogsta halten sertralin pa
9,4 + 3,8 ng/g (13/20). Parenteser anger detektionsfrekvensen.

Gunnarsson et al (2009) jaimforde genuttryck relaterade till férekomst av
Ostrogenlika dmnen och morfologiska index (konditionsfaktor, leverso-
matiskt index, hjirtsomatiskt index och gonadsomatiskt index) 1 regn-
bagslax som levt i sex olika typer av avloppsvatten, bland annat ozonbe-
handlat. Pa grund av tillfilligt 6kad klorhalt i kranvattnet dog dock en be-
tydande andel av fiskarna 1 kontrollgruppen, och klorets paverkan pa
genuttryck och morfologiska index var okant, varfoér inga siakra jamforel-
ser kunde goras mot kontrollgruppen.

I Lundstrém et al., 2010 underséktes bland annat embryotoxicitet hos
embryon av zebrafisk (Danio rerio). De parametrar som mattes i em-
bryoférsoket var; 6gonens utveckling, spontan rorelse, cirkulation, 6dem,
hjirtslag, pigmentation, otoliternas utveckling, hjirtfrekvens och mortali-
tet. Hilften av replikaten exponerades under 144 timmar (istillet f6r 48),
och dessa undersoktes avseende ryggradsdeformation, klickning och
klackningstid. Klackningstiden forlingdes signifikant for vattentyperna
(C) och (Cs) jamtort med referensgruppen. Den 6vergripande slutsatsen i
studien vara att det inte forelag nagra betydande biologiska effekter mel-
lan de olika typerna av avloppsvatten.

I Pohl et al., 2018, testades, vid ett reningsverk i Knivsta kommun, ozon-
renings férmaga att oxidera likemedelsrester samt dess paverkan pa fisk-
hilsa. Ettarig zebrafisk exponerades f6r ordinarie utgaende vatten, ordi-
narie+ozon samt med kolfiltrerat kranvatten (kontrollgrupp). Dessutom
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mittes koncentrationer av likemedel 1 utgdende vatten fran ordinarie re-
ningsprocess samt efter ozonbehandlingen.

En uppsittning biomarkdrer mittes i fisken. Vid lekfoérsok studerades fe-
kunditet (dggproduktion) och toxicitet mot embryo/yngel frin avkomma
fran exponerade forildrafiskar. Larvernas och de vuxna individernas r6-
relse studerades genom att mita den stricka de forflyttade sig. En
histopatologisk undersékning gjordes av gonaderna. Leverprover analy-
serades for specifika biomarkorer som ger utslag nir fisken exponeras
for 6strogenliknande amnen och aromater. Induktion av VI'G-2, Era
som indikerar en endokrin stérning och CYP1A1 som ér kopplad till av-
giftningssystemet P 450 i levern.

Mitningarna av koncentrationen likemedelsrester visade pa att ozonbe-
handlingen 1 snitt reducerade likemedlen med 77% jamfért med ordina-
rie rening. Av de 24 likemedel som fanns i detekterbar koncentration 1
ordinarie vatten, minskade koncentrationen av 13 av dessa till ej detek-
terbar niva. Studiens malvirde pa 80% reducering naddes inte, vilket ar-
gumenterades bero pé en férhillandevis liag ozondos i foérhallande till
mingden organiskt material i avloppsvattnet.

Biomarkorerna i exponerad fisk visade pa att gulesicksproteinet VIG-2
(vitellogenin) 6kade i fisken exponerad f6r ozonbehandlat avloppsvatten.
Detta kan bero pi att ozoneringen lett till avkonjugering/ omvandling av
hormoner eller hormonliknande substanser vilket skapat ett avloppsvat-
ten med mer potent 6strogen effekt pa fisk.

Viktor et al (2021) exponerade 6ringsmolt f6r utgaende vatten, kolfiltre-
rat utgaende vatten, samt ozonerat utgaende vatten som fatt passera
sandfilter. Resultaten visade pa att det ordinarie avgaende vattnet inte in-
nehall koncentrationer av hormoner eller hormonliknande dmnen i sidan
koncentration att de lett till 6strogena effekter i fisken. Biomarkoren f6r
detta, gulesicksproteinet vitellogenin, uppmattes inte 1 f6rhéjda nivéer i
fisken blod for nagot av de olika vattentyperna. Analys av ordinarie utga-
ende vatten kunde inte pavisa férekomst av nagon av hormonerna
Ostron, 17B-6stradiol eller 17a-etinylostradiol.

Resultaten visade dock pa forekomst av amnen med potentiellt subletal
paverkan. Detta visade sig vid undersokning av blodparametrarna hemo-
globin och hematokrit. Fiskens gallvitska undersoktes dven for fore-
komst av flertalet likemedel. Inget av de undersokta likemedlen kunde
detekteras 1 gallan fran fisken exponerad for de utvidgade reningsstegen
(kolfiltrerat och ozonerat). Diremot kunde diklofenak, ibuprofen och
naproxen detekteras i gallan frin fisken exponerad f6r ordinarie utgdende
vatten. Diclofenak aterfanns i sarskilt hog halt.
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Metodik

Studieomrade och fiskinsamling

Insamling av fisk utférdes under september och oktober manad av yr-
kesfiskare och konsulter utsedda av vattenvardsférbunden. Malsitt-
ningen var att fran varje lokal erhalla femton abborrindivider inom stor-
leksintervallet 20-25 cm, vilket ocksa lyckades vid flertalet av fiske-loka-
lerna. Fisken frystes skyndsamt hel och ourtagen efter fangst och trans-
porterades darefter till IVL:s fisktoxikologiska laboratorium i Stockholm.
Aktuella fangstomraden framgar av Figur 1. I Malaren insamlades fisk
fran fem delbassinger och i Vinern fran tre lokaler i Varmlandssjon. 1
Viittern foreldg problem att fa tag i abborre. Abborre erhélls frin en lo-
kal i Grinna medan r6ding insamlades i centrala delar av sjon utanfor
Hjo. Réding idr en pelagisk art som ror sig 6ver delar av sjon och det
man mater speglar saledes ett storre omrade an sjalva fangstlokalen.

o 25
i Vasterasfjarden| *
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i ;59 Hammarésjénuay"? R

Figur 1. Karta med fiskestationer i Vanern, Vattern och Malaren.

Provberedning

Det var ursprungligen avsett att de kemiska analyserna skulle utforas pa
gallvitska fran fiskens gallbldsor. Gallan dr en del av fiskens avgiftnings-
system varifran det sker en utséndring av kroppfrimmande dmnen som
inte ackumuleras i fiskens vivnader. Sannolikt har en relativt stor andel

av de likemedelsrester som patraffas i naturen sidana egenskaper att de
kan utsondras av fisken snarare an bioackumuleras. Det visade sig emel-
lertid efter langsam upptining av fisken i laboratoriet att gallbldsorna i
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abborre var sprangda. Detta har férmodligen skett under fryslagringen.
Dirfor beslutades att preparera fram vivnad fran den till gallbldsan an-
grinsade levern. Levern utgor ocksa en del av fiskens avgiftningssystem.
I samband med beredningen togs dven tillvara de mangder av gallvitska
som alljamt gick att samla ithop och fick f6lja med levern till den pafol-
jande homogeniseringen. Gallblasorna hos den undersckta rédingen var
emellertid intakta varfor ett prov pa renodlad gallvitska kunde analyseras
1 den matrisen. Fran varje lokal bereddes ett samlingsprov bestaende av
levervivnad/gallvitska frin fem individer. Kvarvarande fiskmaterial har
sparats 1 frys for eventuella kompletterande framtida analyser av andra
organ eller vivnader i fisken. Innan dissekering mittes och protokollfér-
des fiskarna totala lingd och vikt.

Kemiska analyser

Kemiska analyser utférdes for haltbestimning av 24 likemedel, 15 antibi-
otika, 2 naturligt férekommande kvinnliga kénshormoner (6stron och -
17B-6stradiol) och ett syntetiskt (17a-etinylostradiol) i fisklever och galla
(tab.2). Samtliga analyser utférdes pa IVL:s laboratorium i Stockholm.
Av dessa amnen klassas diklofenac, ciprofloxacin, 17a-etinylostradiol och
17B-6stradiol enligt vattendirektivet som SFA (sirskilt férorenande 4m-
nen). For dessa finns miljokvalitetsnormer for koncentration 1 ytvatten
(HVMES 2019:25).

Tabell 2. Analyserade likemedel, antibiotika och hormoner i fisklever och galla.

Analyter
Amlodipine Diclofenac Metoprolol Ranitidine
Atenolol Fluoxetine Naproxen Risperidone
Bisoprolol Furosemide Oxazepam Sertralin
Lékemedel Caffeine* Hydrochlorot- Paracetamol Simvastatin
hiazide
Carbamazepine | lbuprofen Propranolol Terbutaline
Citalopram Ketoprofen Ramipril Warfarin
Benzylpenicillin | Doxycycline Metronidazole Sulfamethoxazole
Antibiotika | Ciprofloxacin Erythromycin Moxifloxacin Tetracycline
Clarithromy- Fusidic acid Norfloxacin Trimethoprim
cin
Clindamycin Linezolid Rifampicin
Hormoner | Ostron 170-Eti- 17B-Ostradiol
nylostradiol

*koffein ar en stimulant
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Extraktion av lakemedel och antibiotika ur fisk-

lever

Fisklever vigdes upp (0,5g) och 100ng internstandardblandning for like-
medel och antibiotika innehallandes d7-Atenolol, d8-Ciprofloxacin,
13C15N-Karbamazepin, d7-Metoprolol-(isopropyl) 13C6-Diklofenak,
13C6-Hydroklortiazid och d3-Ibuprofen tillsattes. Provet extraherades
med 5ml acetonitril 1 tva omgangar. Hexan tillsattes till extraktet som
vaggades 1 5min f6ljt av centrifugering i 10min vid 3500rpm f6r att av-
ligsna fett. Den undre organfasen 6verfordes till ett nytt rér och in-
dunstades till torrhet under kvivgas vid 40°C. Provet aterlostes 1 50%
metanollésning med 0.1% Na2EDTA och centrifugerades i 5min vid 14
000 rpm. Supernatanten overfordes sedan till vial f6r analys.

Extraktion av hormoner ur fisklever

Fisklever vigdes upp (0,25g) och 10 ng internstandradblandning f6r hor-
moner innehallandes 13C6-Ostradiol och 13C6-Etinylostradiol tillsattes
till provet. Analyterna extraherades f6rst med hjilp av mikrovigsextrakt-
ion med 15ml metanol vid 110°C i 25min. Direfter surgjordes med salt-
syra (pH <4) och metanol tillsattes motsvarande 3% av porvolymen.
Provet applicerades sedan pa fastfaskolonn (500mg 6¢cc, Isoelute ENV+,
Biotage) for en andra extraktion. Kolonnen konditionerades med metyl-
tert-butyleter, metanol samt surt vatten (pH <4) och skoljdes darefter
med metanol: vatten (4:6), vatten samt ammoniumhydroxid: metanol:
vatten (2:10:88). Analyterna eluerades sedan med 12ml metanol: metyl-
tert-butyleter (1:9) och indunstades till torrhet under kvivgas vid 40°C.
Provet aterlostes i 4ml etylacetat: metanol (8:2) och rengjordes pa fast-
faskolonn (200mg PSA, Biotage) som konditionerats med etylacetat f6ljt
av etylacetat: metanol (8:2). Det renade extraktet indunstades till torrhet
under kvivgas vid 40°C och aterlostes 1 1.5ml 50% metanollosning och
centrifugerades 1 5min med 14 000 rpm. Supernatanten 6verfordes sedan
till vial f6r analys.

Extraktion av lakemedel, antibiotika och hormo-

ner ur fiskgalla

Fiskgalla vigdes upp (0.5g) och 100ng internstandardblandning for like-
medel och antibiotika innehéllandes d7-Atenolol, d§8-Ciprofloxacin,
13C15N-Karbamazepin, d7-Metoprolol-(isopropyl) 13C6-Diklofenak,
13C6-Hydroklortiazid och d3-Ibuprofen tillsattes samt 10ng internstand-
radblandning fér hormoner innehallandes 13C6-Ostradiol och 13C6-Eti-
nylostradiol. Gallan 16stes upp med 1ml diklormetan och direfter tillsat-
tes 0.5ml mittad saltlosning (NaCl). Extraktionen skedde i tvd omgangar
da 4ml diklormetan tillsattes till provet foljt av skakning pa skakbord i
15min och centrifugering vid 3000 rpm i 5min. Den undre organfasen
overfordes till ett nytt ror och indunstades till torrhet under kvivgas vid
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40°C. Provet aterlostes 1 50% metanollosning och centrifugerades 1 5min
vid 14 000 rpm. Supernatanten 6verférdes sedan till vial f6r analys.

Analys av lakemedel och antibiotika

Analysen utférdes pa ett binirt vitskekromatografisystem (UFLC-
HPLC) fran Shimadzu, med autoinjektor kopplat till en API-4000
trippelkvadrupol masspektrometer (MS/MS) med elektrosprayjonisering
(ESI) 1 bade positivt och negativt lige. Analysen skedde i multiple ion
monitoring mode (MRM) med nominal massnoggrannhet.

Den kromatografiska separationen for lakemedel och antibiotikaanalys
genomfordes pa en C18 X-Bridge kolonn (3.0 x 50 mm, 2.5 um) vid 35
°C med ett flode pa 0.3ml/min.

Mobilfaserna for likemedelsanalys bestod av 0.1% dttiksyra i vatten (A)
samt metanol (B). Gradienten som anvindes var en linjar gradient fran
0-90% B under 10min foljt av en plata vid 90% B i 10min innan en
snabb atergang till 100% A som hélls 1 2min.

Mobilfaserna f6r antibiotikaanalys bestod av 0.1% myrsyra och 0.04%
ammonium 1 vatten (A) samt acetonitril: metanol (8:2) (B). Gradienten
som anvandes var en linjir gradient fran 10-89% B under 5min som
hélls kvar i 4min innan en snabb 6kning till 95% B med en avlastande
plata vid 95% B under 3min f6ljt av en snabb atergang till 10%B som
hélls 1 3min.

Utvardering av lakemedel och antibiotika

Atervinningen av likemedel samt antibiotika uppskattades frin lever och
galla prover spikade med 100ng likemedel och antibiotikaimnen, som
upparbetades och analyserades tillsammans med proverna. Detektions-
grins (LOD) samt kvantifieringsgrins (LOQ) uppskattades frin 3 ganger
respektive 10ganger signalnivin av blankprov och kompenserades dven
for atervinningen for varje imne. De uppskattade koncentrationerna av
amnen 1 proverna kompenserades for atervinning efter blanksubtraktion.
Kromatogrammen granskades visuellt for att avgéra om tydliga analyt-
toppar som urskilt sig fran brusnivan (LOD) kunde observeras for att
anses kvantifierbara.

Analys av hormoner

Analysen utférdes pa ett bindrt Ultimate 3000 ultra high performance
vitskekromatografisystem (UHPLC) fran Thermo Fisher Scientific, med
autoinjektor kopplat till en Q-Exactive Orbitrap hogresolutions-
masspektrometer (HRMS) med elektrosprayjonisering (ESI) 1 negativt
lige. Analysen skedde i single ion monitoring mode (SIM) med en mass-
resolution pa 70 000.

Den kromatografiska separationen genomfordes pa en C18 Acucore ko-
lonn (2.1 x 50 mm, 2.6 um) vid 45 *C med ett fléde pa 0.3ml/min.
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Mobilfaserna bestod av 1mM ammoniumfluorid i vatten (A) samt aceto-
nitril: metanol (1:1) (B). Gradienten som anvindes var en linjir gradient
fran 5-95% B under 10min och en plata vid 95% B i 5min f6ljt av en

snabb atergang till 5% B och en avlutande utjaimningsperiod pa 4,5 min.

Utvardering av hormoner

Atervinningen av hormonimnen uppskattades fran lever och galla pro-
ver spikade med 100ng likemedel och antibiotikaimnen, som upparbeta-
des och analyserades tillsammans med proverna. Detektionsgrins (LOD)
samt kvantifieringsgrins (LOQ) uppskattades fran ligsta kalibrerings-
punkten. De uppskattade koncentrationerna av dmnen i proverna kom-
penserades for dtervinning efter blanksubtraktion. Kromatogrammen
granskades visuellt for att avgora om tydliga analyttoppar som urskilt sig
fran brusnivan (LOD) kunde observeras for att anses kvantifierbara.
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Resultat

Morfometri

Nedan (tab.3) redovisas lingd, vikt och antalet individer per samlings-
prov for den fisk som analyserats avseende likemedelsrester. Abborren
fran Grianna avviker storleksmissigt mot abborren fran 6vriga lokaler,
med hogre vikt och lingd. Medelvirden angivna i fetstilt och min- och
maxvirden inom parentes.

Tabell 3. Medelldngd, medelvikt och min- och maxvarden (parentes). "n”=antal
individer. Medelvarden angivna i fetstilt.

Fangstplats Art Lingd (cm) Vikt (g) n
Vanern Hammaro Abborre 22,3 (20,5-23,5) 123 (100-148) 5
Torso Abborre 21,16 (20,5-22,3) 112 (102-135) 5
Asunda Abborre | 24,9 (22,5-27) 183 (134-247) 5
Vittern Centrala Vattern Roding 53 (50-56) 1410 (1 330-1 490) 4
Grénna Abborre | 31,5(30,5-32,5) 402 (374-426) 5
Malaren Ekoln Abborre 23,9 (22,5-25,5) 157 (107-204) 5
Galten Abborre | 24,08 (23,2-25,0) 172 (156-190) 5
Gorvéln Abborre | 24,9 (23,0-26,5) 196 (157-226) 5
Prastfjarden Abborre 26,5 (26,0-27,0) 267 (234-279) 5
Vésterasfjarden Abborre 25,2 (23,5-27,5) 222 (179-291) 5

Uppmatta halter

Alla prover hade halter av lakemedel och antibiotika under analysme-
todens detektionsgrins (tab.4). Nagra likemedelsrester eller rester av an-
tibiotika 1 roding fran Vittern och abborre fran Vinern, Vittern och Ma-
laren kunde alltsa inte pavisas.

Forekomst av 6strogena hormoner kunde diremot pavisas (tab.5). Samt-
liga prover fran Milaren hade kvantifierbar halt av 6stron. 173-6stradiol
detekterades vid lokalerna Goérviln, Pristfjirden och Visterasfjirden.
Hogst halter var det i abborren fran Visterasfjarden, med 6stron pa 49
ng/g vv och 178-6stradiol pa 37 ng/g vv.

17a-etinylostradiol fanns inte 1 kvantifierbar halt vid nagon lokal. Abbot-
ren fran Grinna hade dock en halt 6ver detektionsgrinsen men under
kvantifieringsgrinsen (mellan 3,5 och 12 ng/g vv). I abborren fran Torsé
var halten av Ostron och 173-6stradiol nagonstans mellan 1,6 och 5,4
ng/ vv. Ovriga prover frin Vinern hade halter under detektionsgrinsen.
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Ett mindre antal antibiotika kunde varken pavisas eller uteslutas pa grund
av dalig atervinning i den kemiska analysen.

Tabell 4. Halter av ladkemedel och antibiotika i roding (galla) och abborre (lever)
fran Vinern, Vittern och Milaren. Amnenas engelska namn &r angivna.

Réding Vattern Abborre Vanern* | Abborre Vittern* | Abborre Mala-
ren*

Likemedel galla (ng/g w) lever (ng/g w) lever (ng/g w) lever (ng/g vv)
Amlodipine <0,98 <0,98 <0,98 <0,98
Atenolol <23 <23 <23 <23
Bisoprolol <25 <25 <2,5 <25
Caffeine <19 <19 <19 <19
Carbamazepine <3,5 <3,5 <3,5 <3,5
Citalopram <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
Diclofenac <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
Fluoxetine <1,0 <1,0 <1,0 <10
Furosemide <10 <10 <10 <10
Hydrochlorothiazide <2,5 <2,5 <2,5 <25
Ibuprofen <4,7 <4,7 <4,7 <477
Ketoprofen <23 <23 <23 <23
Metoprolol <29 <29 <29 <29
Naproxen <4,1 <4,1 <4,1 <41
Oxazepam <10 <10 <10 <10
Paracetamol <19 <19 <19 <19
Propranolol <2,5 <25 <2,5 <25
Ramipril <4 <4 <4 <4
Ranitidine <911 <911 <91 <9,1
Risperidone <1 <1 <1 <1
Sertralin <6,2 <6,2 <6,2 <6,2
Simvastatin <76 <76 <76 <7,6
Terbutaline <6,4 <6,4 <6,4 <6,4
Warfarin <6 <6 <6 <6
Antibiotika
Amoxicillin - <2,8 <2,8 <28
Ampicillin - <4,5 <4,5 <4.5
Benzylpenicillin --- --- --- -
Ciprofloxacin <2,1 <8 <8 <8
Clarithromycin <1 <2,5 <2,5 <25
Clindamycin <15 <2,1 <2,1 <21
Doxycycline --- - _— _—
Erythromycin <28 - - -
Fusidic acid <2,8 <11 <11 <11
Linezolid <13 <097 <097 <0,97
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Metronidazole <1,1 <0,88 <0,88 <0,88
Moxifloxacin <0,52 --- --- -
Norfloxacin <1,5 <28 <28 <28
Rifampicin <1,1 <3 <3 <3
Sulfamethoxazole <2,1 <12 <12 <12
Tetracycline - <16 <16 <16
Trimethoprim <0,76 <09 <09 <0,9
*Galler samtliga prover frén respektive sjé. "---" Amnet kan inte utvirderas pga délig &tervin-
ning, det gar alltsd inte att pavisa eller utesluta forekomst av denna analyt.
Tabell 5. Halter (ng/g vv) av hormoner i réding (galla) och abborre (lever) fran
Vanern, Vattern och Malaren.
(ng/g vv) Lokal ostron 17B-0stra- 17a-etinyl6stradiol LOD LoQ
diol
Vanern Hammardsjon <19 <19 <19 1,9 6,5
Torso * > <1,6 1,6 54
Asunda <2,0 <2,0 <2,0 2,0 6,6
Vattern Centrala Vattern* <1,0 <1,0 <1,0 1,0 3.3
Granna ** <3,5 ** 3,5 12,0
Malaren Ekoln 10 *k <1,5 1,5 5,1
Galten 7 *k <17 1,7 55
Gorvaln 17 7 <1,8 1,8 5,9
Prastfjarden 9 8 <2,0 2,0 6,6
Vasterasfjarden 49 37 <1,9 19 6,3

** amnet kan detekteras men ej kvantifieras, halten &r nagonstans mellan detektionsgréansen

(LOD) och kvantifieringsgransen (LOQ). *Galla fran roding, 6vriga prover &r lever i abborre.
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Diskussion

I Malnes et al (2021) detekterades flertalet likemedel 1 ytvatten och kring-
liggande vattendrag till Vinern, Vittern och Milaren. De generella
monstren i den studien var hogre koncentrationer i recipienter till re-
ningsverk samt hégre koncentration i Milarens vatten jamfért med Vi-
nern och Vittern. I foreliggande studie insamlades r6ding fran Vittern
och abborre frin flertalet lokaler i de tre sjéarna. Abborren ir en stat-
iondr art, det vill siga att den inte rOr sig 6ver storre omraden, vilket gor
att den relativt vil speglar milj6férhallandena vid fangstplatsen. I denna
studie var dock samtliga underséka likemedel och antibiotika under ana-
lysmetodens detektionsgrins, varfér nagon korrelation mellan koncent-
rationer i vatten och halter i fisk inte kunnat pavisats. Hogre halter 1 fis-
ken eller kansligare analysmetoder kanske hade kunnat pavisa en korre-
lation.

Kvantifierbar halt av hormoner fanns i fiskproverna frin Milaren, inte
Vinern och Vittern. I provet fran Grinna fanns dock 6stron och det
syntetiska hormonet 17a-etinyléstradiol som sparvirde (ndgonstans mel-
lan detektionsgrans och kvantifieringsgrins), medan 173-6stradiol inte
kunde detekteras. Detta dr nagot forvanande i och med att de naturliga
hormonerna vanligtvis forekommer i hégre koncentrationer an de synte-
tiska. Aven i provet frin Tors6 (Vinern) férekom sparvirden av hormon
(6stron och 17B3-0stradiol). I Malnes et al, (2021) syntes inte hogre ytvat-
tenkoncentrationer av hormoner Milaren jamfort med de andra sj6arna,
likt de hogre hormonhalter i fisk som hir noterades i Malaren. I Malnes
et al (2021) noterades inte heller f6rh6jd ytvattenkoncentration vid Vis-
terdsfjarden (Milaren), som var den lokal 1 Milaren i foreliggande under-
sokning med hégst halter 1 fisk. Ndgot samband mellan halter av hormo-
ner i fisk och koncentrationer 1 ytvatten som forklarar varfér fisken 1 Mi-
laren visat pa hogre hormonhalter dn i Vinern och Vittern kan siledes
inte pavisas. Haltf6érdelningen av hormoner mellan sj6arna gar ocksa
stick 1 stdv med teorin om biologisk utspadning, dvs att en given mangd
féroreningar fordelar sig pa tillginglig biomassa och att halterna dirav
blir ldgre i ett ndringsrikt system med stor biomassa, likt Milaren och
hogre 1 naringsfattiga system likt Vittern. Diremot dr en plausibel forkla-
ring, utifran relationen mellan belastning och vattenmingd, att Milaren,
vars kringligeande reningsverk har fler anslutna personekvivalenter i f6r-
hallande till sjons vattenvolym édn vad Vanern och Vittern har leder till
hogre halter i fisken. Denna férklaring stods dock emellertid inte av mét-
ningarna av 173-0stradiol i sjGarnas ytvatten.

Det gar inte att utifrin dessa data uttala sig om huruvida de koncentrat-
ioner av hormoner som pavisats i fisken fran Milaren ar tillrickliga for
att leda till negativa effekter. Fragan om endokrina stérningar dr kom-
plex, dd det férekommer savil naturliga som syntetiska hormon och hor-
mon-liknande dmnen som dr olika potenta och som kan metaboliseras
till en mangd strukturer. Det dr darfor vanskligt att uttala sig om vilken
halt av specifika hormon som leder till en storning. Ofta mits halter av
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gulesicksproteinet vitellogenin 1 blodplasma f6r att pavisa endokrina
storningar, vilket inte har gjorts 1 féreliggande undersékning.

Generellt sett dr det svart att uttala sig om forvintade skillnader i halter
av likemedelsrester i fisk mellan olika vattenomraden, arter och vivnader
1 fisken. Olika arter skiljer sig mycket at i morfologi och beteende, och
fragan om i vilken utstrickning amnena bioackumulerar och ansamlas i
olika vivnader och organ ir till stor del okdnd (Cerveny et al., 2021). Du
et al. (2014) fann att den huvudsakliga upptagsvigen av carbamazepin
och difenhydramin i fisk 4r direkt fran vattnet via gilarna, inte via fodan.

Hur likemedlen fordelar sig mellan olika vivnader varierar ocksd bero-
ende pa likemedlens olika egenskaper. Selektiva serotonindterupptags-
himmare (SSRI) visades fordelas framst till lever och hjirna jamfort med
plasma och muskel (Brooks et al., 2005; Grabicova et al., 2014; Ramirez
et al., 2007). Antibiotika visades i huvudsak ansamlas i muskel och lever,
jamfort med galar och njure (Liu et al., 2018).

I den litteraturgenomgang som genomfoérts (Tab.1) framkom detekter-
bara/kvantifierbara halter av likemedel och antibiotika i fisk, vanligast i
stotleksordningen liga ng/g. De studier som hittades undersokte i hu-
vudsak halter i fisk fran recipienter till reningsverk, eller vid flodmyn-
ningar vars floder dr recipienter till reningsverk. Litteratur om likeme-
delsrester i fisk fran storre insjoar hittades inte, varfor resultaten i denna
rapport inte kan jamféras mot liknande studier 1 andra storre sjoar.

Med tanke pa att halterna i fisk som ofta fangats i floder och dar som ar
recipienter till reningsverk vanligtvis 4r i storleksordningen liga ng/g, sa
ar det inte sarskilt férvinande att inga lakemedel kunde detekteras i
denna undersokning fran de tre storsta svenska sjoarna, dir spadningen
ar hog. Diremot har halter av clotrimazol, codein, felopidin, ketokonaz-
ole, sulfamethoxazole och tamoxifen uppmiitts till mellan 50 och 80
ng/g vv i flundra frin Asker6fjorden norr om Géteborg (Vieno et al.,
2017) som ir ett kustomrade med betydande spadning. I analyspaketet i
foreliggande studie var det endast sulfamethoxazole av dessa som ingick.
Halten av detta amne var ligre dn detektionsgrinsen (2,0 ng/g vv) i galla
i roding fran Vittern och lagre dn detektionsgrinsen (12 ng/g vv) i samt-
liga prover av abbortlever.

I Brodin et al (2013) mirktes beteendestérningar i abborre som expone-
rats for en ekologiskt relevant koncentration oxazepam. Halten i abborre
som exponerats for koncentrationen 1800 ng/L 6vetlappade till viss del
halten i abbotre frin Fyrisin, som uppmiittes i spannet 0,39-13 ng/g vv
(muskel). Detektionsgrinsen for oxazepam i féreliggande studie var 10
ng/g vv och alla prover (av lever och galla) var under denna grins. Kon-
centrationen oxazepam i Fyrisins vatten uppmattes till 580 ng/L i Bro-
din et al., 2013, medan den i Malnes et al., 2021 uppmiittes i snitt till 2,7
ng/L i sjéarna och 14 ng/L i associerade vattendrag, vilket 4t en skillnad
pa minst en faktor 40. I Brodin et al (2013) miittes halter i muskel, vilka
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generellt sett 4r betydligt ldgre 4n de i lever och galla. Diaremot, som
nimndes i avsnittet om experimentella fiskforsok, kunde resultaten i
Brodin et al (2013) inte valideras 1 en uppfoljande faltstudie.

I Nislund et al (2017) visades exponering av diclofenac i 4600 ng/L leda
till histologiska forandringar i storspigg. Nagon nedre grins for ndr ingen
effekt uppvisades faststilldes dock inte. I Malnes et al., 2021 uppmiittes 1
snitt diclofenac i 6,3 ng/L i sjdarna och 32 ng/L i associerade vattendrag.
Huruvida koncentrationer i sidan storleksordning kan leda till effekter ar
oklart. Koncentrationer diclofenac i liga tusental ng/L i reningsverkens
avgaende vatten dr vanligt férekommande (se tex Viktor et al., 2021),
men i de stora sjdarna ar reningsverkens utgiaende vatten kraftigt utspatt.
Diremot kan effekten av NSAIDs (non steroidal antiinflammatory
drugs), den grupp som diclofenac ingar i, samt andra terapeutiska grup-
per, beh6vas studeras additivt i och med deras likartade verkningsmekan-
ismet.

Sammantaget kunde dessa haltmitningar av likemedel, antibiotika och
hormoner i1 r6ding och abborre endast pavisa féorekomst av hormoner,
inte likemedel och antibiotika. Det gar inte att uttala sig om huruvida
hormonhalterna ir tillrdckliga for att leda till endokrina storningar. Jam-
forelse mot nyligen utférda mitningar i ytvatten fran Vinern, Vittern
och Milaren kunde inte pavisa nagon korrelation mellan halter 1 fisk och
koncentration i ytvatten av vare sig likemedel, antibiotika eller hormo-
ner.
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