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Screening av antibiotika i avloppsvatten, slam och
fisk under 2002/2003.

Magnus Johansson, Richard Lindberg, Patrik Wennberg och Mats Tysklind

Miljokemi, Umea Universitet, 901 87 Umed
e-post: magnus.johansson@chem.umu.se

Sammanfattning

Tretton olika antibiotika har undersokts i en screeningstudie i Sverige under 2002/2003.
Avloppsvatten, slam och fiskprover har ingétt i denna studie. Provtagningar har genomférts
vid tvi tillfillen och fem reningsverk av olika karaktirer. Kemiska analysmetoder har
utvecklats och validerats f6r samtliga dessa matriser. FOr férsta gangen har intern standard
metoden (struktur analoger) utnyttjats fullt ut for bestimningar av antibiotika i miljéprover.

Resultaten visar att penicilliner och cefalosporiner har korta halveringstider. Enstaka
substanser av dessa grupper har detekterats i 50 % av alla avloppsvattenprover och da endast
1 undantagsfall i utgaende vatten. Fluorokinoloner, trimetoprim och doxycyklin har
detekterats 1 samtliga avloppsvattenprover (20 av 20).

I slam férekommer frimst fluorokinoloner och doxycyklin. Fluorokinolonerna férekommer i
relativt héga halter (summa fluorokinoloner ~6.5 mg kg TS). Detta kan utgéra en risk om
detta material sprids ut i miljon men mer kunskap krivs om dessa substansers mobilitet och
toxicitet for att gora denna bedémning.

Inledning

Anledningen till att antibiotika kan utgdra en miljorisk ar fraimst risken for att antibiotika
resistenta bakteriestammar kan utvecklas 1 miljén. Dessa kan sedan spridas till
sjukdomsalstrande bakterier och utgéra ett direkt hot mot var hilsa. Dessutom forindras
den naturliga sammansittningen av bakterier ute i miljén och detta kan ha effekter pa hela
ckosystem. Den drliga férbrukningen av antibiotika i Sverige uppgar till ungefir 100 ton. Av
denna mingd star fenoximetylpenicillin (PcV) f6r ungefir en tredjedel och ir saledes den
helt dominerande substansen vad giller forbrukningsmingd. Vi vet dock att andra
egenskaper hos kemiska féreningar ar viktiga for att bestimma dess eventuella effekter i
miljon. Ett dmnes stabilitet eller persistens dr ett exempel pa en sidan egenskap. Det finns
mycket god information tillginglig om vad som hinder med antibiotika i kroppen men
kunskapen dr mycket bristfillig om upptridandet i miljon.

Denna screening skall ge en uppfattning om vilka antibiotika som sprids ut i miljén, var i
miljon vi kan férvinta oss att aterfinna dessa substanser samt i vilka mingder. De flesta
antibiotika utsondras ur kroppen i till stor del oférindrad form via urinen, se tabell 1. Detta
innebir att den dominerande transportvigen fér antibiotika ut till miljon gar via
avloppssystemen.



Tabell 1. Antibiotika substanser som har ingitt i screening studien, antibiotikatyp,

utséndring, grad av metabolism, férskrivna mingder och stabilitet i miljon.

Substans Typ Utséndring Metabolism Massa Stabilitet i miljon,
aktiv substans (kg/y) t1/2 (dagar)*

Ciprofloxacin Fluorokinolon >40% 1 urin, till viss del 18941 101-364
oférandrad

Ofloxacin Fluorokinolon via urin ingen 491 101-364

Notrfloxacin Fluorokinolon >25% 1 urin, till stor del 23791 101-364
oférandrad

Cefadroxil Cefalosporin 90% iurin (24 férsumbar 39062 iu

tim)
Cefuroxim Cefalosporin 90% i urin inom obetydlig 39062 iu.
6 tim.

Amoxicillin Penicillin 55-70% i utin liten 3056° <1
inom 8 tim.

Ampicillin Penicillin obetydlig 190° <1

PcV Penicillin 30-50% med urin liten 324723 <1

Metronidazol Nitroimidazol galla och urin till stor del 2003 >365

Sulfametoxazol Sulfonamid 20%, oforindrad till stor del 16101 >365

Erytromycin Makrolid 5% 1 urin, dven i till viss del 22732 >365

galla och faeces
Doxycyklin Tetracyklin 45% i urin och Obetydlig 7693 >365
faeces, aktiv form

Trimetoprim 50% i urin, till viss del 8413 20-100

of6rindrad

1 Massa forskriven aktiv substans i Sverige 1994, ref. 1.

2 Massa forskriven aktiv substans for antibiotikatyp, t.ex. makrolider, i Sverige 1999.
3 Massa forskriven aktiv substans i Sverige 1999.

4 Data har antagits vara lika for vatje antibiotikagrupp, uppgifter frin ref. 2.

Reningsverken ir viktiga platser for att underséka spridning av antibiotika ut till milj6n.
Elimineringsgraden i reningsverket ar tillsammans med stabiliteten pa substansen avgérande
for halterna i recipienten. Aven halterna i avloppsslam ir av stort intresse. Eftersom den
stora risken med antibiotikaspridning dr utvecklingen av resistens hos bakterier utgér
forhojda halter i slam ett vil sa stort hot som ett antibiotikatryck i vattenfasen.

De substanser som har ingitt i screeningen presenteras kort i tabell 1. Kriterier som har lagts
in 1 beddmningen av urvalet ir forskriven mingd, utsondringsdata, publicerade stabilitetsdata
samt att ett antal grupper av antibiotika skulle vara representerade. De kemiska och
fysikaliska egenskaperna inom varje grupp ar liknande men mellan grupper kan detta vara
mycket varierande och dirfér kommer de olika grupperna troligen att ha olika beteende i
miljon.

Material och metoder

Kemikalier

Standard substanserna norfloxacin, ofloxacin, enrofloxacin, diaveridine, cefadroxil,
cefuroxim, och cephalexin koptes fran Sigma-Aldrich. Ciproﬂoxacinb, sulfamethazine” och
demeclocycline” képtes fran ICN Biochemicals. Sulfamethoxazole®, ampicillin®, amoxicillin®,



trimethoprim® metronidazol® och doxycycline® képtes frin Duchefa. Fran Arcos Organics
koptes 2-methyl-5-nitroimidazole”. Samtliga standarder var analytical grade eller hogre
renhet. Losningsmedel och andra kemikalier hade s.k. HPLC grade eller hogre renhet.
Foljande 16sningsmedel och kemikalier har anvints, tillverkaren ges 1 parates aceton (Flukta),
diklormetan (Sigma-Aldrich), metanol (J.T. Baker), trietylamin (TEA)(Merck), myrsyra (J.T.
Baker) trifluoroittiksyra (TFA)(Merck), svavelsyra, 95% (Merck) tetrabutyl
ammoniumhydroxid (TBA)(Sigma-Aldrich), citronsyra (Merck) and dikalium vitefosfat

(K, HPO,)(Merck)) och acetonitril (Fischer Chemicals). Allt vatten som anvindes var UV
bestralat och av Milli-Q kvalitet.

Instrumentering

En vitskekromatografisk pump (P 4000, Spectra system) for fyra eluenter med en
provvixlare och injektor (AS 3000, Spectra System) kopplades till en UV /vis diod array

detektor utrustad med sk. flow through cell. En provvolym av 10 pl injicerades och
analyterna separerades pa en YMC Hydrosphere C 18 (150%4,6 mm L.D, 5 pm partikel
storlek) kolonn, en YMC Hydrosphere (10X4 mm 1D, 3 um partikel storlek) férkolonn
anvindes for att skydda den analytiska kolonnen. Mobilfasen bestod av tva eluenter A;
vatten and B; acetonitril. Till bada eluenterna sattes 0,1 % (v/v) myrsyra. Flodeshastigheten
var 0,8 ml min™' i en linjar gradient: 0 min; 95/5 A/B, 15 min; 50/50 A/B. Flédet frin

UV /vis detektorn gick sedan vidare till en jonfilla mass spektrometer LCQ Duo
(ThermoFinnigan, San Jose, US) som kordes i MS/MS-mode. Som joniseringskilla anvindes
ett elektrospray interface. Temperaturen pa kapilliren holls pa 250°C. Andra instrument-
parametrar som gas fléden, jonoptiken och fragmenteringsenergier optimerades automatiskt
med hjilp av den interna mjukvaran till instrumentet. Dessa parametrar ir specifika for
instrumentet och varje enskild analyt. For att uppna maximala antalet métpunkter for varje
substans delades kromatogrammen in i tidsfénster som matchar retentionstiderna for
maximalt tre substanser. I varje tidsfonster mittes saledes maximalt fyra substanser i
MS/MS-mode. Instrumentinstillningarna indrades mellan dessa tidsfonster for att uppna
maximal kinslighet. Reaktant och produktjoner samt kollisionsenergier for respektive dmne
visas i tabell 2, likasad vilken internstandard som anvints for respektive analyt.



Tabell 2. Kromatografiska och mass spektrometriska data f6r de studerade antibiotika

substanserna.
Substans Typ* tr, min m/z reaktantjon m/z produktjon k°"i5i°'_15
energi
enrofloxacin IS, Fq 8.2 360.1 [M+H] 316.2  [M-COp+HJ" 28
norfloxacin Fq 7.5 320.0 [M+H] 276.2  [M-CO.+H[" 27
ofloxacin Fq 7.5 362.1 [M+H] 318.1  [M-CO+H] 26
ciprofloxacin Fq 7.7 3321 M+H]" 288.2  [M-CO+HJ" 30
sulfametazine IS, Su 10.0 279.0 [M+H]" 203.8 28
sulfametoxazole  Su 13.2 254.0 [M+H] 187.9  [M-HySO4+H]" 29
diaveridine IS, Tr 6.0 261.2 [M+H]* 123.1 37
trimetoprim - 6.5 291.0 [M+H] 230.1  [M-2CH30+HJ" 38
cefalexin IS, pe, ce 6.9 347.8 [M+H]" 157.8  [B-lactam cleavage] 25
amoxicillin pe 45 365.8 [M+H] 348.8  [M-NHz+H]" 19
ampicillin pe 6.8 349.9 [M+H]* 159.9  [B-lactam cleavage]’ 22
PcV pe 194 349.9 [M+H]* 208.0 [B-lactam cleavage] 19
cefuroxim ce 15.2 446.8 [M+Na+H]" 385.6 21
cefadroxil ce 5.1 363.8 [M+H]" 346.6  [M-HO+H]" 18
nitroimidazol IS, Ni 6.1 128.0 M - -
metronidazol Ni 6.7 172.0 [M+H] 128.0  [M-C,H,OH+H] 27
demeclocyklin IS, Tc, Ma 8.7 465.0 [M+H] 448.0  [M-NHg+H]" 22
doxycyklin Tc 10.1 445.0 [M+H] 428.1 [M-NHg+H]" 22
erytromycin[-H,O] Ma 13.0 716.8 M+H]" 558.5 27

*Forklaring till forkortningarna: 1S, internstandard; Fq, fluorokinolon; Su, sulfonamid; Tr, trimetoprim; pe, penicillin; ce, cefalosporin;
Ni, nitroimidazol derivat;Tc, tetracyklin; Ma, makrolid.

Metod for avloppsvatten

Inkommande eller utgiaende avloppsvatten filtreras f6rst genom glasfiber filter 1.2um
(Whatman) och direfter genom nitrocellulosa membranfilter 0.45um (Millipore). Hela
proverna filtreras for att undvika inhomogen férdelning av partiklar mindre an 0.45um. Det
filtrerade prover surgjordes till pH=3 med svavelsyra. I de fall en mindre volym prov skulle
analyseras dn vad som var tillgingligt frin provtagningen delades provet upp efter syra
tillsatsen. Provvolymerna som analyserades var mellan 500 och 1000 ml. De interna
standarderna tillsattes i en volym av 50ul. Fastfas extraktion med mixed phase C,ENV, 1 g,
6 ml, kolonner (IST, Sorbent AB) genomférdes genom att forst konditionera kolonnen med
6 ml metanol och direfter 6 ml vatten pH=3. Det filtrerade provet laddades sedan pa
kolonnen med en flédeshastighet av ungefir 3 ml min"'. Kolonnen tvittades med 5 ml H,O
pH=3. Direfter torkades kolonnen genom att luft strdmmade igenom under en timma.
Antibiotika substanserna eluerades med 6 ml metanol 5 % TEA. Eluaten indunstades till
~50 pl genom att bldsa luft 6ver provet och spiaddes upp till 1 ml med H,O/acetonitril
(95/5) v/v, direfter injicerades provet pa LC-MS/MS instrumentet.

Metod for slam och sediment

Slammet vigs upp (~2g) i ett centrifugror av glas, 10 ml fosfatbuffert stilld till pH 6 tillsatts.
Provet extraheras i ett ultraljudsbad under 10 min. Direfter centrifugeras provet vid 4800
rpm i 10 min och faserna skiljs 4t. Supernatet sparas och 10 ml MeOH:H,O (25:75) (v/v)
med 5 % TEA (v/v) sitts till pelleten. Provet extraheras 10 min i ultraljud och centrifugeras
vid 4800 rpm i 10 min. De tvé extrakten slds thop och filtreras genom 0.45 pm sprutfilter f6r
att avskilja eventuella partiklar. Internstandard tillsdtts och provet injiceras pa LC:n.



For prover som analyserades under 2003 modifierades metoden nagot. Samtliga prover
extraherades under 30 min i ultraljudsbadet och l6sningsmedlet f6r den andra extraktionen
byttes frin MeOH:H,O till ren ACN med 2.5% TEA (v/v). Det sammanslagna extraktet
sattes direfter pa en fastfas kolonn ENVI Chrom P (Supelco) som konditionerats med 2 ml
H,O och 2 ml ACN. Kolonnen eluerades med 3 ml ACN.

Metod for fisk

Ryggmuskel skars ut fran de fiskar som provtagits inom projektet. Fiskproverna fran
Naturhistoriska Riksmuseet inneh6ll endast ryggmuskel. Proverna vigdes upp i Falcon ror
(polypropylen), 4-8 g prov anvindes i analyserna. Fosfatbuffert, 25mM, pH=8.5, 10 ml sattes
till provet och det extraherades under 30 min 1 ett ultraljudsbad. Efter centrifugering 4800
rpm i 10 min. skiljdes faserna at och 10 ml ACN sattes till pelleten. Samma forfarande
upprepades som for vatten extraktionen. De bada extrakten sammanférdes och 10 ml hexan
tillsattes och proverna skakades 1 10 min. Hexanfasen avskiljdes och extrakten sattes pa en 1
g ENV+ kolonn (IST, Sorbent AB) som konditionerats med 5 ml MeOH, 5 ml
MeOH/H,O (50/50) samt 5 ml H,O pH=3. Efter att extraktet laddats pa kolonnen
tvittades kolonnen med 5 ml MeOH och torkades under en timma med luft som s6gs
genom kolonnen. Direfter eluerades kolonnerna med 7 ml MeOH och 10 ml MeOH 2 %
TEA (v/v). Internstandard tillsattes och proverna indunstades till ~50 ul och spaddes upp
till 1 ml med H,O/ACN (95/5) (v/v). Ditefter injicerades proverna pd LC:n.

Provtagning

Avloppsvatten prover har tagits vid tva tillfillen; under augusti 2002 samt januari-februari
2003. Samtliga prover, inkommande och utgiaende avloppsvatten idr flédesproportionella
veckoprover. Provvolymerna var mellan 1.0-2.5 liter, 2002 togs samtliga prover i glasflaskor
och under 2003 i plastflaskor (polypropylen). Samtliga prover férvarandes vid -18°C och i
morker fran provtagningstillfillet fram till analys pa laboratoriet. Med nagot enstaka
undantag férvarades provtagningsflaskorna i tittslutande plastpasar under transport.
Coldsped Frystansporter anlitades for transport av samtliga prover. Vid provtagningen 2002
togs delprover som poolades, 2003 togs stickprover, detta bedomdes relevant eftersom
slutprodukten av slam provtogs vid vatje reningsverks och den har efterbehandlats under en
lingre tid och dirfor ér stickprover vil sa representativa. Vid GRYAAB i Goteborg togs ett
storre antal (9 stycken) delprover som analyserades separat for att underséka homogeniteten
1 provmaterialet. Likasa togs vid GRYAAB bade avloppsvatten och slam prover for
tillsatsforsok, dir en filtspik tillsattes i tva olika koncentrationsnivéer innehallande samtliga
antibiotika substanser som studerats. Slamprover togs vid forsta provtagning 2002 som
delprover vilka poolades, i alla fall togs slutprodukten, i de flesta fall rétat slam (se tabell 3
f6r mer detaljerade uppgifter). Sjukhusavloppsvatten togs fran Kalmar linssjukhus och
Umed Universitetssjukhus. I Kalmar togs prover under ett helt dygn var tredje timma fran en
provtagningspunkt for utvalda vardavdelningar med ett ganska stort anvindande av
antibiotika, i Umea togs ett stickprov fran sjukhusets huvudavloppsledning dvs. hela
sjukhusomradets avloppsvatten. Fiskproverna togs som stickprover, genom fiske pa
provtagningsplatsen, detta giller inte bakgrundsproverna som képtes fran Naturhistoriska
riksmuseet. Sedimentprover (3 stycken) fran Kalmarsund provtagna av Stefan Tobiasson,
Inst. f6r biologi och miljévetenskap, Hogskolan 1 Kalmar, stickprover norr och séder om
avloppsreningsverkets utslippspunkt samt ett prov just i narheten av utslippspunkten.



Samtliga prover var tydligt mirkta med provnummer, ansvariga personer for
undersokningen, provtagningsdatum, provtagningsplats, provtyp (exv. inkommande AV).

Tabell 3. Sammanstillning av provtagningsplatser for paverkade prover.

Sjukhusavlopp Ingiende ARV  Utgiaende ARV  Avloppsslam Biota (fisk)

SA1 (Umes) IV1 (Stockholm) ~ UV1 (Stockholm) AS1 (Stockholm) ~ FAT (Kalmar), torsk

SA2 (Kalmar) IV2 (Kalmar) UV2 (Kalmar) AS2 (Kalmar) FA2 (Goteborg), torsk
IV3 (Géteborg) UV3 (Goteborg)  AS3 (Goteborg)  FA3 (Goteborg), torsk
IV4 (Floda) UV4 (Floda) AS4 (Floda) FA4 (Floda), abborre
IV5 (Ume3) UV5 (Umea) AS5 (Umead) FA5 (Umesd), abborre

Tabell 4. Sammanstillning bakgrundsprover + sediment.

Abborre* Sill/strémming* Sediment

BA1 (Holméarna) — BS1 (Viderdarna) SR1-3
BS2 (Landsort) (Kalmarsund)
BS3 (Harufjirden)

*se bilaga for provtagning/beredningsprotokoll.

Avloppsreningsverken

Vid samtliga avloppsreningsverk utnyttjades den befintliga provtagningsutrustningen for
inkommande och utgdende avloppsvatten. Nedan féljer en kort beskrivning av respektive
avloppsreningsverk. De valdes ut efter kriterierna att representera olika typer av reningsverk i
Sverige samt att reningsverk med stort inslag av sjukhusavlopp skulle kunna jaimféras med
liknande reningsverk med ett mindre inslag av sjukhusavlopp. Henriksdal och Ryaverken ar
de tva storsta reningsverken i Sverige och dessa representerar dirfér en stor andel av
Sveriges samlade avlopp vilket motiverar att bada dessa ingar 1 screeningen.

Henriksdal

Detta reningsverk behandlar avloppsvatten fran Stockholm, Huddinge, Haninge, Nacka och
Tyreso. Det var 644 400 personer anslutna till verket 2002, volymen inkommande
avloppsvatten var 136 280 000 m’ och 21 234 ton TS slam producerades. Henriksdals
avloppsvatten representerar en storstad och har tvé storre sjukhus anslutna.
Reningsprocessen kan kortfattat beskrivas med grovrensgaller, sandfing, férluftning och
tillsats av jarnsulfat, férsedimentering, bioreaktor (biologisk rening), eftersedimentering,
efterfillning med jarnsulfat och sandfilter. Slam tas ut i forsedimenteringen, bioreaktorn och
eftersedimenteringen, fortjockas och rétas. Polymertillsats sker efter rotning och slammet
centrifugeras innan slutprodukten erhalls.

Ryaverken

Ryaverken behandlar avloppsvatten fran Goteborg, Ale, Hirryda, Kungilv, Mélndal och
Partille. Det var 605 526 personer anslutna till verket 2002, volymen inkommande
avloppsvatten var 111 240 000 m’ och 13 512 ton TS slam producerades. Ryaverkens



avloppsvatten representerar en storstad och har ett stort sjukhus anslutet. Reningsprocessen
kan kortfattat beskrivas med grovrensgaller, férsedimentering, tillsats av jirnsulfat,
aktivslambassinger (biologisk rening), eftersedimentering, hilften av vattnet leds hir till
biobdddarna f6r rening av kvive och recirkulation genom aktivslambassingerna. Slam tas ut i
forsedimenteringen och eftersedimenteringen, fortjockas och rétas. Polymer tillsats sker vid
Ryaverken och slammet antingen centrifugeras eller pressas fOr att avvattnas innan

slutprodukt erhalls.

Umea

Reningsverket hade 82 894 personer anslutna 2002, 15 000 person ekvivalenter tillkommer
tor industribelastning och externt inkommande slam, volymen inkommande avloppsvatten
var 11 111 685 m’ och 2520 ton TS slam producerades. Avloppsvattnet till Ohns
avloppsreningsverk representerar en medelstor svensk stad med ett stort sjukhus anslutet.
Reningsprocessen kan kortfattat beskrivas med grovrensning, sandfing, tillsats av jarnsulfat,
luftningsbassinger, foérsedimentering, luftade bassinger med biologisk rening,
slutsedimentering och klorkontaktbassing. Slammet tas ut i forsedimenteringen och
fortjockas och rotas, direfter centrifugeras det efter polymer tillsats. Nu har processen
dndras for att pelletera slammet men denna process var inte i drift nir detta projekt
genomfordes. Slutprodukten erholls efter centrifugeringen.

Kalmar

Reningsverket hade 49 050 personer anslutna 2001, volymen inkommande avloppsvatten var
7 218 568 m® (2002) och 1278 ton TS slam producerades. Avloppsvattnet in till Kalmar
reningsverk representerar en medelstor svensk stad med ett “normal” stort sjukhus anslutet.
Reningsprocessen kan kortfattat beskrivas med grovrensning, sandfing, forfillning med
jarnklorid och férsedimentering, biologisk rening i aktivslambassinger, luftning,
mellansedimenteringsbassinger, satsvis biologisk rening SBR-reaktorer, kemisk efterfallning
med jirnklorid och/eller polymer, eftersedimenteringsbassinger, klorerings méjligheter.
Slammet tas ut i forsedimenteringen, fértjockas och rétas, polymer tillsitts och slammet
centrifugeras innan slutprodukt erhalls.

Floda

Reningsverket hade 9780 personer anslutna 2002, volymen inkommande avloppsvatten var

1 456 627 m’ och 236 ton TS slam producerades. Avloppsvattnet in till Floda reningsverk
representerar en mindre ort med 6vervigande hushall anslutna, en mindre vardcentral finns
ansluten. Reningsprocessen kan kortfattat beskrivas med grovrensning, sandfang,
férsedimentering, biobddd, kemisk fillning med jarnklorid, slutsedimentering. Slammet tas ut
fran forsedimenteringen och fértjockas direfter stabiliseras det acrobt och centrifugeras
innan slutprodukt erhalls.

Resultat och diskussion

Detektionsgrins och recovery

Recovery eller aterfinningsgrad har noga optimerats f6r de metoder som anvinds i screening
studien. Sdrskilt mycket arbete har lagts ner pa detta vad giller extraktion av antibiotika fran
slam som dr en besvirlig matris att arbeta med. Recovery har bestimts genom tillsatsforsok.



Detta ir inte ett problemfritt tillvigagangssitt p.g.a. att de nativa dmnena har langt storre
mojligheter att inkorporeras i eller binda starkare till matrisen 4n de dmnen som tillsitts pa
laboratoriet. Vid dessa forsok har en viss tid f6r jamviktning alltid tillimpats (~1 timma),

Tabell 5. Instrument och metod detektionsgrinser samt recovery for vatten, slam och fisk
for respektive antibiotika som studerats.

D.L. metod D.L. " DL 2 o o 0
Substans D.L. ng inj. D.L. metod D.L. metod” Recovery % Recovery % Recovery %

pg L’ pg g’ pg g™’ vatten (n=6) slam (n=6) fisk (n=3)
enrofloxacin - - - - - -
norfloxacin 0.07 0.007 0.13 0.001 902 627 122+3
ofloxacin 0.07 0.007 0.09 0.001 85+2 86+ 17 126 £ 15
ciprofloxacin 0.07 0.007 0.16 0.001 94 + 14 5117 134 £ 2
sulfametazine - - - - - - -
sulfametoxazole 0.80 0.080 1.30 0.013 99 + 11 7115 130+ 8
diaveridine - - - - - - -
trimetoprim 0.09 0.009 0.16 0.002 85+6 64 +8 102+8
cefalexin - - - - - - -
amoxicillin 0.74 0.074 6.08 0.059 55+5 14+3 21+2
ampicillin 0.60 0.060 1.50 0.018 50+3 46 + 12 55+8
PcV 0.80 0.080 2.79 0.027 613 33+7 50+ 12
cefuroxim 0.60 0.060 1.30 0.014 588 53+10 717
cefadroxil 0.77 0.077 3.54 0.041 65+9 255 314
nitroimidazol - - - - - - -
metronidazol 0.33 0.033 0.84 0.006 66 +5 45+ 10 96 +2
demeclocyklin - - - -
doxycyklin 0.64 0.064 1.34 0.021 51+4 55+5 52+7
erytromycin[-H,0] 1.60 0.160 3.23 0.041 686 57 +10 65 + 21

I D.L. for slam, 2 D.L. for fisk

vissa antibiotika dr dessvirre inte stabila under speciellt ling tid i aktivtslam och darfér bidrar
detta till att det blir problem att sirskilja forluster pa grund av lag extraktionseffektivitet fran
ren nedbrytning. Detta kan vara en forklaring till de ldga recovery som bestimts for exv.
amoxicillin, PcV och cefadroxil. De héga recovery som bestimts f6r fluorokinolonerna fér
fiskanalyserna kan férklaras med att den interna standarden har en nagot lingre retentionstid
in 6vriga fluorokinoloner och att en viss signalsupression sker vid lingre retentionstider
p.g.a. matriskomponenter i provet. For avloppsvatten korrigeras inte resultaten for recovery
eftersom den interna standarden sitts till provet innan fastfas extraktion. Diremot ar
samtliga resultat f6r slam och fisk korrigerade for recovery vid extraktionen. I tabell 6 visas
de extraktions recovery som bestimts for analysmetoderna f6r vatten, slam och fisk.
Detektionsgrinser for samtliga antibiotika som studerats visas i tabell 6. De instrumentella
detektionsgrinserna har bestimts enl. referens 1. Detektionsgrinserna f6r metoderna ar
bestimda utifrin de instrumentella detektionsgrinserna, vilka dr mycket konservativa, med
hinsyn tagen till recovery och utspadning/uppkoncentreringsfaktorer. Detektionsgrinserna
for slam metoden varierar mycket mellan dmnen mestadels beroende pa att utbytet varierar.
Detektionsgranserna for vissa dmnen, sarskilt penicilliner och cefalosporiner, ar inte helt
tillfredsstallande. Detta bor forbittras i framtida studier. Det skall dock paminnas om att
dessa amnen har korta halveringstider i miljon (< 1 vecka) se ref. 2.
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Sjukhusavlopp

Prover fran Umea Universitetssjukhus och Linssjukhuset i Kalmar har analyserats. Samma
metod som anvints for avloppsvatten har utnyttjats for dessa analyser. I Kalmar har halterna
av antibiotika f6ljts under en hel dag (16 timmar). Dessa resultat visar pa mycket stora
variationer i halterna med tiden.

Tabell 5. Koncentrationer i sjukhusavlopp,
substanser som inte detekterades i nagot prov
har inte tagits med i tabellen.

Umea Sjukhus  Kalmar lanssjukhus

Substans g/l SD  konc.omrade' (ug/l)
norfloxacin 0.8 0.3 n.d.
ofloxacin n.d. 0.2-76
ciprofloxacin 24 0.1 3.6-101.0
sulfamethoxazole n.d. 04-12.8
trimethoprim n.d. 06-76
metronidazole n.d. 0.1-90.2
doxycycline 2.0 0.2 1.0-6.7

"Hogsta och ligsta koncentration uppmitt under en dag (16 timmar),
med 3 timmars provtagningsintervall.

Det ir intressant och kanske oroande att max koncentrationerna 6verstiger 0.1 mg/1 for
ndgon antibiotika. Den totala belastningen av antibiotika kan under delar av dagen vara
betydande och hir skulle antibiotika resistens kunna utvecklas. Den stora variationen stiller
ocksa speciella krav pa provtagningsmetodiken. For att pa ett bittre sitt karaktirisera ett
sjukhusavloppsvatten bor flodesproportionell provtagning anvindas med hog
tidsuppl6sning.

Avloppsvatten

Tva fullstindiga provtagningsomgingar har genomférts f6r avloppsvatten, dels under
augusti 2002 och under januari-februari 2003. Resultaten redovisas i tabell 6 och 7, 2002
respektive 2003 ars resultat. Det forekommer manga “not detected” vilket givetvis dr positivt
mer anmarkningsvirt dr vissa resultat for trimetoprim som visar hégre koncentrationer i
utgdende dn inkommande vatten. Detta kan i dagsldget bara forklaras med att trimetoprim
desorberas frin den fasta fasen till den 16sta under passagen genom reningsverket. Detta
indikerar ocksa nédvindigheten i att analysera den partikuldra fasen i det inkommande
vattnet, ndgot som ocksa visas under ”materialbalanser” nedan.
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Tabell 6. Koncentrationer av antibiotika 1 inkommande och utgdende avloppsvatten 2002.

Prov (se tabell 2), ug L’

Substans V1 uv1 V2 uv 2 Iv3 uvs V4 uv4 IV5 uvs
norfloxacin 0.087 0.014 0.155 0.037 0.072 0.007 0.094 0.034 0.146 0.018
ofloxacin 0.019 0.007 0.213 0.052 n.d. n.d. 0.007 n.d. n.d. n.d.
ciprofloxacin 0.154 0.018 0.300 0.007 0.123 0.013 0.205 n.d. 0.144 0.060
sulfametoxazole 0.674 0.193 0.337 0.304 n.d. n.d. 0.302 0.302 n.d. n.d.
trimetoprim 0.140 0.225 1.308 0.700 0.208 0.066 0.946 0.777 0.099 0.644
amoxicillin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
ampicillin 0.165 0.063 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
PcV n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
cefuroxim 0.517 n.d. n.d. n.d. 0.243 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
cefadroxil 0.151 0.129 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
metronidazol 0.552 0.107 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.076 n.d.
doxycyklin 3.335 0.915 2211 0.424 0.083 0.227 2.482 0.880 0.067 0.078
erytromycin[-H,0] n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a. not analysed (inte bestdmt), n.d. not detected (inte detekterat)

Tabell 7. Koncentrationer av antibiotika i inkommande och utgiende avloppsvatten 2003.

Prov (se tabell 2), ug L’

Substans V1 uv1 V2 uv 2 Iv3 uvs V4 uv4 IV5 uvs
norfloxacin 0.174 0.007 0.076 0.007 0.072 0.007 0.066 n.d. 0.075 0.007
ofloxacin n.d. n.d. 0.287 0.045 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
ciprofloxacin 0.157 0.007 0.194 0.014 0.123 0.013 0.102 0.007 0.090 0.021
sulfametoxazole 0.144 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.231 0.135
trimetoprim 0.364 0.214 0.548 0.561 0.208 0.066 0.251 0.230 0.651 1.388
amoxicillin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.077 n.d. n.d. n.d.
ampicillin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
PcV n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
cefuroxim 0.205 n.d. n.d. n.d. 0.243 n.d. 0.138 0.150 n.d. n.d.
cefadroxil n.d. n.d. 0.077 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.077 0.082
metronidazol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.081 n.d.
doxycyklin 0.114 n.d. 0.074 0.064 0.083 0.227 0.070 0.072 0.072 n.d.
erytromycin[-H,0] n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. not detected (inte detekterat)

Slam

Koncentrationerna av antibiotika som bestimts 1 slam visar ett helt annat monster dn for
vattenfasen. Endast ett fatal substanser har bestimts i slam och ndgra av dessa i vad vi anser
vara hoga halter. I vatten fasen visade doxycyklin och trimetoprim de hogsta halterna, 1 vissa
fall dven sulfametoxazol. I slammet dominerar fluorokinolonerna i det narmaste helt.
Doxycyklin férekom i relativt hoga halter 2002 men saknades helt 2003, vi har tyvirr inte
den aktuella férbrukningsstatistiken tillginglig for att bedéma om en kraftig férindring har
skett och dirfor kan vi inte ge en enkel forklaring till detta. Det kan dock konstateras att
sommaren 2002 var vildigt torr och varm vilket paverkar flddena genom reningsverken och
det dr ett vilkint fenomen att en storre del av likemedel avsitts i slammet vid laga fléden dn
vid hoga. Ett annat mycket tydligt resultat dr att monstret f6r antibiotika anvindningen
avspeglas i slammet. I Kalmar lin anvinds ofloxacin betydligt flitigare 4n i manga andra delar
av Sverige. Detta kan vi tydligt se i resultaten for slamproverna. Resultaten visas i tabell 8
nedan.
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Tabell 8. Koncentrationer av antibiotika i slam 2002 och 2003.

Prov (se tabell 2), ug g™'TS

2002 2003
Substans AS1 AS 2 AS3 AS 4 AS 5 AS 1 AS 2 AS 3 AS 4 AS 5
norfloxacin 4.29 2.02 1.24 0.43 3.14 0.94 0.63 1.67 0.13 0.90
ofloxacin 0.67 2.02 n.d. 0.68 0.50 0.09 1.55 0.09 0.09 n.d.
ciprofloxacin 4.76 2.47 1.36 0.91 4.38 2.32 2.69 3.38 0.47 249
sulfametoxazole n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
trimetoprim n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.16 n.d. n.d.
amoxicillin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
ampicillin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
PcV n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
cefuroxim n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
cefadroxil n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
metronidazol n.d. 0.88 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
doxycyklin 1.34 1.54 n.d. n.d. 1.49 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
erytromycin[-H,0] n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Fisk

Ett stort antal fisk prover analyserades under denna screening. Resultaten var i stort sett rakt
igenom positiva f6r miljon. Inga antibiotika kunde pavisas i nagra bakgrundsprover, inte
heller vid Umea eller Floda reningsverk. Tyvirr har inget fiskprov fran saltsjon (recipienten
for Henriksdals reningsverk) analyserats men vi hoppas kunna gora detta inom en snar
framtid. Diaremot kunde mycket smd mingder av ciprofloxacin pavisas 1 fiskar frin Gota dlvs
mynning och Kalmarsund, dvs. frin Ryaverkens respektive Kalmar reningsverks recipienter.
Det skall dock papekas att dessa koncentrationer 4r mycket liga och skulle ha varit under
detektionsgrinsen for slammetoden men p.g.a. méjligheten f6r uppkoncentrering av det
betydligt renare extraktet kan vi detektera ciprofloxacin i dessa prover. I tabell 9 visas
resultaten for fiskproverna fran de paverkade provtagningsplatserna. Samtliga andra
antibiotika, ciprofloxacin undantaget, var under detektionsgrinsen (se tabell 6).

Tabell 9. Koncentrationer av ciprofloxacin i fisk.

Prov (se tabell 2), ng g vatvikt

Substans FA1 FA 2 FA3 FA 4 FA5
ciprofloxacin 8.5 7.9 7.0 n.d. n.d.
Sediment

Inga detekterbara mangder av antibiotika kunde bestimmas i nagot prov. Detta kan delvis
forklaras med att metoden for slam anvindes dven for sediment och detektionsgrinserna ir
inte speciellt 1aga f6r denna metod (se tabell 6). Ovriga resultat visar ocksa att de substanser
som kan forvintas férekomma i héga halter 1 sediment mer sannolikt elimineras i
reningsverket genom att bidas upp i slammet. Fér framtiden krivs ytterligare
metodutveckling for fasta matriser fOr att na riktigt liga detektionsnivder. D4 kan det vara
intressant att genomféra nya undersékningar av antibiotika i sediment.
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Kvalitetssikring

Homogeniteten pé slamprover undersoktes genom att nio delprover togs ut frin Ryaverken,
Goteborg vid provtagningen 2003. Variationen i mitresultaten mellan delproverna var under
20 % relativ standard avvikelse mot medelvirdet for respektive analyt. Observera dock att
detta endast giller for fluorokinolerna och trimetoprim. Homogeniteten for vriga
substanser gar inte uppskatta da inga matbara miangder bestimts i dessa prover.

Faltspikning genomférdes for slam och avloppsvatten (inkommande och utgiende) vid
provtagningen pa Ryaverket 2003. Detta for att kontrollera dterfinningsgraden av hela
metoden fran provtagningstillfillet till bestimning. I tabell 10 visas resultaten av dessa
faltspikar, for att berdkna aterfinningsgraden drogs resultaten frin de ospikade proverna
ifran och direfter jimfordes resultatet direkt med mingden tillsatt i spiken. Det framgar
tydligt att stora problem finns for penicilliner och cefalosporiner (speciellt cefadroxil). Dessa
substanser dr sannolikt inte stabila i dessa matriser och bryts ned snabbt dven om proverna
forvaras fryst under hela transporten.

Tabell 10. Aterfinningsgrad av filtspikar i utgiende avloppsvatten (AV) samt slam frin
Ryaverken 2003, standardavvikelsen (SD) ges for varje substans och matris.

Aterfinningsgrad % Aterfinningsgrad %

Substans utgaende AV, n=3 SD slam, n=6 SD

norfloxacin 97.0 5.2 60.1 2.5

ofloxacin 94.7 11.2 82.6 8.5

ciprofloxacin 98.0 1.5 495 0.4

sulfametoxazole 101.5 6.8 70.7 12.7
trimetoprim 71.9 6.2 72.3 10.5
amoxicillin <5 -

ampicillin 11.4 3.7 -

PcV <5 -

cefuroxim 43.2 2.6 29.5 6.8

cefadroxil 16.5 2.3 -

metronidazol 63.2 5.3 44.8 11.9
doxycyklin 53.6 8.1 46.4 0.8
erytromycin[-H20)] 54.3 2.6 35.0 7.1

Tiden f6r nedfrysning och upptining har vi approximativt beriknat till ~12 timmar. Detta dr
dock nagot som skulle kriva mer ingaende studier for att fullstindigt reda ut. Nir vi recovery
korrigerat resultaten som presenteras i rapporten har vi endast anvint oss av de recovery
som ges i tabell 6. I tabell presenteras resultaten frin det standard tillsats férsék som gjordes
pé slamprover fran Ryaverken 2003. Totalt anvindes nio prover, tre ospikade och tre
spikade med en lag nivd samt tre med en hog niva. Eftersom koncentrationsnivaerna inte var
kinda innan tillsatserna gjordes kan vi i efterhand konstatera att ligre halter skulle ha anvints
for trimetoprim. For fluorokinolonerna visar resultaten i tabell 11 god dverensstimmelse
med vad vi bestimde med intern standard metoden. Detta ger en mycket god tillférlitlighet
och kvalitetssikring for resultaten.
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Tabell 11. Jimf6relse mellan internstandard och standardtillsats metoden for kvantifiering
av fluorokinoloner i slam fran Ryaverken 2003.

Intern standard Standard tillsats
Substans Konc.ugg' TS Konc.ug g’ TS SD'
norfloxacin 1.67 2.04 0.36
ofloxacin 0.09 0.28 0.22
ciprofloxacin 3.38 3.30 0.29

! Beriknat enligt referens 1

Blankprover i form av ~100 ml Milli-Q vatten har transporterats i liknande provtagningskirl
som proverna och analyserats for samtliga substanser. Tva blankprover har transporterats
frin varje reningsverk med undantag av Henriksdals reningsverk dir inga blankprover har
inkluderats. Inget av dessa blankprover gav nigon mitbar signal f6r ndgon av analyterna. Ett
storre problem som vi har haft under bestimningen av dessa substanser dr minneseffekter 1
instrumentet, detta har inneburit att vi injicerat mobilfas efter standarder med héga
koncentrationer samt att speciella verifieringskorningar har fatt liggas in f6r prover med laga
signaler. Detta har inte inneburit nagot problem for kvaliteten men val f6r effektiviteten pa
dessa analyser. Metoden maste i framtiden utvecklas i detta avseende sa att minneseffekterna
helt kan elimineras.

Materialbalanser

Hir exemplifieras materialbalans utrikningar med fluorokinolonerna som grupp och endast
fran Henriksdals reningsverk i Stockholm. Pa érsbasis tillférs Henriksdal 40.3 kg
fluorokinoloner i det inkommande vattnet, 3.6 kg fors ut direkt i det utgdende vattnet men
hela 139 kg aterfinns i slammet. Den tillférda mingden kommer alltsa inte upp i balans med
vad som aterfinns i de material som limnar verket. Problemet ir att vi inte har analyserat den
inkommande partikulira fasen vilken sannolikt innehaller stora mingder fluorokinoloner
eftersom dessa substanser uppenbarligen har en stark férdelning mot den fasta mindre
polira fasen. Prelimindra analyser av den partikulira fasen 1 det inkommande vattnet till
Henriksdal visar att det mycket riktigt férekommer fluorokinoloner i dessa prover men inte i
ritigt sa hoga halter som vi vintat oss. Storleksordningen samma mingder (~40 kg) som i
den I6sta fasen aterfinns ocksa i den partikuldra fasen. Dessa f6rsok kriver dock att nya
prover tas fOr att ett storre material av partiklar skall kunna samlas in och didrmed géra
analysen mer kinslig. Materialbalansen visar i vart fall att slammet dr den mest intressanta
matrisen for fluorokinoloner, dirtill visar resultaten frin materialbalansen att mangderna ar
de som vi kan férvinta oss fran de foérbrukningsdata vi har tillgiangliga. Det f6rbrukas ~4 ton
fluorokinoloner érligen i Sverige, vilket innebir att 300-400 kg kan férmodas belasta
Henriksdal, med korrigeringar f6r metabolisk nedbrytning kommer vi da hamna ganska nira
de 140 kg som Henriksdal slipper ut i slam och utgiaende vatten varje ar.
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Slutsatser

En screening av 13 antibiotika substanser har genomférts i Sverige. Provtagningar har gjorts
vid tvé skilda tidpunkter och vid ett antal olika reningsverk av olika karaktirer. Screeningen
har resulterat i att vi har en battre bild av i vilken omfattning antibiotika sprids ut i miljon.
Potentiella problemsubstanser har ocksa identifierats, koncentrationen av fluorokinoloner i
slam dr hég och kan medfora effekter pa de mikrobiella ekosystemen om detta material
sprids 1 miljon. En betydligt mer komplicerad fragestillning dr vilken effekt det faktum har
att de fem undersokta reningsverken arligen slipper ut ~340 kg av de 13 undersékta
antibiotika substanserna 1 sina recipienter. Matningar i recipient vatten dr planerade och
kommer att genomfdras inom det ndrmaste aret. Ett antal fiskprover har analyserats och
ciprofloxacin har bestimts i mycket liga koncentrationer, detta kan tyckas anmirkningsvirt
och oroande men koncentrationsnivaerna ar mycket laga. Antibiotika bestimdes ocksa 1 tva
sjukhusavloppsvatten och koncentrationsnivaerna hir varierade kraftigt med mycket hoga
max koncentrationer vilket kan orsaka ett selektionstryck som gynnar antibiotika resistenta
bakteriestammar. For framtiden rekommenderar vi mitningar i slam och recipientvatten eller
utgiende avloppsvatten om malsittningen dr att 6vervaka halterna av antibiotika i miljon.
Teoretiska berikningar av halterna av antibiotika i miljon, liknande de som genomférdes av
Naturvardsverket 1994, bér genomforas.
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Appendix

I appendix visas nagra stapeldiagram pa koncentrationer av antibiotika i avloppsvatten och
slam for att 6ka mojligheten for direkta jaimforelser mellan de olika avloppsreningsverken.
Observera att samma information aterges i tabellerna 6, 7 och 8.
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