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Miljorisikovurdering af antibiotika

Formdlet med denne artikel er at skabe debat om de miljomassige konsekvenser vedrorende
brugen og dermed udledningen of legemiddelstoffer i miljoet - primart antibiotika i produk-
tionen af fisk i danske dambrug. Desuden udfores en miljorisikovurdering, der belyser mulige
risici ved brug of antibiotika til fiskeopdrat i dambrug

Af Hans-Christian Holten Liitzhoft, Afdeling for Miljokemi, Institut for Analytisk og Farmaceutisk Kemi, DFH, hchi@dfh.dk

Miljgrisikovurdering af legemiddelstoffer er fgrst kommet i
sggelyset i slutningen af 1990’erne. Den 1. januar 1998 blev en
EU-guideline implementeret [1], hvilket betyder, at alle nye
veterinere legemiddelstoffer skal underkastes en miljgrisiko-
vurdering, inden de sendes pa markedet. Veterinzre legemiddel-
stoffer udggres primert af antibiotika, der anvendes i landbrug og
dambrug til bekempelse af bakterielle infektioner. Et udkast til en
tilsvarende guideline for humant anvendte legemiddelstoffer er
udarbejdet, og dens endelige implementering ventes snarest [2].

Motivationen, for at legemiddelstoffer underkastes en
miljgrisikovurdering, ligger ikke alene i, at det er et myndig-
hedskrav for nye veterin@re legemiddelstoffer. Verden over
har forskellige forskningsgrupper fundet rester af bade semi-
syntetiske og syntetiske antibiotika i sediment fra omgivelserne
omkring dambrug og havbrug [3-8]. Der er risiko for, at
forbruget af antibiotika i produktionen af fisk resulterer i
forekomsten af antibiotika i miljget samt en eventuel pavirk-
ning af det lokale gkosystem.

Antibiotikaforbruget i Danmark

I modseatning til forbruget af humant anvendte legemiddel-
stoffer eksisterer der endnu ikke et nationalt indberetnings-
system, hvor oplysninger om det veterinare forbrug kan
indhentes. Tabel 1 viser minimumforbruget af antibiotika i
danske dambrug i perioden 1994-1997.

Gennem de seneste ar har det totale antibiotikaforbrug, humant
savel som veterinzrt (forebyggende og terapeutisk), i Danmark
veret ca. 200 tons [11]. De 2-3 tons, der anvendes i dambrug,
udggr en lille mangde. Det skal dog tages i betragtning, at
mangden anvendes pa et relativt begraenset omrade, samt at det er
biologisk aktive kemikalier, der udledes direkte til miljget.

Miljorisikovurdering

Miljgrisikovurdering er et redskab, der anvendes til at vurdere
et givent kemikalies potentielle effekt pa et givent gkosystem
[12]. Der opereres med begrebet risikokvotient (Risk Quotient:

Tre trofiske niveauer
Chronic Acuts 100

Farre end tre trofiske niveauer
100

ES ES
g 50 E 50 ECso
b &
LogC Log C
oNo ] 0 NOEC g
U U
AF=10 AF=100 AF=1,000

Figur 1. Skematisk fremstilling af udveelgelsen af sikkerhedsfaktorer.
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RQ), der defineres af en estimeret miljgkoncentration
(Predicted Environmental Concentration: PEC), og en koncen-
tration der anses for ikke at have effekt pa det givne miljg
(Predicted No Effect Concentration: PNEC) som angivet i (1).

RQ=PEC/PNEC (1)

Resultatet af (1) evalueres for verdien 1, idet 1 angiver, at miljg-
koncentrationen er den samme som den koncentration, der ikke
anses for at have effekt. Saledes vil en RQ>1 indikere en mulig
risiko for det givne gkosystem. Det kan ikke angives, i hvor hgj
grad effekten vil ses, men jo hgjere RQ er, des stgrre er risikoen.
Endvidere vil RQ>1 give anledning til flere undersggelser.

En RQ<]1 indikerer tilsvarende at der, under de evaluerede
omstendigheder, ikke anses at vaere nogen effekt pa det
pageldende gkosystem.

Jevnfgr EU-guidelinen [1] kan PEC beregnes som det totale
forbrug af antibiotika divideret med det tilhgrende vandforbrug.
Beregningen kan tilsvarende udfgres for et enkelt dambrug.

PNEC bestemmes ud fra testresultater fra gkotoksikologiske
tests [1,13,14] . Ideelt set testes alle organismer, men eftersom det
er en umulig opgave, forsgges det akvatiske gkosystem efterlignet
ved test pa tre trofiske niveauer; alger krebsdyr og fisk. Eksempel-
vis testes et stofs vaeksthemmende effekt over for alger, pa
krebsdyrs reproduktionsevne og fisks overlevelse eller dgd. Til
beregningen af PNEC, se (2), anvendes den mest fglsomme
organismes testresultat divideret med en sikkerhedsfaktor (Assess-
ment Factor: AF). Undertiden eksisterer data pa alle tre niveauer
ikke, hvorfor verdien af AF ma @ndres tilsvarende.

PNEC=EC/AF 2)

EC angiver en af nedenstaende effektkoncentrationer, og AF
har bl.a. til formal at ekstrapolere fra laboratoriet til miljget.
Afthangig af om der eksisterer test pa alle tre trofiske
niveauer, om testresultatet reprasenterer den koncentration,
hvor der ikke blev observeret effekt (No Observed Effect
Concentration: NOEC) eller koncentrationen der pa et vist |,
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Tabel 1 — Antibiotikaforbruget i danske dambrug i 1994-1997, kg.

OXA*® SDZ? TMP? AMXP oTcC® Andre®
700 1.000 200 6 94 132
906 1.241 248 78 67 242
511 845 169 141 27 177
587 1.677 335 132 16 181

% (9), ®: Data fra 3 amter (/0), Andre: dimetridazole, florfenicol, metroni-
dazole, sulfamerazine med flere.

niveau gav effekt, sedvanligvis 50%-niveau (Effect Concentra-
tion to 50% of the population: EC, ), samt om testen var af
akut eller kronisk karakter anvendes AF ere af forskellig
stgrrelsesorden. I henhold til EU-guidelinen anvendes fglgende
system: AF=10 hvis alle tre niveauer er testede med kroniske
tests, der frembragte NOEC-verdier, AF=1.000 hvis der er
testet feerre end 3 trofiske niveauer og ellers anvendes en AF pa
100, se figur 1, side 13.

Ud over at vurdere stoffernes udledning til miljget og deres
gkotoksikologiske effekter, skal stoffernes fysisk/kemiske
egenskaber sa vidt muligt tages i betragtning. Der skal frem-
bringes viden om stoffernes bionedbrydelighedspotentiale og
om stoffernes kemiske stabilitet i form af eksempelvis fotolyse
og hydrolyse. Endvidere skal forsgg, der viser om stofferne kan
forventes at fordele sig til sediment, udfgres.

Antibiotikaanvendelsen i danske dambrug

Det er interessant at undersgge, hvorvidt antibiotika, der pa
nuvarende tidspunkt anvendes i almen praksis i danske
dambrug, ville blive godkendt, hvis de gennemgik en miljg-
risikovurdering i henhold til EU-guidelinen.

Tre produkter er kommercielt tilgaengelige pa det danske
marked og forhandles i form af medicinerede foderpellets.
Disse foderpellets indeholder henholdsvis oxolinsyre (OXA),
kombinationspraparatet sulfadiazin/trimethoprim (SDZ/TMP)
eller florfenicol. Florfenicol vil ikke blive videre bergrt i denne
artikel. Derudover kan en dyrlege udstede recept pa amoxicil-
lin (AMX) eller oxytetracyklin (OTC) péa baggrund af en
godkendelse fra Fgdevaredirektoratet. AMX og OTC er ikke
kommercielt tilgengelige i form af foderpellets og skal handte-
res ude hos dambrugeren. Ved brug af disse to antibiotika, er
dambruget udsat for en stgrre eksponering. OXA og SDZ/TMP
bruges kun til behandling af voksne fisk, hvorimod AMX og
OTC primert bruges til behandling af yngel.

De navnte antibiotikas kemiske strukturer og basale fysisk/
kemiske egenskaber er vist i tabel 2. Som det fremgar af tabel
2, er der tale om vandoplgselige kemikalier, hvis speciering er
athengig af miljgets pH-vardi. Netop stoffernes egenskaber
giver anledning til nye udfordringer i forbindelse med den
kemiske kvantificering, idet sedvanlige opkoncentreringsmeto-
der som fast-fase-ekstraktion pa C,-kolonner og gaschromato-
grafiske analyser ikke altid er anvendelige.
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Figur 3. Akutte effektkoncentrationer for de underspgte antibiotika, LC,,
(NOEC), mg/L".
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Forekomster i miljoet

Som tidligere na@vnt, har forskellige forskningsgrupper rappor-
teret forekomster af antibiotika i miljget, se tabel 3. Det drejer
sig primart om stofferne OXA og OTC primert indsamlet i
marint sediment ved Norges og Finlands kyster. Enkelte
undersggelser er foretaget i Danmark.

Skebne i miljoet

Som kemikalier i almindelighed udsattes antibiotika for forskel-
lige nedbrydningsprocesser, nar de udledes til miljget, se figur 2.
hvilken grad athaenger af stoffets fysisk/kemiske egenskaber.
Derudover kan stoffet have indflydelse pa flora og fauna, i figur 2,
side 13 vist som alger (algae). Der kan opdeles i fordelings- og
nedbrydningsprocesser. Fordelingsprocesserne fgrer til en midler-
tidig fjernelse af det pageldende stof og fungerer dermed som et
slags depot i miljget. Nedbrydningsprocesserne bidrager derimod
til fjernelsen af stoffet, hvad enten det mineraliseres, som den
yderste konsekvens af bionedbrydning, eller nedbrydes til mere
eller mindre stabile nedbrydningsprodukter i forbindelse med
eksempelvis hydrolyse og fotolyse. Nedbrydningsprodukterne vil
undertiden beholde moderstoffets biologiske aktivitet. Af tabel 4
fremgér det, at de undersggte antibiotika ophobes i sediment
[5,29], hvilket indirekte fremgér af, at stofferne kan findes i
sedimentprgver, jf. tabel 3. For SDZ og AMX er vardierne antaget
pé baggrund af samme fysisk/kemiske og strukturmassige
egenskaber som de andre antibiotika. Derudover ses, at stofferne
generelt er stabile [30,31], hvilket primert geelder for OXA, SDZ
og TMP, der reprasenterer tre forskellige stofgrupper. Derimod er
OTC let fotonedbrydeligt, og der rapporteres forskellige
halveringstider for bionedbrydeligheden; 4-429 dage [29,32].

Effekter pd miljoet

En gennemgang af litteraturen viser et sparsomt antal
gkotoksikologiske test udfgrt med de navnte antibiotika. Som
det fremgar af figur 3 og figur 4, er kun OXA og TMP testet pa
de tre anbefalede trofiske niveauer.

De akutte effektkoncentrationer [33-37] ligger i omradet 1-100
mg/L, og de kroniske effektkoncentrationer [36,38,39] ligger i
omradet 0,001-1.000 mg/L. Det fremgar, at de mest fglsomme
organismer er bakterier (Vibrio fischeri) og cyanobakterier
(Microcystis aeruginosa) — hvilket ikke er overraskende, idet
antibiotika er designet til at hemme eller forhindre bakterievakst.
Sidstnavnte organisme er i realiteten en alge, men har strukturlig-
heder med bakterier, hvilket kan forklare, at der observeres en
forskel pa 1-6 stgrrelsesordner mellem M. aeruginosa og algerne,
Rhodomonas salina og Selenastrum capricornutum.

Miljorisikovurdering

PEC for antibiotika anvendt i dambrug kan jf. EU-guidelinen
[1] beregnes af udlgbskoncentrationen fra dambruget divideret
med en passende fortyndingsfaktor. Udlgbskoncentrationen kan
beregnes som det enkelte antibiotikaforbrug divideret med det
totale vandforbrug. I arene 1994-1997 var det totale arlige

@ Vibrio fischeri
ORhodomonas salina
W Daphnia magna

B Microcystis aeruginosa
0O Selenastrum capricornutum

10000

1000

100 m ]

10

1

0,1

0,01

0,001 :.
0,0001 4

AMX spDz OXA oTC TMP

Figur 4. Kroniske effektkoncentrationer for de underspgte antibiotika, EC,
(NOEC), mg/L".

14



vandforbrug ca. 4-10'? L, og eftersom man
ikke tilsigter at anvende mere end halvdelen
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Tabel 2 — Kemiske strukturer og udvalgte fysisk/kemiske vaerdier for de
undersggte antibiotika.

af medignvandfﬂrinogen anvendes en . OXA TMP AMX OTC

fortynd}ngsfaktor pa 2, som den maksimale m . "0 SN gfr™

fortynding [40]. Struktur e A o QUL
For at kunne beregne risikokvotienten, skal R

PEC, if;z)lge (1), sammenholdes med PNEC. CAS # 14698-29-4 68-35-9 738-70-5 26787-78-0 79-57-2

Effektkoncentrationen aflzses af figur 3 og Wb, Al pougE B LD s

. . S, mg/L 4,1 74 400 4.000¢ 241
f;gur 4, mens mkkerhedsfaktore.n afleeses af PK. 6.9¢ 20&65 7.1t 2,7;72&9,6" 33;73&09,1
figur 1. RQ evalueres ved veerdien 1. Ved LogK,, 0.7 -0,1% 0.8' -1,2m -0,9"

vardier under 1 anses stoffet for ikke at have
negative miljgmassige konsekvenser ved de
givne forudsetninger, mens vaerdier over 1
medfgrer, at stoffet skal underkastes yderli-
gere undersggelser. I det netop gennemgaede
eksempel skal bade SDZ, AMX og OXA derfor

“(15), % (16), % (17), % (18), 1 (19), ©: (20), & (21), " (22),1: (23),7: (24), *: (25), "1 (26), ™ (27),
" (28), S: Vandig oplgselighed ved pH 7, Log K,: Octanol/vand-fordelingskoefficienten ved
pH hvor stoffet er mest neutralt.

Tabel 3 — Miljgforekomster af antibiotika.

yder]igere undersgjges, mens OTC og specie]t Antibiotika Sted Koncentration, Dage eft.er Afstand fra
TMP ikke anses for at have negative miljgmas- uelg ety kb
sisge konsekvenser. OXA* Vilde fisk™© 4,4 4 Op til 400 m
OXA og SDZ/TMP anvendes kun til voksne fisk, (1)’39 Z3
mens AMX og OTC primert anvendes til yngel. Ser 0.01 0
man bort fra eventuelle specielle farmakologiske OXA® Marint sediment™ 0,2 0 I nzrheden
krav, fremgér det, at man bgr undga at anvende OXA o 0 6
og AMX til behandling af voksne fisk og yngel. 8,)[(‘8: f/flr sg‘g‘:&fsed‘mem (l)g 13 (2)1 13?125;?1‘3 den
Derimod bgr SDZ/TMP og OTC foretreekkes. 0.06 1
Scenariet er meget enkelt, og bade eksponerin- spor 7
gen for OXA og eksponering og effekter for oTC? Marint sediment™ 1-3,8 1 Omkring net
AMX bgr undersgges nzrmere. 164 . 208
De qvenfqr refererede ¢k9t0ks1kplo g{ske.tests oTC Marint sediment© 281 75 Under bur
er udviklet til at bestemme industrikemikaliers 15 560
potentielle effekter i miljget. Industrikemikalier OTC' Marint sediment'® 9.9 3 Under bur
har ofte en uspecifik/narkotisk virkning, hvorfor 2,3 32
det er muligt, at nogle legemiddelstoffers e 20

effekter overses pga. deres specifikke virkning.
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