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Introduktion

De flesta lakemedel vi anvéander utsdndras via urin och avforing i oférédndrad form eller som metaboliter och
hamnar till slut i avloppet. Lakemedelsresterna kan sedan né véra vattendrag efter att ha passerat genom
avloppsreningsverken eftersom dagens reningsverk inte r byggda for att rena bort likemedel. Lakemedel &r
framtagna fOr att vara kemiskt stabila och att paverka biologiska processer inom human- och veterindrmedicin.
Manga av likemedlen dr verksamma dven i andra djur som de inte dr avsedda for eftersom ménga fysiologiska
funktioner ar evolutionért stabila. Eftersom reningsverken kontinuerligt slapper igenom likemedelsrester ut i
recipienten kan vattenlevande organismer konstant vara exponerade for en ldkemedelscocktail. Effekterna pa
vilda vattenlevande organismer i recipienter till reningsverk ar relativt okénda. Ett av de mest kéinda exemplen
ar feminisering av konsorgan och andra kdnshormonella effekter hos hanfisk fran vattendrag utanfor
reningsverk, som sammankopplats med utslédpp av dstrogena kemikalier, framforallt 6strogena
hormonlikemedel (Folmar et al., 1996, 2001; Jobling et al., 1998, 2002; Van Aerle et al., 2001). Senare studier
sammankopplar, forutom Ostrogener, dven dessa konsutvecklingsstorningar till exponering for anti-androgena
kemikalier i avloppsvatten (Jobling et al., 2006, 2009; Katsiadaki et al., 2012). Manga studier i labmiljé har
visat att miljorelevanta koncentrationer av lakemedel kan paverka viktiga funktioner i vattenlevande organismer.
Fisk exponerad for naturliga och syntetiska dstrogener kan feminiseras och utveckla dubbelkonighet (Kidd et al.
2007; Orn et al. 2016). Njurskador hos fisk har observerats efter exponering for det smirtstillande
antiinflammatoriska ldkemedlet diklofenak (Néslund et al. 2017). Psykoaktiva likemedel har rapporterats
paverka fiskens beteende med effekter pa populationsnivé (Brodin et al. 2013, Klaminder et al. 2016). Beroende
pa de kemiska egenskaperna hos olika lakemedel uppfor de sig olika nér de natt vara vattendrag. Vissa
lakemedel bioackumuleras i vdvnad hos organismer. Andra &r langlivade och kan transporteras langa strackor,
som exempelvis antiepilektiska likemedlet karbamazepin som har pévisats i alla delar av Ostersjon (Bjorlenius
et al., 2018).

Med undantag for antibiotika 6kar lakemedelsanvédndning for varje ar (Socialstyrelsen 2022), varfor d&ven
utsldppen av ldkemedelsrester fran reningsverket okar. Utifran risken for langsiktiga negativa effekter hos
vattenlevande organismer av konstant exponering av likemedelsrester 6kar behovet att infora avancerad rening
pa reningsverken. For att bedoma och validera behandlingseffektivitet for olika avancerade reningssteg utgor en
kombination av kemiska méatningar och biologiska tester en god bas for att identifiera eventuella utslapp fran
filterbehandlingen. Utvérdering med biologiska tester mdjliggor identifiering av effekter fran eventuella
kemiska transformationsprodukter som kan skapas vid nedbrytning av ldkemedel och som normalt inte
identifieras via standardiserade kemiska analyser. De biologiska testerna fangar samtidigt upp den sammanlagda
effekten av alla ingdende kemikalier som avloppsvatten innehaller.

Syftet med denna studie var att med biologiska tester utvédrdera tva olika reningsmetoder for lakemedelsrening
vid Lindholmens reningsverk, Norrtélje. De biologiska tester som ingick i denna studie baserades pa
ekotoxikologiska tester fran tva olika trofiska nivéaer for att representera vattenlevande organismer i det
mottagande akvatiska ekosystemet, samt ett batteri av cellbaserade in vitro-tester som detekterar specifika
biologiska receptorbindningsaktiviteter. De ekotoxikologiska testerna bestod av in vivo-tester med zebrafisk och
dammsnécka, dar effekter pa gen-, organism- och populationsniva utvirderades. Zebrafisk (Danio rerio) ér en
av de vanligaste arterna av fiskar som anvénds for toxikologiska tester. Till skillnad frén inhemska svenska
fiskarter som reproducerar sig en gang per ar reproducerar sig zebrafisk flera ganger i veckan. Fran grupper av
lekande zebrafisk kan darmed reproduktionsutfallet studeras dagligen. Storre dammsnédcka (Lymnaea stagnalis)
ar ett ryggradslost blotdjur (mollusk) som &r vanligt forekommande i vattensystem i Europa, Asien och
Amerika, dvs en vildigt relevant ekologisk art for svenska vattenmiljoer, dar storre dammsnécka ofta aterfinns i
hela landet, dock vanligast i Syd- och Mellansverige. In vivo-testerna med zebrafisk och dammsnécka utférdes
pa Lindholmens reningsverk i en labutrustad forsdkscontainer och cell-testerna utfordes pa lab vid Institutionen
for biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap (BVF), SLU, Uppsala.

Material & metoder

Fisk- och snickexponeringar utfordes i en inredd 10 fots container. Fyra parallella linjer forbereddes och
belastades kontinuerligt med fyra olika forsoksvatten: Referensvatten utgjordes av dagens utgaende
avloppsvatten fran Lindholmens reningsverk (UT); UT-vatten behandlat med granulerat aktivt kol (GAC),
respektive UT-vatten behandlat med ozon + sandfiltrering (OZ), samt aktivkolfiltrerat kranvatten (KV) som
utgjorde kontrollvatten. For celltesterna analyserades dven UT-vatten behandlat med pulvriserat aktivt kol
(PAC) Alla forsoksvatten tillfordes var sin 100-L foredelningstunna som fungerade som utjamningstankar i
containern (Fig. 1). Luft tillférdes de behandlade vattnen i fordelningstunnorna for att dels driva av eventuellt



restozon och 6vermattnad av syrgas, dels for att lufta upp utgdende respektive kolfiltrerat avloppsvatten for att
sakerstélla att syrebrist inte paverkade organismer i forsoken. Anldggningen var viarmeisolerad och mojlighet
fanns till uppvarmning, kylning och hog luftomséttning. Temperaturen loggades i inom- och utomhusluft, i
fordelningstankarna for akvarierna och i varje enskilt akvarium.

Zebrafisk

Forsoksdesign

Den experimentella designen utgjordes av fyra forsoksvatten med tre replikat vardera. For varje forsoksvatten
anvéndes tre separata 60-liters akvarier dir grupper av vuxen zebrafisk exponerades kontinuerligt under tre
veckor i december 2021. Sammanlagt bestod forsoksuppstillningen av 12 akvarier med 10 zebrafiskar vardera
vid start. Forsoksvatten fran de fyra fordelningstunnorna leddes via ansluten PEM-slang, rostfria ror och
silikonslang till vardera av de tre 60-litersakvarierna. Flodet skedde genom sjalvtryck frén tunnorna och
reglerades med kulventiler och slangklammor till ett flode av ca. 0,1 L/min vilket gav en omséttning av
totalvolymen i akvarierna av 2,5-3 ggr/dygn. I 6verkant av akvarierna fanns borrade utloppshél med anslutet
PEM-ror for att leda vattnet via braddavlopp till utgdende avlopp i containern. I utloppen anvindes silplattor for
att forhindra att fiskarna skulle rymma. Varje akvarium var utrustat med termostatstyrd doppvérmare for att
hélla temperaturen konstant vid ca. 25 °C och syresittning av vattnet skedde genom externa luftpumpar (JBL
Pro Air) som pumpade luft via silikonslang till keramiska luftstenar nedsénkta i vattnet. Drift av
forsoksuppstillningen skedde genom kontinuerlig pumpning under en vecka innan forsoksstart for att sakerstéilla
systemfunktion. Vattenkvalitetsparametrar (temperatur, pH, konduktivitet, syrehalt) méttes som stickprov men
temperaturen loggadeskontinuerligt i forsdksakvarierna under forsoket. Daglig tillsyn skedde av teknisk
utrustning och fiskhélsa. Matning av fiskar skedde dagligen med kommersiellt flingfoder (SeraVipan). Studien
utfordes i1 enlighet med etiskt tillstand beviljat av Uppsala djurforsoksetiska ndmnd (Dnr 5.8.18-00819/2017).
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Fig. 1. Forsokscontainer visande fordelningstunnor och forsoksakvarier for zebrafiskstudier.

Utforande

Zebrafisk koptes genom Djurhobby Uppsala och hélls under 1 ménad pé akvatiska avdelningen pa institutionen
for biomedicin och veterindr folkhdlsovetenskap, SLU, Uppsala, for att sékerstilla god fiskhilsa och god
reproduktiv status innan forsoksstart. Vid forsoksstart konssorterades fiskarna baserat pa fenotypiska
karaktdristika genom okulér besiktning. Grupper om fem presumtiva honor och fem presumtiva hanar
placerades sedan tillsammans, i sammanlagt 12 plastpasar for transport till Lindholmen reningsverk, Norrtilje.
Pasarna med zebrafiskar placerades dérefter i forsoksakvarierna for acklimatisering av fiskarna till raidande
temperaturforhéllanden. Fiskarna exponerades under sammanlagt tre veckor. Vid start av den tredje
exponeringsveckan placerades zebrafiskarna i vardera akvarie i rostfria nétburar (18x20x20 cm) for studier av
reproduktionsutfall. Under nétburarna placerades glasformar i passande storlek for att samla upp dggen som
sjonk genom nétet vid reproduktion. Reproduktionsutfallet studerades dagligen under en vecka i alla akvarier



genom att skjuta den rostfria niitburen 4t sidan och sifonera ut figgen fran glasformen. Aggen placerades i 50-ml
petriskalar av plast varefter de riknades och undersoktes i stereomikroskop (Leica). Aggen klassificerades sedan
som befruktade eller obefruktade. Reproduktionsforsoket med zebrafisk utfordes med utgangspunkt fran en
standardiserad metod (OECD TG 229).

Beteendestudier och provtagning

Efter tre veckors exponering i forsdksvatten videofilmades fiskarna for studier av simbeteende innan de
provtogs. Beteendestudier utférdes genom att hava upp en fisk fran vardera forséksvatten och placera dem i
400-mL glasbagare innehéllande tempererat kranvatten. Glasbdgarnas sidor hade svarta manschetter for att
forhindra paverkan av yttre faktorer pa beteende hos fiskarna. Glasbdgarna med fiskar placerades pa ljust
underlag och videofilmades under tio minuter med datoransluten webkamera. Videofilmerna lagrades pa dator.
Beteendeutvérdering skedde med fisk fran varje forsdksvattens samtidigt, dvs fyra fiskar filmades samtidigt.
Beteendestudier och paféljande provtagning skedde i ordning av replikat, dvs fisk fran replikat 1 fran alla
forsoksvatten provtogs forst och dérefter replikat 2 {6ljt av replikat 3. Videofilmer av zebrafisk utvirderades
avseende beteendeanalys av uppmatt simaktivitet, dér total simdistans hos alla enskilda fiskar uppmaéttes under
10 minuter. Filmerna analyserades med mjukvaran Noldus DanioVision avsedd for utvéardering av simbeende
hos fisk (Noldus, Wageningen, Nederldnderna).

Efter videofilmning sovdes fiskarna i separata bdgare innehéllande narkosmedel MS222 (Tricaine
methanesulfonate-250 mg/1). Avlivning skedde sedan genom dekapitering och hjarndestruktion, varefter vikt
och ldngd mittes. Body Condition Factor (BCF) berdknades som vikt (g)/(langd (cm)*3) *100. Fiskarna klipptes
dérefter upp i buken och levern dissekerades fram under arbete i stereomikroskop (Leica EZ4D). Levern
placerades i RNA-later (Invitrogen) for framtida analys av genuttryck. Resterande fiskkropp placerades i 2-ml
Eppendorfror innehédllande vavnadsfixativ (4% formalin) for histologiska studier av gonader. Provtagningen
skedde under tvé pa foljande dagar. Zebrafiskar fixerade i formalin genomgick rutinméssig upparbetning for
histologiska studier. Fiskarna inbdddades i paraffin, paraffinblocken snittades med mikrotom och snitt
innehéllande representativ 6versikt av gonader fiargades med hematoxylin-eosin (HE-fargning). Snitt av
gonaderna undersoktes sedan genom ljusmikroskopi. Genom undersdkningarna gjordes kdnsbestdmning till
hane eller hona av alla ingaende fiskar i forsdket. Gonaderna utvérderades avseende reproduktiv konsmognad
enligt Orn et al. (2016). Testiklar graderades subjektivt efter mingden innehall av spermier, dér avsaknad av
spermier, 1dg andel spermier och hog andel spermier klassificerades som omogen, under utmognad respektive
fullmogen. For honor graderades mognadsgraden baserat pa ovariets innehall av andel 4gg med inkorporering av
vitellogenin-vesiklar enligt stardardiserad metod av Selman et al. (1993). Ovarier med avsaknad av 4gg
innehéllande vitellogenin-vesiklar, samt lag och hog andel vitellogenin-vesiklar klassificerades som omogen,
under utmognad respektive fullmogen.

Dammsnacka

Forsoksdesign och utférande

Reproduktionsfoérsoket med sniackor utfordes med utgangspunkt frén en standardiserad metod (OECD TG 243)
med vuxna snéckor av arten stor dammsnécka (Lymnaea stagnalis). Snackorna kom fran en
laboratoriepopulation som hallits i flera generationer pa institutionen for biomedicin och veterinér
folkhélsovetenskap. I varje av 20 glasburkar (IKEA; 1,1 1) borrades ett 6 mm hal i sidan sa burkarna héll en
vattenvolym pé 0,7 1 och resterande vatten kunde rinna ut. Vatten pumpades kontinuerligt in i burkarna med en
peristaltisk slangpump (Ismatec) med 20 separata slangar (en slang till vardera burk) fran de respektive
fordelningstunnorna. Pumphastigheten var 0,1 I/timme vilket motsvarar ca 3 byten av totala vattenvolymen i
burkarna varje dygn. For varje exponeringsgrupp (KV, UT, OZ och GAC) pumpades vatten till fem burkar (Fig.
2). Fem snéckor fordelades slumpvis till varje burk. Under férsoket matades snackorna med ekologisk
bladsallad.



F ig. 2. Forsoksuppstdillning for dammsnicka.

Reproduktion och provtagning

Snéckorna exponerades for de olika vattnen under tre veckor. Dag 7, 14 och 21 samlades alla dggkokonger in i
petriskalar. Antal 4ggkokonger i varje burk samt antal bra och defekta dgg i varje dggkokong riaknades med
hjélp av en stereolupp. Reproduktionsutfallet normaliserades och uttrycktes per antal levande individer vid
lektillféllet. Forekomst av doda snéckor kontrollerades regelbundet och plockades bort fran forsdket snarast. Vid
dag 21 sévdes sndckorna i MS222 varpa de vigdes och méttes. Body Condition Factor (BCF) berdknades som
vikt (g)/(langd (cm)”3) *100. Sndckorna dissekerades och de dversta 4 mm av levern (ca 30-40 mg) klipptes
bort och sparades i RNA-later enligt tillverkarens anvisningar for vidare genuttrycksanalyser.

Miétning av genuttryck hos zebrafisk och dammsnéacka

RNA isolerades fran leverprover med olika metoder for fisk och snéckor. Pé prover fran sndckor anvindes
NucleoSpin® RNA Plus-kit (Macherey Nagel) enligt tillverkarens protokoll. Efter RNA-isolering behandlades
proverna med rDNase (Macherey Nagel) foljt av NucleoSpin RNA Clean up XS (Macherey Nagel) kit. En total
volym pé 30 pl RNA-16sning erholls och sparades i -80°C-frys. Pa prover fran fisk 16stes leverprovet forst upp i
Trizol/kloroform innan anvindning av NucleoSpin® RNA Plus-kit (Macherey Nagel) enligt tillverkarens
protokoll. En total volym pa 60 ul RNA-16sning erhélls och sparades i -80°C-frys. Fran RNA-16sningarna togs 2
pl for att bestimma RN A-integritet (RIN) och koncentration genom RNA ScreenTape-analys (Agilent
Technologies, USA). Prover som valts ut for studien hade ett RIN-virde mellan 8,1 och 9,9.

For en-stegs RTqPCR anvindes QuantiTect SYBR® Green PCR-kit (Qiagen) enligt tillverkarens anvisningar
till en total volym av 20 pl. Prover preparerades pa 96-hélsplattor (BioRad) med 5 ul RNA utspitt till 1 ng/ul
per brunn och hélls pa is. Alla prover analyserades i duplikat. qPCR-reaktionerna utférdes pa BioRad CFX
Opus 96 (BioRad) enligt f6ljande protokoll: omvénd transkription 50°C (30 min), denaturering 95°C (15 min)
och 37 cykler av omvéxlande 94°C (15s), 54°-60°C beroende pa primer (30s) och 72°C (30s). Vid slutet av
varje korning utfordes en slutlig bestdmning av sméltkurvor for varje PCR-produkt for att sékerstélla specifik
produktamplifiering och kontrollera primer-dimerbildning. De genuttryck som undersdktes finns beskrivna i
Tabell 1. Uttrycken for varje gen berdknades enligt Pfaffl (2001) som relativt KV-gruppens medelvérde.

Tabell 1. Gener som analyserades pé zebrafiskar och snickor samt de aktiviteter som analyserades i celltesterna
och de fysiologiska mekanismer som dessa kan kopplas till.
Mekanism Gen zebrafisk Gen sniicka Aktivitet celltest

Oxidativ stress Nuclear factor Nrf2 Nrf2
erythroid 2-related
factor 2

Katalas Cat
Glutationperoxidas Gpx

Hormonreceptorer Nuclear hormone Nr3d
receptor
Androgenreceptor Ar AR/ anti-AR
Ostrogenreceptor Era ER




Fas-1 metabolism Cytochrome p450 1 Cyplal AhR
Cytochrome p450 3 Cyp3a65 Cyp3a
Aggprotein Vitellogenin Vigl
Yolk ferritin YF
Metallmetabolism Metallothionein MT MT
Referensgener Transmembrane Tmem50a
protein 50 A
Elongation factor EF

Celltester

De fyra forsoksvattnen KV, UT, OZ och GAC, samt 4ven PAC analyserades med effektbaserade metoder
baserade pa odlade celler som modifierats sa att specifika toxiska effekter kan métas. I denna studie studerades
forekomsten av &mnen som kan aktivera dstrogenreceptorn (ER), androgenreceptorn (AR),
arylhydrokarbonreceptorn (AhR) samt orsaka oxidativ stress (Nrf2). For androgenreceptorn méttes dven
antagonistisk aktivitetet (anti-AR).

Forsoksvatten samlades in som flodesméssiga dygnsprov och blandades till ett veckoprov under perioden for
fisk- och snackforsokens tredje vecka till en totalvolym av 1 liter. Extra prover togs for KV och UT vid senare
provtagning for vidare undersokning av resultat framkomna framforallt i KV. Forsoksvattnen koncentrerades
5000 ganger med hjélp av fastfasextraktion och spaddes sedan 100 génger eller mer med cellmedium under den
effektbaserade analysen. Den slutliga koncentrationsfaktor som testats var alltsa som hogst 50 ganger hogre dn
ett okoncentrerat vattenprov. Provet har initialt testats for cytotoxicitet, for att utesluta koncentrationer som kan
orsaka akut och ospecifik toxicitet som paverkar cellerna pa ett s negativt sitt sa att det inte gér att méta
specifika toxiska effekter. Provet analyserades dérefter i spadningsserier om minst fyra koncentrationer for
respektive analys. Resultaten anvéndes for att berdkna bioekvivalenta koncentrationer (bioequivalent
concentrations, BEQ). BEQ-virdet beskriver den observerade effekten uttryckt som en koncentration av en
referenskemikalie, som dr analyserad samtidigt. Om ett vattenprov har ett BEQ-virde om 10 pg/L betyder det
alltsa att den biologiska aktiviteten i provet motsvarar den aktivitet som 10 pg/L av referenskemikalie skulle
orsaka. BEQ-vérdet berdknas for att kunna jaimfora aktiviteten mellan prover och mellan studier.
Referenskemikalierna som anvéndes var 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) for att médta AhR-aktivitet,
17pB-estradiol (E2) for ER-aktivitet, dihydrotestosteron (DHT) for AR-aktivitet, hydroxyflutamid (OHF) {6r anti-
AR-aktivitet och tertidr butylhydrokinon (tBHQ) for Nrf2 (oxidativ stress) (Tabell 2). For att avgéra om ett prov
innehéller kemiska &mnen som kan aktivera en viss toxisk effekt analyserade vi forst om nigon av de
analyserade koncentrationerna orsakade en aktivitet som var hogre dn en pé forhand definierad detektionsgrins.
Prover som uppvisade en aktivitet dver denna detektionsgréins klassades som aktiva och BEQ-vérden
beréknades for dessa prover.

Tabell 2. Oversikt av effektbaserade cellmetoder

Endpoint Detektionsmetod | Tillkommande Cellinje Referenssubstans | Definition av
exponering aktivt prov
Aktivering Luciferase - T47D-ER Ostradiol >20% av den
Ostrogenreceptor maximal effekten av
Ostradiol
Aktiverinng av Luciferase - AREcoScreen | Dihydrotestosteron >20% av den
androgenreceptorn maximal effekten av
dihydrotestosteron
Blockering av Luciferase Dihydrotestosteron AREcoScreen | Flutamid >30% reduction av
androgenreceptorn den
dihydrotestosteron-
inducerade
aktiviteten




Oxidativ stress Luciferase - AREc32 tBHQ 1,5-ganger hogre
(Nrf2-aktivitet) aktivitet jAmfort
med vehikelkontroll
Aktivering av Ah- Luciferase - DR EcoScreen | 2,3,7,8-TCDD >10% av den
receptorn maximal effekten av
2,3,7,8-TCDD

Statistiska analyser

Statistiska utrdkningar gjordes med programmet Minitab® version 19.2. I de flesta fall anvéndes funktionen
”general linear model” (GLM). For snickorna testades varje métrespons mot faktorn ”behandling” (KV, UT, OZ
och GAC) och for reproduktionen dven faktorn “vecka” samt interaktionen “behandling*vecka”. For de flesta
miétresponserna pa fiskarna testades konen separat for varje métrespons mot faktorn ”behandling” For
genuttrycken i fiskarna testades varje respons mot faktorerna ’behandling” och ’kén” samt &ven interaktionen
déremellan: ”behandling*kon”. Signifikansnivén sattes till p<0,05 och i de fall dér signifikans erholls i faktorn
”behandling” anvindes Fisher LSD metoden som post-hoc test for att avgora vilka behandlingar som skilde sig
mot varandra. Fishers exact test anvéndes for att utvardera lekutfall hos zebrafisk.

Resultat

Uppmitta vattenkemiska parametrar under forséksperioden for zebrafisk och dammsnéckor visas i Tabell 3.
Utetemperaturen varierade relativt mycket under férsokets genomférande 22 november-15 december, med
temperaturer mellan +9 och -18°C.

Zebrafisk

Ingen mortalitet av zebrafiskar forekom under exponeringsperioden (Tabell 4). Histologiska undersokningar av
gonader visade att alla hanar och honor var fullt konsmogna, dvs hanar uppvisade hog forekomst av spermier i
testiklar och honor hog forekomst av fullmogna dgg (Fig. 3). Den histologiska kdnsbestdmningen visade
sammanlagt 63 honor och 57 hanar, dvs tre honor fler &n vad som okulért valdes fran start. Férdndrade
konskvoter mot planerad forsoksdesign aterfanns i KV3, UT3 och OZ2, dar kénskvoterna var 6 honor och 4
hanar jamfort med 5:5 i alla andra replikat. Ingen statistisk skillnad foreldg mellan de fyra férsoksvattnen
géllande uppmatt kroppsvikt, kroppsléngd eller BCF, vare sig for honor eller hanar (Fig. 4, Tabell 4).
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Fig. 3. Ljusmikroskopiska foton av histologiska snitt visande representativ testikelvdvnad fran hane (vinster)
innehdllande fullmogna spermier (morkbld omraden), samt ovarie fran hona (hoger) innehdllande dgg i olika
mognadsgrad inklusive fullmogna dgg (rosafirgade). Haematoxylin-eosin-firgning (HE).
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Fig. 4. Kroppslingd, kroppsvikt och kroppsindex (BCF) hos zebrafisk kontinuerligt exponerade for olika
forséksvatten under tre veckor. Data visar medelvirde + standardavvikelse av tre replikat per forséksvatten.
KV=kranvatten, UT=utgdende avioppsvatten, OZ=ozonbehandlat UT, GAC= UT filtrerat genom granulerat
aktivt kol.

Studier av reproduktionsutfall under tredje exponeringsveckan visade att dgglaggning for KV skedde vid farre
antal dagar jamfort med OZ och GAC (Tabell 4). Av 21 mdjliga dagar for reproduktion (3 replikat a’ 7 dagar)
skedde dggldggning hos KV sammanlagt 16 dagar, UT 19 dagar, samt OZ och GAC 21 dagar. Ingen skillnad
forekom mellan UT och grupperna OZ och GAC. Antal lagda 4gg per dag uppvisade stor variation oavsett
forsoksvatten och replikat och varierade mellan 0 och 130 4gg per hona. Den kumulativa dggldggningen visade
att OZ och GAC lade sammanlagt fler 4gg per hona &n KV och UT , men utan statistisk skillnad (Fig. 5 & 6).
Befruktningsfrekvensen var relativt lika i alla forsdksvatten och inga skillnader uppméttes.
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Fig. 5. Kumulativ dggldggning av befruktade dgg hos zebrafisk kontinuerligt exponerade for olika forséksvatten
under tre veckor. Data visar medelvirde + standardavvikelse av kumulativ dggldggning hos tre replikat per
forsoksvatten over sju dagars reproduktion.. KV=kranvatten, UT=utgdende avioppsvatten, OZ=ozonbehandlat
UT, GAC= UT filtrerat genom granulerat aktivt kol.
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Fig 6. Aggliggning hos zebrafisk kontinuerligt exponerade for olika forséksvatten under tre veckor. Data visar
antal befruktade och obefruktade dgg hos de tre replikaten av forscksvatten (vénster), samt medelvirde hos
olika forsdksvattnen (hoger), berdknat per antal ingdende honor under sammanlagt sju dagars reproduktion.
KV=kranvatten, UT=utgdende avlioppsvatten, OZ=ozonbehandlat UT, GAC= UT filtrerat genom granulerat
aktivt kol.
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Ingen skillnad foreldg mellan forsdksvatten i uppmaitt total simdistans under forsokets 9 minuter, vare sig for
honor eller hanar (Tabell 4). Den totala simdistansen varierade stort mellan forsdksvatten och replikatakvarie.
Hanar simmade i medel 87 meter i KV, 77 meter i UT, 61 meter i OZ, samt 92 meter i GAC. Honor simmade i
medel 64 meter i KV, 61 meter i UT, 77 meter i OZ, samt 67 meter i GAC. Statistisk analys av
riktningskoefficienten (k-virdet), dvs fordndring av simaktiviteten dver tid, visade skillnad mellan OZ och de
andra forsoksvattnen. Bade honor och hanar i OZ har en 14g simaktivitet i forsokets start relativt de andra
forsoksgrupperna. Monstret i simaktivitet skiljer sedan for konen, dar hanar uppvisar en 1ag simaktivitet under
forsoksperioden, medan honor uppvisar en kontinuerligt 6kande simaktivitet jaimfort med de andra
forsoksvattnen (Fig. 7).
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Fig. 7. Simbeteende hos honor (vinster) och hanar (hoger) av zebrafisk exponerade for olika forséksvatten.
Data visar medelvirden av simdistans (punkter) under nio minuters beteendestudie efter tre veckors

kontinuerlig exponering. KV=kranvatten, UT=utgdende avioppsvatten, OZ=ozonbehandlat UT, GAC= UT
filtrerat genom granulerat aktivt kol.

Totalt analyserades genuttryck fran tva hanar och tvé honor per replikat, dvs sex hanar och sex honor per
forsoksvatten. For alla genuttryck foreldg en skillnad mellan honor och hanar. Ingen skillnad i ngot genuttryck
uppmiittes efter forsoksvattenexponering, varken hos hanar eller honor. Undantaget var uttrycket av

metallotionein (MT), ddr KV hade hogre uttryck i jdimforelse med de andra forsdksgrupperna, bade for honor
och hanar (Fig. 8, Tabell 5).
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Fig. 8. Genuttryck relativt medelvirdet for respektive kontrollgrupp for djur exponerade for de olika
forséksvattnen (KV, UT, OZ och GAC). Overst till véinster: Zebrafisk, metallothionein (Mt) i honor (F) och



hanar (M). Ovriga dammsndickor Cyp3 (Overst till hoger), nr3d (Nederst till vinster) och Gpx (Nederst till
hoger). Skalan for genuttryck dr logaritmerad.

Dammsnackor

Temperaturerna pa vattnet i burkarna med snéckor holl sig i stort pa samma temperatur som i inneluften i
containern. Detta innebar att temperaturerna i vattnet paverkades till viss del av den varierande temperaturen
utomhus, vilket kdnnetecknades av ndgot varmare temperatur de sista dagarna (24,5 °C). Medeltemperaturerna i
snickornas vatten var dock relativt lika mellan veckorna: 22,1; 20,9 och 22,0 °C under respektive vecka 1, 2 och
3. Temperaturerna i de olika behandlingarna var dock alltid densamma.

Det forekom mortalitet i alla exponeringsgrupper (Fig. 9). Denna var dock statistiskt hogre i GAC-gruppen
jamfort med 1 kranvattengruppen, dock ej i jamforelse med de andra avloppsvattengrupperna. Totalt Gverlevde
endast 32% av snickorna i GAC-gruppen medan 84% 6verlevde i KV-gruppen. Overlevnaden i UT- och OZ-
grupperna lag pa 60 respektive 68%.
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Fig. 9. Overlevnaden hos dammsndickor kontinuerligt exponerade for olika forscksvatten under tre veckor. Data
visar medel och standardavvikelse av 6verlevnaden i fem replikat av vardera behandlingsgrupperna.
KV=kranvatten, UT=utgdende avloppsvatten, OZ=ozonbehandlat UT, GAC= UT filtrerat genom granulerat
aktivt kol

Procent

Ingen skillnad forekom i vikt, l1dngd eller BCF mellan de 6verlevande snidckorna i de olika vattnen (Tabell 6).
Aggproduktionen visade generellt stor spridning. Det var inga skillnader i antalet lagda 4gg, antal befruktade
dgg (Fig. 10) eller antalet lagda kokonger mellan grupperna, Det var heller ingen skillnad i andel defekta dgg
mellan de olika grupperna. Daremot dkade dggldggningen generellt ju langre forsoket pagick.
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Fig. 10. Antal befruktade dgg/individ per vecka hos dammsndckor under tre veckors kontinuerlig exponering for
olika forsoksvatten. Data visar spridningen inom fem replikat av vardera behandlingsgrupperna.
KV=kranvatten, UT=utgdende avioppsvatten, OZ=ozonbehandlat UT, GAC= UT filtrerat genom granulerat
aktivt kol.



Cyp3a som indikerar avgiftningsmetabolism var signifikant ldgre uttryckt i GAC-gruppen jamfort med de andra
grupperna (Tabell 6). Nr3d som indikerar uttryck for en hormonreceptor var lagre uttryckt i alla de olika
avloppsvattnen jamfort med i kranvattengruppen. Gpx som r ett enzym som &r involverat vid oxidativ stress
hade hogre uttryck i snidckor i OZ-gruppen dn i GAC-gruppen. Daremot skiljde de sig inte fran sndckor i KV-
eller UT-grupperna. De 6vriga genuttrycken visade inte ngra skillnader mellan grupperna. Det var heller inga
skillnader i uttrycket av EF mellan snickor i de olika vattengrupperna och ddrmed kunde EF anses vara relevant
som referensgen.

Celltester

Vid undersokningar av vattenprover tagna under forsdksperioden for fisk och snidckor uppmattes relativt hog
AR-aktivitet i samtliga prover utom KV, och de olika behandlingarna av vattnet verkade inte paverka AR-
aktiviteten (Tabell 7). Inget av proverna uppvisade AR-aktivitet. Blockering av androgenreceptorn (anti-AR-
aktivitet) uppmaittes endast i UT vid den upprepade provtagningen och da mycket néra detektionsgransen. For
Ostrogen aktivitet (ER-aktivitet) uppmattes relativt 1aga aktiviteter vid forsta provtagningen, medan upprepat
prov av UT hade en hogre ER-aktivitet om 1810 pg dstradiolekvivalenter per liter. Nrf2-aktivitet (oxidativ
stress) uppmattes i samtliga prover, forutom efter GAC-behandling. Aktivering av Ah-receptorn uppmiaittes i
samtliga prover i relativt hog omfattning.



Diskussion

Syftet med denna studie var framst att utvirdera om utdkat avancerad avloppsrening med hjilp av ozon eller
kolfiltrering forbattrar biologiska funktioner i de valda testmodellerna.. Generellt sags inte ndgra betydande
negativa effekter av utgdende avloppsvatten i ndgon av de tre olika biologiska modellerna som anvéndes, med
undantag for AhR-aktiviteten i celltesterna som var relativt hog jamfort med andra studier (Neale et al. 2020).
Med mer omfattande negativ paverkan av UT hade fordndringar av de uppmditta hilsoparametrarna troligen
kunnat observeras tydligare efter avancerad rening med OZ och GAC. Resultaten visar i vissa fall skillnader
mellan kranvattnet (KV) och en eller flera av de andra forsoksvattnen. Detta kan tolkas som att de andra vattnen
ar av samre kvalitet 4n kranvattnet. Det ska dock fortydligas att den huvudsakliga fragestillningen i denna
undersokning var om de avancerade reningsstegen (OZ och GAC) fordndrar vattenkvaliteten i jamforelse med
det ordinarie utsldppsvattnet (UT). I detta fall ska kranvattnet snarare ses som en referens till att metodiken
fungerar optimalt snarare &n som en traditionell kontrollgrupp.

Efter tre veckors kontinuerlig exponering sags inga skillnader i kroppsldngd, kroppsvikt eller kroppsindex
(BCF) vare sig hos zebrafisk eller dammsnécka. Detta indikerar att forsdksdesign och vattenkemin i de olika
forsoksvattnen hade tillrickligt god status for att inte orsaka en negativ paverkan pa tillviixt. Overlevnaden hos
zebrafiskar var 100% dér ingen av de 120 fiskar som ingick i studien dog. Fér dammsnéickorna observerades en
sdmre 6verlevnad i GAC dn i KV. Det var dock ingen statistisk skillnad mellan de tre olika
avloppsvattengrupperna UT-OZ-GAC, dven om &verlevnaden hos GAC var ldgst. Samtidigt som GAC-
gruppens overlevnad var relativt 1ag sa var alla andra kroppsmatt hos dammsnéckorna opéverkade i jamforelse
med alla andra grupper. Nar sndckor dor forsdmras vattenkvaliteten i burken ganska snabbt om inte den doda
snédckan tas bort. Om dodsfallet intrdffar pa eftermiddagen sé& innebér det en ganska lang tid innan ndgon
uppticker detta vid den dagliga tillsynen och da kan vattenkvaliteten vara betydligt forsdmrad sa att fler snackor
hinner paverkas negativt. Sannolikt padverkas vattnet mer negativt i de olika avloppsvattengrupperna i jamforelse
med det helt rena kranvattnet och detta skulle kunna forklara skillnaden i 6verlevnad mellan KV och GAC.
Mgjligen skulle detta ha kunnat avhjdlpas med ett hogre genomflode av exponeringsvatten.

Reproduktion

Reproduktion &r en viktig endpoint for att studera eventuell paverkan bade hos den enskilda organismen men
dven pa populationsniva. I avloppsvatten finns uppskattningsvis manga tusen olika kemikalier. Manga av dessa
kan ha en direkt paverkan pa hormonella system hos djur, s k endokrinstdrande kemikalier, och ddrmed paverka
bade konsutveckling och kdnsmognad hos individen och dirmed dven reproduktion. Andra kemikalier i
avloppsvatten kan genom negativ hédlsopaverkan indirekt paverka reproduktionen eller avkommans kvalitet. I
denna studie ségs att zebrafiskar i KV reproducerade sig férre ganger dn i de andra forsdksvattnen. Forklaringen
kan bero pa att kranvatten inte dr en optimal vattenmiljo for fiskar, eftersom vattnet kan sakna en stabil grund av
etablerade mikroorganismer och mojlig brist pa spardimnen. Sammantaget reproducerade sig OZ och GAC mer
ar UT och lade sammantaget dven betydligt fler dgg &n UT, dven om skillnaden inte kunde pévisas statistiskt.
Liknande resultat sags vid véra tidigare studier i Knivsta (Pohl et al. 2018) ddr OZ lade dubbelt fler dgg 4n KV
och UT (GAC utvirderades ¢j). En d6kad dggproduktion kan darfor vara svar pé en forbattrad vattenkvalitet och
dérmed levnadsmiljo for fiskarna. Resultaten efter avancerad rening, i denna studie genom OZ och GAC, kan
bero pa en relativt optimal milj6 for fisken, vilken resulterar i en forbattrad reproduktion, jamfort med
suboptimal vattenmilj6 i KV och UT. Sammantaget kan resultatet fran reproduktionsundersékningar forklaras
av att OZ och GAC antingen uppvisar en 6kning i reproduktiv framgang eller en normal niva av reproduktion. I
studierna med dammsnéckor sags inga skillnader i reproduktionsframgéng mellan de olika grupperna. En effekt
som noterades var att sndckorna i alla grupper reproducerade sig béttre den tredje veckan i jamforelse med de
tva forsta veckorna. Sannolikt beror detta pé att temperaturen i containern och dirmed ocksé vattentemperaturen
var hogre de sista dagarna mot slutet av forsoket, vilket skulle kunna paverka denna typ av respons.
Temperaturerna var dock densamma i alla exponeringsgrupper varpa denna effekt kunde ses i alla
exponeringsgrupper.

Simbeteende zebrafisk

I denna studie uppvisade bade honor och hanar hos zebrafisk exponerade for OZ paverkan pé simaktivitet.
Honor och hanar skiljde sig i beteende ver tid, dar hanar genom hela analysperioden simmade kortare stricka
per tid &n de andra forsoksvattnen. Honor simmade kortare i borjan av perioden for att sedan simma léngre vid
slutet av perioden. Liknande effekter sags i zebrafisk exponerad for OZ vid studie som utfoérdes vid Knivsta
ARV (Pohl et al. 2018). I studien av Pohl et al. (2018) sérskiljdes inte konen avseende simaktivitet, men fisk
fran OZ simmade kortare forsta minuterna for att sedan normaliseras mot de andra forsdksvattnen mot slutet av



perioden. Detta kan ses dven i denna studie om resultaten fran bade honor och hanar slds samman. Skillnader
mellan kénen avseende simbeteende kan bero pa skillnad i fysiologi och ddrmed skillnad i kénslighet for
innehallet av olika d&mnen i vattnet. Detta ar troligen en effekt som inte skulle paverka vattenlevande organismer
i en recipient inberdknat utspadningsfaktorn. Orsaken till det avvikande simbeteendet &r okédnd. Avvikande
simbeteende hos bade hanar och honor i OZ kan bero pa paverkan fran individuella kemikalier eller blandningar
av dessa i OZ. Manga kemikalier som finns i avloppsvatten, inklusive lakemedel, har i labforsok enskilt visat sig
paverka beteende hos fisk. I huvudsak observeras dessa beteendeeffekter vid hdgre koncentrationer dn de som é&r
uppmaitta for ldkemedel i denna studie. I ett avloppsvatten forekommer ddremot kemikalier samtidigt i en
blandning varfor den totala summan av alla ingdende kemikalier skulla kunna paverka beteendet. I denna studie
uppmittes en medelnedbrytning av analyserade ldkemedel till ca. 70%, men vissa lakemedel bryts ner sémre dn
andra. Ozon bygger pa sonderbrytning av kemikalier till skillnad fran uppfangst av kemikalier som GAC. Vid
sonderbrytning av enstaka kemikalier kan det skapas nedbrytningsprodukter av dessa som ar mer giftiga dn
sjdlva modersubstansen. Den kemiska analysen som anvéndes visar minskning av modersubstansen men séger
inget om vilka nedbrytningsprodukter som bildas. I OZ finns troligen rester av nedbrytningsprodukter av
kemikalier, dir det dven finns risk for att vissa av dessa ar giftiga och ddrmed skulle kunna paverka beteende
hos organismer, sasom zebrafisk i denna studie. Vi har i tidigare labforsok visat att giftigheten av lakemedlet
karbamazepin dkar efter ozonbehandling beroende pa bildning av specifika nedbrytningsprodukter av
modersubstansen (Pohl et al. 2019). Kemisk karakterisering av nedbrytningsprodukter vid ozon-behandling av
vatten, bade gillande avlopps- och dricksvatten, dr darfor viktigt for att sdkerstéilla en icke-giftig miljo i
recipienten till reningsverk, samt dven som livsmedel till djur och ménniskor. En ytterligare orsak till det
avvikande simbeteendet kan bero pé dverskott av gaser i fiskens blod och vavnader vilket kan orsaka s.k.
gasblésesjuka. Detta kan bero pa gasdvermaéttnad orsakad av ozonrester i vattnet, dverskott av syre eller en
kombination av dessa samt andra gaser i vattnet. Bdde uppsamlingstunnorna utanfor och inne i container fér OZ
luftades varfor 6verskott av ozon eller syrgas inte ar troligt. Den okuléra besiktningen av fisk under forsoket
visade inte pa tecken pa vanliga kliniska effekter av gasblasesjuka, t ex utsvéllda 6gon, gasblasor i skinnet etc,
varfor gasblasesjuka dr mindre troligt. Framtida labforsok bor undersoka effekten av ozonering pa bade vanligt
forekommande kemikalier i avloppsvatten och dven ozon i sig, for att utréna ozonering som reningsmetod och
dédrmed mojlig orsak till beteendefordndringar och dven for dess mojliga miljopaverkan.

Genuttryck zebrafisk och dammsnacka

Mitning av genuttryck ar en relativt effektiv metod som kan ge god forstéelse i hur organismernas fysiologi har
paverkats av en viss behandling. Metoden innebér att métningar av ett stort antal fysiologiska mekanismer kan
fas fran varje individ och av ett vildigt litet vivnadsprov. Anvidndandet av genuttryck forutsitter dock att
metoden &r ordentligt utprovad sa att man sikerstéller att det dr rétt produkt som mits och att méitningen av
denna kan kopplas till en fysiologisk mekanism. Zebrafisken dr en mycket vanlig testorganism inom
forskningsvérlden och deras genuppsittning &r helt kartlagd (sekvenserad). Vidare har ett mycket stort antal
gener relevanta for toxisk paverkan undersokts bade i zebrafisk och i nirbesliktade arter. Detta gor att vi kan
anse att resultaten for genuttryck péa zebrafisk i denna rapport kan vara trovirdiga och kan ge en bra vigledning
om eventuell paverkan. Dammsnéickorna har inte samma bakomliggande forutsittningar. Flera av generna i
undersokningen ar tidigare relativt etablerade medan andra har tagits fram for denna undersokning baserat pa
jamforelser av likheter med andra nirbesldktade arter. Alla de undersokta generna har klarat de grundldggande
kriterierna for sikerstillande vid utveckling av denna typ av metod. Daremot dr inte kunskapen om fysiologin
lika vélstuderad hos denna art. Det dr ddrmed svarare att sdkert bedoma den betydelsen dessa métningar har i
denna studie. Alltfor stor vikt ska darfor inte féstas i eventuella skillnader i genuttryck mellan snickorna i de
olika vattengrupperna utan de ska ses som en indikation pa att en forandring skett.

Vad giller zebrafiskarna i denna studie sa var det skillnader i uttryck mellan honor och hanar for alla de
undersokta generna utom for referensgenen TmemS50a. Detta &r inte konstigt dé fysiologin mellan kdnen skiljer
sig. Exempelvis sags ca 4000 ganger hogre uttryck av vtgl i honor jamfort med hanar i KV-gruppen. Det dr
vanligt att man ser stora konsskillnader i vtgl, eller motsvarande protein vitellogenin, da detta behdvs for
normal dggproduktion och ddrmed inte normalt finns i stora mdngder hos hanar. Det var ddremot inga skillnader
iuttryck av de flesta analyserade genuttryck i1 jaimforelser mellan fiskarna fran de olika vattengrupperna. Detta
ger en bild av att alla de olika avloppsvattnen har en bra kvalitet for fiskhdlsa. Det enda genuttrycket dér
statistiska skillnader ségs var for Metallothionein (MT), som var hogre uttryckt i KV-gruppen jamfort med de
andra grupperna. Detta har ingen paverkan i tolkningen av kvaliteten i de olika avloppsvattnen men ger upphov
till funderingar for innehallet av metaller i kranvattnet. MT &r ett protein som ar inblandat i regleringen av
metaller i kroppen. I regel kan man se hogre koncentrationer av detta protein eller ett hogre uttryck av genen for
detta, MT, vid exponering av hoga koncentrationer metaller. Vi har i en liknande studie med motsvarande



experimentell design i ett annat reningsverk ocksé sett detta monster med hogre uttryck av MT i fiskar som
exponerats for kranvatten (opublicerade data).

For sndckorna ségs fler skillnader i uttryck mellan vattengrupperna. Nr3d som indikerar uttryck for en
hormonreceptor var lagre uttryckt i alla de olika avloppsvattnen jamfort med i kranvattengruppen. Hér kunde
dock inga fordndrade effekter noteras i jamforelsen mellan de olika behandlingarna av avloppsvatten. Gpx
(glutationperoxidas) som &r ett enzym som ar involverat vid oxidativ stress hade signifikant hdgre uttryck i
snickor i1 OZ-gruppen i jamforelse med GAC-gruppen. Diaremot skiljde de sig inte fran snidckor i KV- eller UT-
grupperna. Man kan alltsa inte dra slutsatsen att Ozon eller GAC fordndrar vattenkvaliten i jimforelse med UT-
vattnet baserat pa denna mitning. Cyp3a som indikerar en typ av avgiftningsmetabolism var signifikant lagre
uttryckt i GAC-gruppen jamfort med alla de andra grupperna. Uttrycket av Cyp3 var ca 5 ganger lagre i GAC-
gruppen jamfort med KV-gruppen. Cyp3 ér ofta inblandat i metabolism av ldkemedel och en tolkning av denna
nedgang i GAC-gruppen skulle kunna vara att det &r mindre halter av lakemedel i denna grupp jamfort med de
andra. De uppmatta halterna av lakemedel visar visserligen att UT och OZ innehéller hdgre halter av ldkemedel
dan GAC men samtidigt har KV betydligt ldgre halter (Tabell 3). Detta resultat var ocksé annorlunda dn vad som
sags vid analys av motsvarande gen hos zebrafiskar (Cyp3a65), dér vi inte hade skillnader mellan grupperna. De
ovriga genuttrycken visade inte ndgra skillnader mellan grupperna. Vi kunde saledes inte se samma hdga uttryck
av MT hos sndckorna i KV-gruppen som sags hos zebrafiskarna. Det var heller inga skillnader i uttrycket av EF
mellan snéckor i de olika vattengrupperna och dédrmed kunde det visas att denna gen var lamplig som
referensgen.

Celltester

Resultaten for fler av de effektparametrar som studerats med cellbaserade in vitro-metoder visar begriansad
effektivitet for de studerade reningsmetoderna OZ och GAC. Det géller bade for AR och ER. Detta dr i viss man
forvanande, d& ozonering och GAC-filtrering ofta, men inte alltid, minskar denna typ av aktivitet i vattnen. ER-
aktiviteten i proverna var dock genomgaende laga och det gick inte att se nagot tydligt monster i
reningseffektivitet for de studerade metoderna. Aktiviteten av AhR och Nrf2 visade dock pa en forbattring i de
renade vattnen. En relativt hog aktivering av Ah-receptorn uppmattes i samtliga analyserade prover, férutom
KV vid den upprepade provtagningen. Anledningen till den upprepade analysen var framforallt AH-
receptoraktiviteten som bedomdes osedvanligt hog vid analys av kranvatten taget under forséksperioden. De
upprepade analyserna visade betydligt ldgre AhR-aktivitet i KV.

Det finns en grad av osékerhet i tolkningen mellan effekter framtagna in vitro och in vivo. Trots detta kan
resultaten fran de cellbaserade metoderna sittas i ett perspektiv sett till toxiciteten pa vattenlevande djur t. ex.
fisk for att lattare belysa innebdrden. Cellmetoderna indikerar att de olika avloppsvattnen hade aktivitet pA AR
motsvarande 1053 (UT) och 1929 (PAC) pg/l DHT. Detta innebér att jamforelser kan goras med vilka
androgena effekter som sker med vattenlevande djur da de exponeras for ca 2000 pg/L (2 ng/l) DHT i ett vatten.
Tydliga hormonstorande effekter pa fisk orsakade av exponering av DHT har visats vid 100 ng/l (Baumann et
al. 2013). De cellbaserade metoderna tyder dirmed pé att koncentrationen i PAC vattnet ligger ca 50 génger
lagre 4n vad som orsakar en tydlig androgen effekt pé fisk. Den uppmatta androgena effekten i utgdende
avloppsvatten &r i samma storleksordning som tidigare publicerade studier (Neale et al. 2020).

Generellt kan sdgas att de uppmaétta ER-aktiviteterna i avloppsvattenproverna ligger i samma storleksordning
som tidigare studier med effektbaserade in vitro-metoder, snarast i det ldgre intervallet (Neale et al. 2020,
Lundgvist et al. 2019) Den hogsta aktiviteten av ER i celltesterna pavisades i PAC och detta motsvarar ungefar
den aktivitet som 0,5 ng/l E2 orsakar. Hormonstorande effekter av E2 i fisk kan pavisas vid en exponering hogre
dn 24 ng/1 da konskvoten i en fiskpopulation blir tydligt paverkad mot fler honor (Holbech et al 2006). Detta
innebér att PAC hade en ER-aktivitet som ligger mer dn 50 ganger ldgre dn vad som orsakar en dstrogen effekt
pa fisk. Vidare kan Ostrogeniciteten i proverna jamforas med foreslagen effektbaserad atgardsgréns, vilket anger
nivan under vilken effekten kan anses vara acceptabel for vattenlevande organismer. Bedomningsgrunden for
kustnéra vatten avseende 17p-0stradiol (E2) ér satt till 80 pg/l (HVMFS 2019). Analyserna i denna studie
indikerar, medridknat utspadningsfaktor till recipienten pa ca. 10-600 ganger beroende pé sdsong, att
Ostrogeniciteten 1 UT kan 6verskrida den uppsatta beddmningsnivén (UT — 1810 pg/l). Vattenlevande
organismer i recipienten beddms som mer utsatta fér exponering av dstrogena dmnen dn méanniskor. Som
jamforelse uppfordes nyligen 17p-6stradiol (E2) pa bevakningslistan i EU:s dricksvattendirektiv med ett
riktvérde pa 1000 pg/I(EU 2020/2184). De tva dricksvattenprover som analyserats i denna studie ligger under
detta riktviirde. Nagon anti-AR aktivitet kunde inte detekteras i ndgot vatten. Aven om dessa métningar
indikerar avsaknad av kdnshormonpéverkan av de olika avloppsvattnen &r det noterbart att bade den Gstrogena
och androgena aktiviteten dr nagot hdgre i de vatten som genomgatt avancerad rening i jimforelse med det
ordinarie utsldppsvattnet (UT).



Som referenskemikalie for oxidativ stress/Nrf2-aktivitet anvéndes tertidr butylhydrokinon (tBHQ). Toxiciten av
tBHQ pa fisk har rapporterats att vara 150 pg/l (LC50) (Cope et al. 1997), vilket skulle innebéra att UT har en
aktivitet som motsvarar ca 10 ganger lagre koncentration &n vad som orsakar toxicitet. Den hogsta aktiviteten av
Nrf2 mittes upp i KV-vattnet i den forsta provtagningsomgéngen. Detta prov uppvisade ocksé en viss
cytotoxictet i den hogsta testade koncentrationen, sé vardet bor tolkas med viss forsiktighet. Vid upprepad
provtagning var Nrf2-aktiviteten nagot lagre i KV én i UT. PAC och GAC visade en tydlig sdnkning av Nrf2-
aktiviteten jaimfort med UT. De uppméitta virdena for oxidativ stress i avloppsvatten (efter savil konventionell
som avancerad behandling) &r i samma storleksordning som tidigare och pagaende studier (Lundqvist et al 2019
+ opublicerade data). UT hade den hogsta AhR-aktiviteten med motsvarande ca 12 ng/L av referenskemikalien
2,3,7,8-tetraklordibenso-p-dioxin (TCDD). Om denna aktivitet skulle jimforas med ett scenario dar
exponeringen kommer fran TCDD kan man konstatera att detta dr i samma storleksordning som vad som ér visat
kan orsaka toxiska effekter pé fisk (King Heiden et al. 2009). Dessa effekter kunde inte ses 1 fiskforsoket och
detta tyder pa att resultaten for AhR-aktivitet bor tolkas med forsiktighet. Aktiviteten som uppmaits i de
celltesterna baseras pa effekten av alla ingdende kemiska d&mnen som finns i vattenproverna, dér var och en av
kemikalierna kan ha olika toxiska egenskaper. En direkt dverséttning mellan eventuell toxicitet och uppmaétt
aktivitet fran de anvénda referenskemikalierna i celltesterna &r dérfor oséker.

Analyserna av genuttryck i fiskar och snidckor verkar inte tydligt motsvara resultatet av aktiviteter i
cellmetoderna. Zebrafiskarna visade inte ndgon skillnad mellan vattengrupperna i de genuttryck som
motsvarandes av aktiviteter i cellmetoderna. Vissa av generna for sndckor visade visserligen nédgra skillnader
mellan vattengrupperna, men inte liknande monster som for aktiviteterna i celltesterna. Tittar man pa de
uppmidtta halterna av lakemedel &r det heller inte troligt att dessa i sig skulle vara tillrickligt hoga for att orsaka
varken en pafallande fordndring i genuttryck eller direkta toxiska effekter pa de bada modellorganismerna. Det
ar dock viktigt att komma ihag att det finns véldigt manga andra &mnen an lakemedel nérvarande i
avloppsvatten som kan ge toxisk paverkan i bade cellmetoden och i akvatiska djur.

Slutdiskussion:

For miljoriskbedomning avseende eventuell paverkan av likemedel pa vattenlevande organismer i recipienten
forekommer flera olika bedomningsmetoder. Dessa grundas i huvudsak pé uppmaitta eller berdknade halter for
enskilda &mnen i recipienten i relation till rapporterad toxicitet, t ex riskkvoter dar uppmatt halt divideras med
den uppsatta gransnivan for 4&mnet eller den uppskattade nolleffektkoncentrationen (PNEC). Olika aktorer
anvénder olika modeller for prioriteringar inom miljériskbedémning av ldkemedel. Inom EU:s Vattendirektiv
finns ett fatal ldkemedel med foreslagna gransvérden upptagna pa bevakningslistan for 6vervakning.
Bedomningsgrunderna enligt vattendirektivet som &r inférda i Havs- och vattenmyndighetens
forfattningssamling (HVMFS 2019) har juridisk tyngd varfor 6verskridande av halter kréver atgérder.
Reningseffektiviteten visar att bdde OZ och GAC reducerar ldkemedelshalterna, men béttre rening ses med
GAC jimfort med OZ. De likemedel som &r upptagna som sirskilt fororenande Amnen (SFA) i nuvarande
HVMFS (HVMEFS 2019) ar antibiotikum ciprofloxacin och smartstillande diklofenak, samt 6strogenhormonerna
17-0-etinylostradiol (EE2) och 17-B-6stradiol (E2). Pa kandidatlistan har dven diskuterats sulfametoxasol,
trimetoprim, venlafaxin och flukonazol som alla mittes under forsdksperioden for zebrafisk och dammsnéckor
(Tabell 3). Reningsgraden av individuella likemedel i denna studie varierar stort, ddr simst rening ses for OZ
avseende venlafaxin (50% reducering) och flukonazol (20% reducering). Gransvarden for ciprofloxacin och
diklofenak i ytvatten i kustnédra recipienter dr 100 respektive 10 ng/L. I denna studie uppmaittes laga ng/L-halter
for ciprofloxacin oavsett reningsmetod. For diklofenak uppmattes hogst halter i UT, med en medelkoncentration
av 247 ng/L. Inberéknat en utspaddningsgrad av 10-600 ganger till recipienten kan ciprofloxacin inte anses
overskrida uppsatt gransvérde for ytvatten, men for diklofenak dverskrids gransvardet och uppféljande analyser
bor goras for att sékerstilla koncentrationen i recipienten. Kemiska analyser av 1dkemedel i recipienten bor dven
relateras till PNEC-varden (Tabell 3) for att skattas géllande akut miljorisk. For flertalet 1akemedel uppmatta i
UT i denna studie indikerar PNEC-virdet inberdknat utspadningfaktorn att det kan foreligga en risk for negativ
paverkan pa organismer, ex. citalopram, diklofenak, karbamazepin, klaritromycin, metoprolol, oxazepam,
sulfametoxazol och venlafaxin.

Sammantaget ses generellt vaga resultat avseende biologiska effekter i denna studie, bade gillande negativa och
positiva effekter. Givet den relativt hoga variationen i utspadningsfaktor till recipienten kan det antas att den
akuta miljorisken for vattenlevande organismer &r lag, med undantag for vissa lakemedel. Med den
kontinuerliga 6kningen av ldkemedelskonsumption i samhéllet och dirmed den kontinuerliga tillf6rseln av
lakemedel till miljon &r framforallt den kroniska exponeringen av hog betydelse. I denna studie ges inga svar pa
langtidseffekter av kronisk exponering for blandningar av ldkemedel och andra kemikalier i avloppsvatten.



Populationer av vattenlevande organismer som lever hela eller delar av sitt liv i recipienten till reningsverket ar
kroniskt exponerade varfor langtidseffekter dr hogst relevanta. Vissa lakemedel och andra kemikalier kan
dessutom bioackumuleras i vdvnad hos organismer vilket kan ge negativa hélsoeffekter senare i livet.
Aterkommande studier av likemedelsinnehall, bade i vatten och vattenlevande organismer, tillsammans med
maétning av hilsoparametrar i vattenlevande organismer &r av hog relevans. Detta &r av speciell vikt vid
infoérande av avancerade reningstekniker for lakemedelsreducering vid Lindholmens reningsverk for att kunna
folja upp vattenforbéttrande atgérder.

Slutsatser:

e De biologiska undersdkningarna visade i stort att bade fiskar och snédckor hade god hilsa och normal
reproduktion i UT och att detta inte fordndrades med avancerad rening i form av OZ eller GAC. Det
fanns dock tendenser till forhojd reproduktion hos zebrafiskar bade i OZ- och GAC-grupperna.

e Hos zebrafisk exponerade for OZ observerades paverkan pa simbeteende hos bade honor och hanar.
Orsaken &r okdnd. Givet utspadningsfaktorn till recipienten &r det troligt att detta inte kommer att
paverka organismer i recipienten.

e Med celltesterna kunde ingen tydlig forbéttring pévisas av avancerad rening av UT, snarare tvirtom
géllande dstrogen- och androgen aktivitet. De uppméitta likemedlen reduceras med avancerad rening
varfor orsaken till detta troligen &r andra icke-analyserade &mnen.

e Hos zebrafisk pavisades ett hdgre uttryck av metallmetabolism i KV. Aven celltesterna pavisade att
kranvattnet innehéller dstrogena-, dioxinliknande-, samt reaktiva &mnen. Fortsatta undersokningar av
kranvatten rekommenderas for att sékerstélla orsaksamnen.

e  For flertalet lakemedel uppmatta i nuvarande utgaende avloppsvatten (UT) indikerar PNEC-vérdet
inberéknat utspadningfaktorn att det kan foreligga risk for negativ paverkan pé vattenlevande
organismer i recipienten.
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Tabell 3. Vattenkemiska parametrar och ldkemedelshalter uppmaétta under forsoksperioden. Uppskattade

nolleffektkoncentrationer (PNEC) baseras pa rekommenderade vérden for sétvattensrecipient. For kustnéra
recipient bor tio ganger ldgre PNEC-vérden beaktas

Vattenkemi Enhet KV uT 0z GAC
Medel+SD | Medel+SD | Medel=SD | Medel£SD

Temperatur °C
Zebrafisk 27,0+0,2 25,7+1,9 26,240,3 25,540,6
Temperatur °C
Dammsnécka 21,6+1,8 21,6+1,8 21,8+1,8 21,8+1,7
Surhet pH 8,18+0,07 7,26+0,1 7,13+£0,18 7,4+0,16
Konduktivitet uS/cm 282+2,3 1220+152 1186+139 1205+147
TOC (Totalt mgC/L 1 4 3 123414 | 11415 6.4+1,2
organiskt kol)
Likemedel PNEC** | PNEC***
Atenolol ng/l <5 413+£26 200445 29+34 32000 150000
Ciprofloxacin ng/l <10 24+6 <2040 10+4 64 89
Citalopram ng/l <5 313424 114456 <10+6 0,075 16000
Clopidol ng/l <10+£0 <10£0 <10£0
Krotamiton ng/l <10+£0 <10£0 <10£0
Diklofenak ng/l <10 247£113 <10+0 57473 50 50
Erytromycin ng/l <20 <10+0 <1040 <1040 20 200
Flukonazol ng/l <1 217+39 175425 27+28
Furosemid ng/l 50+49 <3040 <3040 156
Ibuprofen ng/l 143+98 63+48 40+26 102000
Karbamazepin ng/l <3 460+67 29+24 28+28 50
Ketokonazol ng/l <10 <1000 <500+0 <10+0
Klaritromycin ng/l <1 112462 20+15 <10+0 120
Losartan ng/l <5 738+893 <10+0 1249 78000
Metoprolol ng/l <5 2500+£374 1330+570 78487 2590 8600
Metotrexat ng/l <10+£0 <10£0 <10+0
Naproxen ng/l 155425 <3040 <3047 15000 1700
Oxazepam ng/l <5 527454 275475 404+42 10
Paracetamol ng/l <10+0 28+23 <1040 46000 134000
Primidon ng/l 7522 41+15 14+12
Propranolol ng/l <50 105+31 <10+0 <1040 228 410
Sertralin ng/l <10 86+12 2548 <10£0 9,4 91
Sotalol ng/l <0,5 50+16 <10£0 <10£2
Sulfadiazin ng/l 2754225 <50+0 <10£0 4600
Sulfametoxazol ng/l <5 310+170 20+15 35£35 118 600
Tramadol ng/l 8 433463 215465 32438
Trimetoprim ng/l 1 160+22 10£5 <1042 500 100000
Venlafaxin ng/l <0,5 683+123 315+125 63469 38, 42000
Zolpidem ng/l <0,5 <10+0 <10+0 <10+0
Summa lakemedel

ng/L 9 8077 2858 464
Reningsgrad**** % 70 94

*Data fran Norrvatten

** Rekommenderade PNEC-virden Agerstrand 2019
*** NORMAN Ecotoxicology Database — Lowest PNECs based on experimental data
****+Medelreningsgrad berdknat per enskilt &mne




Tabell 4. Resultat for zebrafisk exponerad under tre veckor for olika forsoksvatten. For métresponser dar
skillnader finns mellan grupper visas detta genom att grupper dér data ej skiljer sig delar samma bokstav (* B)

Respons Enhet KV UT 0z GAC
Medel£SD | Medel+SD Medel£SD Medel+SD
Storlek/dverlevnad
Overlevnad % 100 100 100 100
Vikt honor mg 777 815 722 781
+110 +218 +101 +98,1
Vikt hanar mg 650 638 638 665
+79 +65 +101 +55
Langd honor mm 39,6 40,6 39,9 40,1
+2.1 +3,5 +1,8 +1,9
Langd hanar mm 38,5 38,0 38,6 38,7
+1,2 +1,1 +2.2 +1,2
BCF honor g*cm>*100 1,26 1,20 1,13 1,20
+0,14 +0,12 +0,10 +0,08
BCF hanar g*em>*100 1,14 1,17 1,11 1,15
+0,06 +0,10 +0,11 +0,08
Reproduktion
Lektillféllen Antal/21 lekdagar 164 198 218 218
Aggliggning dag Antal dgg/hona/dag 13,0 14,3 22,4 24,4
+9,5 +5,5 +11 +12
Aggliggning vecka Antal dgg/hona/vecka 399 494 663 722
- Total +43 +39 +69 +56
- Befruktade 273 299 470 513
igg Antal dgg/hona/vecka +66 +38 +77 +81
- Obefruktade | Antal 4gg/hona/vecka 125 194 193 208
agg +29 +9,7 +25 +27
Simbeteende
Simdistans honor m/9min 63 61 76 66
+27 +7 +17 +2
Simbeteende honor k-vérde -33,68 22,58 5534 -1068
+42.8 +207,2 +161 +58,4
Simdistans hanar m/9min 87 77 61 92
+18 +25 +26 +11
Simbeteende hanar k-virde 9,408 2848 11804 1,868
+315 +252 +1400 +105




Tabell 5. Resultat for genuttryck hos honor och hanar av zebrafisk exponerad for olika forsoksvatten. For
maétresponser dar skillnader finns mellan grupper visas detta genom att grupper dér data ej skiljer sig delar

samma bokstav (*B)

Log rel. genuttryck KV uT 0z GAC
Medel£SD Medel+SD Medel£SD Medel£SD
Honor
Tmem50a -0,010+0,28 -0,082+0,34 -0,029+0,34 0,056+0,35
Nrf2 -0,124+0,22 -0,18+0,18 -0,1540,16 -0,1140,12
Ar 0,090+0,20 0,071£0,20 0,15+0,16 0,10+0,16
Era 1,1+0,24 1,1+0,30 1,0+0,23 1,1+0,24
Cyplal -0,046+0,22 -0,1540,19 -0,13£0,13 -0,2340,18
Cyp3a65 -0,42+0,65 -0,54+0,63 -0,61%0,70 0,078+0,54
Vigl 1,8+0,15 1,9+0,18 1,8+0,17 1,8+0,14
Mt 0,0066+0,224 -0,87+0,18" -0,71+0,345 -0,68+0,308
Hanar
Tmem50a 0,010+0,32 -0,0030+0,28 0,11+0,15 0,20+0,14
Nrf2 0,12+0,15 0,050+0,13 -0,048+0,062 -0,028+0,16
Ar -0,090+0,19 -0,054+0,15 0,012+0,15 -0,002+0,091
Era -1,1+£0,24 -0,72+0,77 -0,56+0,80 -1,0+0,19
Cyplal 0,047+0,20 0,13+0,17 -0,022+0,16 -0,055+0,10
Cyp3a65 0,42+0,16 0,49+0,20 0,51+0,18 0,34+0,28
Vigl -1,8+0,77 -1,5+¢1.3 -0,96+1,5 -2,0+0,94
Mt -0,0066+0,18* -0,42+0,258 -0,66+0,255 -0,47+0,278




Tabell 6. Resultat for dammsnéckor exponerad under tre veckor for olika forsoksvatten. For métresponser dér
skillnader finns mellan grupper visas detta genom att grupper dér data ej skiljer sig delar samma bokstav (* )

Respons Enhet KV UT 0z GAC
Medel+SD Medel+SD Medel+SD Medel+SD
Storlek/6verlevnad
Overlevnad % 844264 6024 AB 6823 AB 32+118
Vikt g 1,19+0,24 1,47+0,11 1,40+0,17 1,49+0,24
Langd mm 26,3+1,4 27.240,5 27,6+0,6 27.4+1,1
BCF g*cm>*100 6,44+0,55 7,13£0,22 6,59+0,56 7,23+1,24
Reproduktion
Kokonger
Vecka 1 # Antal/individ 0,25+0,33 0,30+0,19 0,12+0,18 0,22+0,23
Vecka 2 # Antal/individ 0,32+0,46 0,20+0,11 0,51+0,41 0,33+0,21
Vecka 3 B Antal/individ 1,12+0,83 0,40+0,35 0,69+0,55 1,55+1,66
Agg
Vecka 14 Antal/individ 7,848,8 15,5+10,6 5,8+8,0 8,1+£8,2
Vecka 2 A Antal/individ 14,1+19,6 13,1+7,7 31,1£27,8 15, 7£9.8
Vecka 3 B Antal/individ 57,3+55,6 28,0+24.4 40,24+31,8 88,8+97.4
Daliga dgg
Vecka 1 Antal/individ 0,09+0,12 0+0 0,28+0,52 0+0
Vecka 2 Antal/individ 1,0042,24 0,15+0,22 0,20+0,27 0,05+0,11
Vecka 3 Antal/individ 0,66+0,67 0,43+0,59 0,26+0,31 0+0
Log rel. genuttryck
EF 0+0,16 -0,035+0,15 0,020+0,16 0,058+0,16
Cat 0+0,081 -0,076+0,14 0,0098+0,10 -0,10+0,26
Gpx 040,22 AB 0,018+0,31 AB 0,210,154 -0,096+0,22 B
Nr3d 040,13 4 -0,26+0,16 B -0,22+0,11 B -0,28+0,29 B
Cyp3a 0+0,78 A -0,12+0,58 A 0,042+0,61 A -0,76+0,34 B
YF 0+0,067 -0,036+0,061 -0,054+0,088 -0,030+0,065
MT 0+0,12 -0,18+0,23 -0,057+0,19 -0,011+0,26




Tabell 7. Uppmiitta aktiviteter i celltester av olika forsdksvatten. Oversta tabellvirden analyserade i
vattenprover tagna under forsdksperiod for fisk och snéckor. Nedre tabell extra provtagning vid senare tillfille

AR anti-AR ER Nrf2 AhR
DHT-ekv. OHF-ekv. tBHQ-ekv. TCDD-ekv.
Prov pg/L ug/L E2-ekv. pg/L ug/L pg/L
KV inaktiv inaktiv 156 22 1763
UT 1053 inaktiv 155 16 11823
0Z 1812 inaktiv 325 13 7739
GAC 1792 inaktiv 200 inaktiv 6313
PAC 1929 inaktiv 478 4 4555
LOD 247 0,007 17 4 518
(pg DHT/L) (ng OHF/L (pg E2/L) pug tBHQ/L) | (pg TCDD/L)
AR anti-AR ER Nrf2 AhR
DHT-ekv. OHF-ekv. tBHQ-¢ekv. TCDD-ekv.
Prov pg/L pg/L E2-ekv. pg/L png/L pg/L
KV inaktiv inaktiv 100 11 378
UT inaktiv 0,069 1810 22 2280
LOD 29 0,069 12 5 117
(pg DHT/L) (ug OHF/L (pg E2/L) ug tBHQ/L) (pg TCDD/L)
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