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Riskvarderingsunderlag angaende anatoxin-a och homoanatoxin-a i
dricksvattentakt

Bakgrund: | arbetet med projekt "Metoder for tidig varning och krisberedskap for toxiner fran
cyanobakterier i dricksvatten” (SOFA 24-12) har Heide Pekar hittat anatoxin i Mélaren och i skanska
Vombsjon. Dessa sjoar ar ravattentakter for dricksvattenverk.

Overgripande fragestillning: Begdran om utredning av riskerna med olika cyanotoxiner i svenskt
dricksvatten. Behovs det specifika rekommendationer om riskhanteringsatgarder for olika
cyanotoxiner i svenskt dricksvatten. Detta underlag ror anatoxin-a respektive homoanatoxin-a i
dricksvattentakt.

Underlaget ska anvindas till/malgrupp: Underlaget ska anvandas av Livsmedelsverket som
riskvarderingsunderlag for stallningstagande och inriktningsbeslut for myndighetsutdvning (i.e.
riskhanteringsatgard), i praktiken for vigledning/radgivning. Dokumentet ska vara av sadan kvalitet
att det kan vidarebefordras till kommuner och vid behov publiceras pa hemsidan.

Underlaget rapporteras som: Skriftligt dokument.

Inledning

Anatoxin-a och homoanatoxin-a ar potenta nervtoxiner som kan produceras av cyanobakterier (bla-
grona alger). Masstillvaxt (blomning) av cyanobakterier som producerat anatoxin-a eller
homoantoxin-a har varit orsak till d6d hos djur som druckit sjovatten med toxiner eller atit av den
tjocka massa av cyanobakterier som kan ansamlas i strandkanten nar blomningar driver iland.(Araoz
et al, 2010a). Nar anatoxin-a-producerande cyanobakterier forst isolerades pa 1960-talet, sa gavs
toxinet namnet Very Fast Death Factor - VFDF, pa grund av att moss som injicerats intraperitonealt
med celler eller filtrat av cyanobakterierna dog snabbt, inom 2-7 minuter efter injektionen, efter att
ha fatt kramper och férlamningssymtom. Den aktiva komponenten VFDF isolerades och
strukturbestamdes pa 1970-talet, och déptes om fran VFDF till anatoxin-a. (Carmichael et al, 1975;
Devlin et al, 1977; Moore, 1977) Homoanatoxin-a isolerades 1992 fran en art av sléktet Planktothrix
(tidigare Oscillatoria) (Skulberg et al, 1992).

Arter som visat sig producera anatoxin-a har aterfunnits i slaktena Anabaena, Ahanizomenon,
Cylindrospermum, Planktothrix (tidigare Oscillatoria) och Rhaphidiopsis. Homoanatoxin-a har hittats
hos arter fran slaktena Planktothrix (tidigare Oscillatoria), Anabaena, Rhaphidiopsis och Phormidium.
Nagra arter har visat sig ha kapacitet att bilda bade anatoxin-a och homoanatoxin-a (Ardoz et al,
2010a; Quiblier et al, 2013). Sannolikt kommer toxinerna att hittas hos allt fler arter, i och med att de
har borjat uppmarksammas och fler analyser utfors.

Cyanobakteriearter som producerar anatoxin-a eller homoantoxin-a, férekommer i sjdar dver hela
varlden, och toxinerna ar potentiellt en fara vid férekomst i dricksvattentédkter. Anatoxin-a och
homoanatoxin-a kan forekomma inneslutna i cyanobakterieceller, eller fritt 6st i vatten. Om en



manniska eller annat daggdjur far i sig cyanobakterier som innehaller toxinerna, sa frigors toxinerna
nar cyanobakteriecellerna bryts ned i mag-tarmkanalen.

Savitt kant fran den litteraturundersokning som ligger till grund fér detta underlag har det dock inte
forekommit nagra fall av forgiftning av manniska med anatoxin-a eller homoanatoxin-a via
dricksvatten.

Struktur
Anatoxin-a och homoantoxin-a dr sekundara bicykliska aminer.
@)
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Anatoxin-a
Kemiskt namn: 1-(9-azabicyclo[4.2.1]non-2-en-2-yl)ethan-1-one

i
Homoanatoxin-a
Kemiskt namn: 1-(9-azabicyclo[4.2.1]non-2-en-2-yl)propan-1-one)

Bade anatoxin-a och homoanatoxin-a kan férekomma som tva olika isomerer, (+)-isomer och (-)-
isomer. Det ar (+)-isomeren av anatoxin-a som produceras av cyanobakterier.

Mekanism for toxicitet

Generellt

Anatoxin-a och homoanatoxin-a ar nervtoxiner som ger muskelférlamning.
(+)-Anatoxin-a ar en potent agonist vid nikotinerga acetylkolinreceptorer (nAchR).

Acetylcholinreceptorer

Nikotinerga acetylkolinreceptorer (nAchR) har acetylkolin, som sin naturliga ligand och aktivator.
Acetylkolinaktivering av receptorn gor att en jonkanal 6ppnas i cellmembranet och slapper igenom
katjoner (Na*, Ca™, K*), framférallt flédar Na* in i cellen, och K* ut. Flédet ger upphov till en
aktionspotential hos den cell som paverkas, varpa jonkanalen stangs. Hela forloppet gar pa nagon
millisekund. Overstimulering av receptorn férhindras genom att acetylkolin snabbt bryts ned av
enzymet acetylkolinesteras.

Dessa nAchR medierar snabb transmission av nervimpulser till muskelceller. De formedlar dven
impulser i det autonoma nervsystemet, och de star for grundlaggande funktioner i det centrala
nervsystemet.

Aven andra dmnen kan stimulera nAchR, exempelvis dmnet nikotin, vilket gett namn &t
receptorsubtypen, nAchR.

Forsok in vitro har visat att (+)-anatoxin-a har en mycket storre affinitet till nAchR an vad bade
acetylkolin och nikotin har. (Swanson et al, 1986)



Anatoxin-a

| likhet med acetylkolin stimulerar anatoxin-a nAchR, och paverkar i och med det skelettmusklernas
funktion och funktioner som hor till det autonoma nervsystemet, till exempel andningen. Till skillnad
fran acetylkolin bryts anatoxin-a inte ned av acetylkolinesteras, eller av nagot annat kdnt enzym,
vilket gor att ndr nAchR stimuleras av anatoxin-a blir de 6verstimulerade och “fixerade i aktivt lage”,
och desensibiliseras. Féljden blir muskelkramper, snabb uttréttning av muskler och férlamning. Om
andningsmuskulaturen paverkas och férlamas dér den paverkade individen snabbt. (Aradz, 2010b;
Carmichael et al, 1975; 1977; Devlin et al 1977)

| och med att anatoxin-a har en specifik affinitet till nAchR och dessutom &r resistent mot att brytas
ned av acetylkolinesteras har amnet syntetiserats som laboratoriekemikalie och anvéants i forskning
som rér nervsystemets funktion.

Homoanatoxin-a

Homoanatoxin-a dr en potent analog till anatoxin-a, och ger motsvarande effekter som anatoxin-a.
(Aradz, 2010a) Bindningsstudier in vitro har visat att homoanatoxin-a har lika stor affinitet till nAchR i
nervsystemet som anatoxin-a. (Wonnacott et al, 1992)

Molekylstrukturens betydelse for toxiciteten

Det &r (+)-isomeren av anatoxin-a som produceras av cyanobakterier. | in vitro forsék har man funnit
att (+)-anatoxin-a ar minst 150 ganger mer potent &dn (-)-anatoxin-a vad géller att stimulera muskel
fran groddjur (Swanson et al 1986). | in vitrostudier dar muskelkontraktion av frampreparerad muskel
fran groddjur studerades var (+)-anatoxin-a mer dn dubbelt sa potent d4n en racemisk blandning av
(+)- och (-)-formerna av anatoxin-a, en blandning med 1:1 av isomererna (Spivak et al, 1983). Studier
av akuttoxicitet pa mus (LDsq i.v. resp. i.p.) indikerade att (+)-anatoxin-a var avsevart mer potent, upp
emot 190 ggr, an (-)-anatoxin-a. Ingen effekt sags efter intraperitoneal injektion av (-)-anatoxin-a i
doser upp till 73 mg/kg. Den rena (+)-formen av anatoxin-a var cirka 2,5 ganger mer potent dn den
racemiska blandningen av de tva formerna efter intravends injektion. (Valentine et al, 1991)

Absorption, biotransformation och eliminering

Det saknas studier 6ver absorption, biotransformation och eliminering av anatoxin-a liksom av
homoanatoxin-a. Studier 6ver akut toxicitet dar forséksdjur sondmatats med anatoxin-a, visar att
amnet ger snabb effekt inom ett fatal minuter, fran vilket det gar att dra slutsatsen att anatoxin-a
snabbt tas upp i blodcirkulationen och distribueras till olika organ.

Biodegradation

Anatoxin-a i vattenldsning bryts vid hogt pH ned av solljus till produkter som saknar toxicitet, med en
halveringstid pa endast nagra timmar, sannolikt till dihydro- och epoxy-produkter. (James et al, 2007)
Aven bakteriell nedbrytning férekommer. Enligt WHO (1999) &r halveringstiden fér anatoxin-a i
eutrofiska sjoar vanligen runt 24 timmar.

Att anatoxin-a latt bryts ned av solljus vid alkaliskt pH gor att prover for analys bér surgoras fore
forvaring, och bor férvaras i temperaturer av -20°C eller lagre. (James et al, 2007)

Symtom vid forgiftning av anatoxin-a och homoantoxin-a

Akuta effekter

Akuta effekter av anatoxin-a hos djur ar darrningar (tremor), gangsvarigheter, konvulsioner och
slutligen dod pa grund av férlamning av andningsmuskulatur.



Andra effekter som observerats hos djur var sankt blodtryck och sankt hjartfrekvens av allvarlig art,
som ledde till hypoxi, andningsstillestand och acidos. Dessa effekter observerades nar nar anatoxin-a
givits till moss i form av systemisk perfusion (Ardoz et al, 2010)

Kroniska effekter
Det saknas information om eventuella subkroniska eller kroniska effekter av anatoxin-a och
homoanatoxin-a.

Eventuell férgiftning av badande

Anatoxin-a ansags till att borja med vara den troliga orsaken till forgiftning av tva tonarspojkar, varav
den ene avled. Pojkarna simmade i en damm med en pagaende blomning av Anabaena. Den pojke
som avled fick kramper och avled i hjartsvikt tva dagar efter att ha svalt dammvatten i samband med
badet. Den andra pojken blev sjuk i svar diarré och magsmaértor, men 6verlevde. Celler fran
Anabaena flos-aquae kunde pavisas vid analys av pojkarnas avféring. Den tidsperiod som gick mellan
exponering for toxinet och dodsfallet ar dock inte i 6verensstimmelse med vad som skulle forvantas
om anatoxin-a var enda orsak till effekterna. Det visade sig ocksa att den analys som utfordes av
magsacksinnehall, och som pavisade anatoxin-a, sannolikt feltolkade fenylalanin som toxinet i och
med att dessa har samma retentionstid vid analys med LC-MS quadropol. (Behm, 2003, enligt USEPA,
2006; Carmichael&Yuan, 2004; James et al, 2007)

Toxikologiska studier

Akut toxicitet

LD50 vid oral tillférsel bestamdes till 16,2 mg (15,4-17,0) (+)-anatoxin-a hydroklorid (98% renhet)/kg
kroppsvikt for moss (Swiss Webster ND-4), vilket motsvarar 13,3 mg (+)-anatoxin-a/kg kroppsvikt.

| motsvarande studier med lysat av Anabaena flos-aqaue-celler bestamdes till LD50 till 6,7 mg
anatoxin-a/kg kroppsvikt. (Stevens&Krieger, 1991)

Fawell et al (1999) utforde ett test kallat Irwin screen test pa mus. | testet fick grupper av 5 moss, kén
ej angivet, (+)-anatoxin-a via langsam intravends injektion. Doseringen var 0; 10; 30 och 100
mikrog/kg kroppsvikt. Djuren observerades 15 minuter, 30 minuter, 1 timme, 2 timmar och 4 timmar
efter det de injicerats. Alla djuren som fatt 100 mikrog/kg kroppsvikt dog inom 1 minut efter
injektion, de uppvisade tecken pa kolinerg stimulering och CNS-effekter i form av salivering, 6kad
andningsfrekvens, urinavgang och hyperaktivitet. Tva av djuren i gruppen som fick 30 mikrog/kg
kroppsvikt dog och de 6vriga tre uppvisade 6kad andningsfrekvens, salivering och hyperaktivitet men
hade aterhamtat sig tva minuter efter injektionen. Vid den dosen och lagre doser sags inga effekter
enligt Irwin screen parametrar.

En fem-dagars studie pa moss var avsedd for att gora dosval infor en 28-dagars studie. | fem-
dagarsstudien sondmatades tva hanar och tva honor per dosgrupp med syntetiskt (+)-anatoxin-a i
vattenl6sning i doser av 1,2; 2,5; 6,2 och 12,3 mg/kg kroppsvikt och dag. Substansen var inkdpt fran
Calbiochem-Novabiochem Corporation. Renheten av det (+)-anatoxin-a som anvandes angavs inte.
Nagon kontrollgrupp ingick inte i studien. Djuren i hogdosgruppen (12,3 mg/kg) och en hona i
gruppen som fick 6,2 mg/kg dog inom 5 minuter efter det de fatt dosen av anatoxin-a under nagon
av de forsta 4 dagarna. Hanarna i 6,2 mg/kg gruppen uppvisade hyperaktivt beteende efter den
tredje dosen, alltsa efter tredje dagen. Inga andra tecken pa neurotoxicitet rapporterades.
Overlevande djur visade inga onormala kliniska symtom, och inget onormalt observerades nir de
overlevande djuren obducerades efter att ha avlivats. Studiens NOAEL (no observed adverse effect
level) angavs till 2,5 mg/kg kroppsvikt och dag. Denna dosniva valdes darfér som maximal dos i den
foljande 28-dagars studien. (Fawell&James, 1994; Fawell et al, 1999)



Subakut/subkronisk toxicitet, med mera

| den 28-dagars studie som namnts ovan (Fawell&James, 1994; Fawell et al, 1999) sondmatades mdss
(Crl:CD-1(ICR)BR) dagligen med (+)-anatoxin-a hydroklorid i vattenldsning i 28 dagar. Tio hanar och 10
honor ingick i varje dosgrupp och doseringen var 0 (kontroll); 0,12; 0,6 resp. 3 mg (+)-anatoxin-a
hydroklorid/kg kroppsvikt och dag, motsvarande 0 (kontroll); 0,1; 0,5 resp. 2,5 mg (+)-anatoxin-a/kg
kroppsvikt och dag. Vattenldsningarnas halt bekrdftades med HPLC. Det framgar dock inte om detta
gjordes mer dn en gang, eller om det skedde flera ganger under studiens gang. Det framgar inte
heller om farska I6sningar bereddes dagligen eller mer sallan, eller nagot om férvaring av 16sningar.
Djurens beteende observerades dagligen, fodointag och kroppsvikt mattes varje vecka och den sista
veckan av studien utférdes oftalmologiska, hematologiska samt kliniskt kemiska undersokningar. Vid
studiens slut utférdes patologiska undersdkningar pa alla djur och organvikter av njure, lever, binjure
och testis mattes. Utforliga histologiska undersokningar utférdes pa djuren i kontrollgruppen och
hogdosgruppen, samt pa de djur som dog under studiens gang, eller uppvisade patologiska
forandringar.

Tre djur dog innan studien var slutférd. En hane i ldgdosgruppen (0,1 mg/kg) blev illa tilltygad av
andra hanar i samma bur, och avlivades. En hane i mellandosgruppen (0,5 mg/kg) och en hona i
hégdosgruppen dog inom 2% timme efter dosering pa dag 10 resp. 14 av studien. Djuren visade inte
nagra tecken pa sjukdom innan de dog, och det gick inte att faststalla dodsorsaken genom de
patologiska och histopatologiska undersdkningar som utfoérdes.

De enda andra observationer som gjordes i studien var en signifikant 6kning av hemoglobin (Hb) hos
hanar i 0,1 mg/kg-gruppen; signifikant 6kning av bade Hb och serum-natrium (Se-Na) hos honor i 0,5
mg/kg-gruppen (p<0,05).

Baserat pa att det inte gick att utesluta att de tva dodsfallen, ett i mellandosgruppen och ett i
hogdosgruppen, var orsakade av testsubstansen sa angav artikelférfattarna studiens NOAEL till 0,1
mg (+)-anatoxin-a/kg kroppsvikt och dag.

| en studie pa ratta gavs honrattor anatoxin-a i dricksvatten i 7 veckor. (Astrachan et al, 1980) Tre
dosgrupper om vardera 20 rattor fick i 0; 0,51 respektive 5,1 ppm (ppm motsvarar mg/L) anatoxin-a i
dricksvattnet. Anatoxin-a hade sitt ursprung i en kultur av Anabaena flos-aquae, och toxinet var
delvis renat, men graden av renhet var ej kvantifierad. UV-absorbansmatning indikerade att
anatoxin-a var dominerande i det framrenade toxinet. Baserat pa tidigare studie av rattors
dricksvattenkonsumtion antog forfattarna att rattorna drack 0,1 mL vatten/g kroppsvikt, och att
rattorna fick i sig 0; 0,05 respektive 0,5 mg anatoxin-a/kg kroppsvikt och dag. Klinisk status,
foderintag, kroppsvikt, blodstatus (hematokrit och rakning av vita blodkroppar), serum enzymer
(alkaliskt fosfatas [ALP], alaninaminotransferas [ALT], gamma glutamyl transferas [GGT] och
kolinesteras) kontrollerades pa forséksdjuren varje vecka under studien. Vid studiens slut
undersoktes dven leveroxidasaktivitet (aldrin epoxidering in vitro). Organvikter av lever, njure och
mjalte noterades och patologiska och histologiska undersokningar gjordes pa lever, njure, mjalte,
binjurar, hjarta, lunga och hjarna fran samtliga djur. Studien féljer ingen standardiserad design och &r
ofullstandigt rapporterad. Inga effekter av doseringen med toxinet observerades, vilket indikerar ett
NOAEL pa 0,5 mg anatoxin-a/kg kroppsvikt och dag, alltsa den hogsta dosen som ingick i studien. Det
bor dock observeras att kvantifieringen av den mangd anatoxin-a som rattorna exponerades for ar
mycket osdker.

| samma publikation som ovan redovisar Astrachan et al (1980) dven en studie ar toxinet gavs
intraperitonealt till draktiga guldhamstrar. Det framgar inte helt klart i publikationen, men far
antagas att det ar samma beredning av toxin som anvants, som i 7-veckorsstudien pa ratta.
Hamstrarna fick toxin i doser om 0,125 eller 0,200 mg/kg kroppsvikt 3 ggr om dagen dagar 8-11 eller
12-14 av draktigheten, utom en grupp som fick 0,200 mg toxin 1 gang dagligen dag 8-14 av
draktigheten. Djuren avlivades dag 15. Fostervikt mattes och eventuella synliga missbildningar
noterades. Signifikant lagre fostervikt méttes i alla grupper som fatt toxin, utom den grupp som fatt
0,200 mg toxin/kg dag 12-14. En genomgaende tendens var att antal resorptioner var hégre i den



grupp som behandlats med toxin. Studien ar varken genomférd eller rapporterad pa ett satt som gor
att det gar att dra nagra egentliga slutsatser utifran den.

En studie har utforts pa draktiga moss av stammen Crl:CD-1(ICR)BR. (Fawell&James, 1994; Fawell et
al, 1999) | studien sondmatades grupper pa 10 respektive 12 draktiga moss dagligen med (+)-
anatoxin-a hydroklorid under dag 6-15 av dréktigheten. Doserna var 0 eller 2,5 mg/kg kroppsvikt.
Djuren avlivades dag 18 av dradktigheten och antal implantationer liksom antal levande foster
raknades. Fostervikt noterades samt eventuella yttre missbildningar. Inga effekter som kunde
relateras till anatoxin-a noterades, varken hos foster eller vuxna djur. Férfattarna ansag 2,5 mg (+)-
anatoxin-a/kg kroppsvikt (den enda testade dosen) vara NOAEL i studien, bade vad géller effekter pa
foster och médrar.

Det saknas data over eventuella effekter av kroniska intag av anatoxin-a och homoanatoxin-a, liksom
cancerstudier. Med undantag for ovan rapporterade studien saknas dven data dver eventuella
effekter pa reproduktion och teratogena effekter.

Farokaraktarisering

Eftersom det saknas studier 6ver eventuella kroniska effekter av anatoxin-a och homoanatoxin-a gar
det inte att faststélla ett tolerabelt dagligt intag (TDI). Ett TDI ska kunna tacka in en konsumtion
under en livstid, och for att faststalla ett TDI maste alltsa data dver kronisk toxicitet finnas.

Dataunderlaget for att uttala sig om subakut och subkronisk toxicitet ar mycket begransat, men ar
vad som finns att tillga for att forsla en akut referensdos (ARfD), i brist pa maojlighet att faststalla ett
TDI. ARfD ar den hogsta mangd av ett amne som en person kan inta under en begransad tidsperiod
(upp till ett dygn) utan hélsorisk.

De toxikologiska studier som finns att tillga, for att komma fram till en ARfD, ar en 7-veckors studie
dar anatoxin-a som renats fram ur en cellkultur gavs i dricksvatten till rattor (Astrachan et al, 1980),
samt en 28-dagars studie dar komersiellt (+)-anatoxin-a gavs oralt via sond till moss (Fawell et al,
1999). Bada dessa studier har sina brister vad géller metodologi och rapportering.
Dricksvattenstudien utférdes pa ett tillrackligt antal djur, 20 rattor ingick per dosgrupp, men endast
djur av ett kon (honor), och de gavs ett toxin som inte var fullstandigt definierat och kvantifierat.
Studien saknar observationer vad géller ett antal parametrar (ex.vis inom klinisk kemi, hematologi,
histopatologi) och den ar inte fullstandigt beskriven. Tva dosnivaer ingick i studien (uppskattade till
0,05 respektive 0,5 mg anatoxin-a/kg kroppsvikt och dag), men inga effekter sags vid nagon dos.
NOAEL angavs till 0,5 mg anatoxin-a/kg kroppsvikt, den hégsta dosnivan som ingick i studien.

| 28-dagarsstudien ingick 10 hanar och 10 honor per dosgrupp, jamfért med dricksvattenstudien var
exponeringen for (+)-anatoxin-a b&ttre karakteriserad: 0,1; 0,5 respektive 2,5 mg/kg kroppsvikt och
dag. Det framgar dock inte hur testsubstansen lagrats under studiens gang, och om det finns risk fér
att lagring och handhavande kan ha paverkat stabiliteten av testsubstansen. Baserat pa att ett djur i
mellandos- respektive hdogdosgruppen dog inom 2% timme efter dosering pa dag 10 respektive 14 av
studien, utan att uppvisa andra tecken pa sjuklighet, angavs NOAEL till 0,1 mg (+)-anatoxin-a/kg
kroppsvikt. Denna niva valdes eftersom det inte gick att finns vad som orsakat dodsfallen, och darfér
inte gick att sakerstalla att dodsfallen inte var relaterade till testsubstansen. De enda fynd som
gjordes i 6vrigt i studien var en signifikant (p<0.05) 6kning av Hb hos hanar i lagdosgruppen och hos
honor i mellandosgruppen, samt en signifikant 6kning av serumnivan av natrium (Se-Na) hos honor i
mellandosgruppen. Ett antagande att dodsfallen inte var relaterade till testsubstansen, kan stodjas
av att samtliga djur i hégdosgruppen overlevde, och att inga tecken pa effekter av testsubstansen
observerades hos dessa djur. Detta innebar att NOAEL kan anses vara 2,5 mg (+)-anatoxin-a/kg
kroppsvikt, den hogsta dosen som testades.



| draft toxicological reviews of cyanobacterial toxins: Anatoxin-a, US National Center for
Environmental Assessment, USEPA, November 2006 anser EPA att dessa tva doédsfall sannolikt inte &r
relaterade till testsubstansen, och anger att det ar troligt att ett reellt NOAEL i denna studie ar 2,5 mg
(+)-anatoxin-a/kg kroppsvikt och dag, den hégsta dos som ingick i studien.

| en studie 6ver effekter pa foster sondmatades 12 driktiga moss med 2,5 mg (+)-anatoxin-a/kg
kroppsvikt under 10 dagar av draktigheten, dag 6-15, och inga effekter pa médrar eller avkomma
observerades vid dag 18 av draktigheten, da djuren avlivades (Fawell et al, 1999).

| fem-dagarsstudien av Fawell et al (1999) sags dodsfall hos alla djur som fatt 12,3 mg (+)-anatoxin-
a/kg kroppsvikt och dag via sondmatning och hos ett av fyra djur som fatt 6,2 mg. Hanar i gruppen
som fatt 6,2 mg uppvisade hyperaktivitet. De djur som fatt lagre doser, 1,2 respektive 2,5 mg (+)-
anatoxin-a/kg kroppsvikt och dag visade inga tecken pa nagra effekter av doseringen, varken kliniskt
eller vid obduktion.

Studier av akut toxicitet ar av mycket begransat varde vid riskvardering av @amnen som kan komma
att konsumeras dagligen under lang tid, till exempel for amnen som kan férekomma i dricksvatten.
De studier som finns visar LD50 vid oral exponering ligger vid 13,3 mg (+)-anatoxin-a for mdss, nar
substansen gavs som hydroklorid i vattenlosning. LD50 oralt fér anatoxin-a i form av lysat av
Anabaena flos-aquae-celler var 6,7 mg/kg kroppsvikt.

ARfD - Akut Referensdos

Det finns ingen enskild studie som ger tillrackligt med information for att kunna ligga till grund for att
faststdlla en ARfD. Av de studier som finns att tillga ar 28-dagars studien pa mdss (Fawell et al, 1999)
den som ar mest komplett, och déar testsubstansen och doseringen ar bast definierad. Troligt NOAEL i
den studien ar den hogsta dosen som gavs; 2,5 mg (+)-anatoxin-a/kg kroppsvikt. Inga dosrelaterade
effekter férekommer, men det har dock inte gatt att ange orsak till tva dodsfall som intraffade, ett i
mellandosgruppen pa dag 10 av studien och ett i hégdosgruppen pa dag 14, det tycks dock mindre
sannolikt att de ar relaterade till testsubstansen i och med att inga andra dosrelaterade symtom eller
skador marktes pa 6vriga djur i dessa och andra dosgrupper under hela studien.

Ett stod for att NOAEL i 28-dagarsstudien var 2,5 mg/kg kroppsvikt ar att inga effekter observerades
vid kliniska observationer av de draktiga honor som fick motsvarande dos under 10 dagar av
draktigheten i studien som rérde effekter pa foster (Fawell et al, 1999), liksom att inga effekter sags
vid den dosnivan i den fem-dagars studie som anvandes for att faststélla dosnivaer infor 28-
dagarsstudien.

Vid berédkning av en ARfD utgdende fran NOAEL 2,5 mg anatoxin-a/kg kroppsvikt fran 28-
dagarsstudien pa mus (Fawell et al, 1999), maste osakerhetsfaktorer anviandas. Som
osakerhetsfaktorer bor som brukligt en faktor 10 anvandas for att kompensera for artskillnader, en
faktor 10 for att kompensera for individskillnader. | detta fall bor dven ytterligare en faktor 10
anvandas for att kompensera for brister i databasen, exempelvis det faktum att NOAEL ar faststallt
utifran en 28-dagarsstudie och ej en 90-dagarsstudie. Med tanke bland annat pa att substansen
anatoxin-a ar relativt instabil och det inte framgar hur lagring av substansen skett, om analys av
doser utforts genom hela studien, samt andra oklarheter i rapporteringen av studien, laggs
ytterligare en osdkerhetsfaktor 2 till de 6vriga. Berakningen av ARfD innehaller stora osdkerheter,
och i vantan pa att studier finns tillgdngliga som kan ge ett battre underlag ar det lampligt att ange
ett temporéart ARfD (tARdD) vilket berdknas till 2,5/2000 = 0,00125 mg anatoxin-a/kg kroppsvikt.
(1,25 mikrog anatoxin-a/kg kroppsvikt).

Enligt resonemanget ovan blir tARfD 1,25 mikrogram anatoxin-a/kg kroppsvikt. Bindningsstudier in
vitro har visat att homoantoxin-a binder till nAchR med samma affinitet som anatoxin-a. Utgaende
fran detta kan antas att homoanatoxin-a har motsvarande toxicitet som anatoxin-a. Detta skulle



betyda att samma storlek pa tARfD som for anatoxin-a dven kan anvandas for homoantoxin-A: 1,25
mikrogram homoanatoxin-a/kg kroppsvikt.

Eventuell exponering for anatoxin-a och homoanatoxin-a via dricksvatten

Arter som kan producera anatoxin-a och homoanatoxin-a har aterfunnits i Sverige, och anatoxin-a
har hittats i svenskt sjovatten, i sjoar som anvands som vattentdkter fér ravatten till vattenverk. Det
finns inte data som kan ge en uppfattning om manniskor i Sverige har exponerats for toxinerna via
dricksvatten, och heller inte data som kan ge underlag for att berdkna hur stor risken ar for att sadan
exponering kan ske.

Riskkaraktarisering for anatoxin-a och homoanatoxin-a i dricksvatten

Det tARfD pa 1,25 mikrogram anatoxin-a/kg kroppsvikt som féreslagits ovan kan anvdndas for att
berdkna riktvarden, nivagranser dar eventuella atgarder behover vidtagas for att sakerstalla en saker
dricksvattenforsorjning, for anatoxin-a och homoanatoxin-a i dricksvatten.

Nedan, i tabell 1, redovisas berakningar av intag av anatoxin-a respektive homoanatoxin-a fran
dricksvatten. Da det inte finns nagon kand intagsvag for toxinerna annat an via vatten, har 100% av
intaget allokerats till dricksvatten.

For den yngsta aldersgruppen har antagandet gjorts att barnen konsumerar modersmjolksersattning
beredd med toxininnehallande dricksvatten.

Tabell 1. Berdkning av riktvdrden. Berdkningen bygger pa NOAEL 2,5 mg anatoxin-a/kg kroppsvikt,
vilket med anvidndande av sikerhetsfaktorer enligt ovan ger tARfD 1,25 mikro/kg kroppsvikt.

Befolkningsgrupp Personens vikt Vatten- Riktvarde baserat pa ARfD

(kg) konsumtion 1,25 mikrog/kg kroppsvikt,
(mL/dag) 100% av intaget kommer fran
dricksvatten
(mikrog/L)

spadbarn 3 veckor 4,2 700 7,5

spadbarn > 4 manader 6.6 800 10,3

4-3ringar 18 1600 14,1

8-aringar 31 1600 24,2

12-aringar 42 2100 25

vuxna 70 2000 44

Vikten vid olika aldrar baseras pa Livsmedelsverket (2012;2006)
Vattenkonsumtion vid olika aldrar baseras pa EFSA (2010)

Osakerheter

Det finns mycket stora osdkerheter bakom de riktvarden som presenteras i tabell 1. Eftersom det
saknas toxikologiska data 6ver kronisk toxicitet har inte TDI kunnat berdknas, utan berdkningen av
riktvarden baseras pa ett temporart ARfD vilka i detta fall bygger pa, och finner stod i, subkroniska
djurstudier. De subkroniska studier som finns att tillga har brister, i metodologi och/eller i
rapportering vilket sammantaget ger en stor osdkerhet. | vantan pa att battre data ska bli tillgangliga
ar det ARfD som beraknats temporart (tARfD). Nar battre data finns att tillga kan ARfD komma att
forskjutas uppat eller nedat, beroende pa resultat av kommande undersdkningar.



Gransvarden for riskhantering i andra lander

Ett fatal lander har gransvarden eller riktvarden for hantering av anatoxin-a och/eller homoanatoxin-
a i dricksvatten.

United Kingdom Water Industry Research (UKWIR) har som rekommendation angivit Short term No
Adverse Response Levels (SNARLs), 24-timmars SNARL for anatoxin-a dr 3 mikrogram/L och 7-dagars
ar 1,5 mikrogram/L.

Nya Zeeland anvander sig av provisoriska gransvarden for dricksvatten, dessa ar 6 mikrogram/L
vatten for anatoxin-a och 2 mikrogram/L fér homoanatoxin-a. (Ministry of Health of New Zealand,
2005) Vid berdkning av detta varde utgar de fran NOAEL 2 mg/kg kroppsvikt och dag, anvdander en
sakerhetsfaktor 1000, réknar med en kroppsvikt pa 70 kg, ett vattenintag pa 2000 mL/dag, och har
allokerat 80% av TDI till dricksvatten. Det framgar inte vilken studie som ligger till grund for NOAEL pa
2 mg/kg kroppsvikt.

| USA finns inget officiellt gransvarde, men tva stater, Ohio och Oregon, har enligt uppgift
’guidance/action level’ fér anatoxin-a i dricksvatten. | Ohio &dr detta 20 mikrog/L, i Oregon 3 mikrog/L
dricksvatten.

Slutsatser och sammanfattning

Anatoxin-a och homoanatoxin-a ar nervtoxiner som kan bildas av vissa arter av cyanobakterier (bla-
grona alger) som lever i sétvatten.

Toxinerna verkar genom att specifikt binda till nikotinerga acetylkolinreceptorer. De ger en

Overstimulering av receptorerna pa grund av att toxinerna inte bryts ned av acetylkolinesteras eller
andra enzymer. Toxinerna ger effekt mycket snabbt. Den mest patagliga allvarliga effekten vid svar
forgiftning ar forlamning av skelettmuskulatur och andningsmuskulatur, vilket kan vara livshotande.

Arter som har kapacitet att bilda toxinerna finns i svenska sjoar. Anatoxin-a har aterfunnits i sjoar i
Sverige. Det finns inte underlag som kan ge en uppfattning om ifall manniskor i Sverige har
exponerats for toxinerna via dricksvatten, eller som kan ge en uppfattning om hur stor risken ar for
att detta kan ske. Anatoxin-a ar relativt labilt, och bryts ned relativt snabbt, vilket naturligtvis minskar
riskerna for att manniskor ska exponeras for toxinet via dricksvatten.

Om toxinerna skulle férekomma i dricksvatten skulle detta kunna ge allvarliga féljder, det finns darfor
anledning att utarbeta rekommendationer for riskhanteringsatgarder.

Baserat pa en temporar akut referensdos (tARfD) 1,25 mikrog anatoxin-a/kg kroppsvikt och att 100%
av intaget av anatoxin-a respektive homoantoxin-a allokeras till dricksvatten kan ett riktvarde
berdknas for nar atgarder kan behdva vidtas, det blir 7,5 mikrogram anatoxin-a/L dricksvatten.
Utgaende fran att toxiciteten av homoantoxin-a ar lika stor som for anatoxin-a blir riktvardet
detsamma for homoanatoxin-a.
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