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Betreft: Aanwezigheid van prednisolone in varkensurine (dossier Sci Com
2011/29)

Advies goedgekeurd door het Wetenschappelijk Comité op 16 december 2011.

Samenvatting

Prednisolone is een synthetisch glucocorticoide met ontstekingswerende en
immunomodulerende eigenschappen. Het gebruik van prednisolone bij varkens is niet
toegestaan. In het kader van het FAVV-controleplan werden er dit jaar echter in meerdere
gevallen kleine concentraties prednisoloneresiduen in varkensurine vastgesteld. In verband
met deze vaststellingen werden twee vragen aan het Wetenschappelijk Comité gesteld.

Het Wetenschappelijik Comité stelt vast dat er geen informatie bestaat in de
wetenschappelijke literatuur over de mogelijke aanwezigheid van prednisoloneresiduen bij
varkens.

In afwachting om over een actielimiet te kunnen beslissen, raadt het Wetenschappelijk
Comité aan dat het FAVV het onderzoek naar prednisoloneresiduen bij varkens verderzet om
meer informatie over deze problematiek te verzamelen.

Het Wetenschappelijke Comité raadt aan om experimenteel wetenschappelijk onderzoek bij
varkens uit te voeren om de invloed van stress op de eventuele endogene aanmaak van
prednisolone en de uitscheiding ervan in urine te bestuderen, evenals de mogelijkheid dat
prednisolone in varkensurine door microbiéle enzymen aangemaakt wordt.

Het Wetenschappelijk Comité raadt eveneens aan om de stabiliteit van prednisolone in
urinemonsters onder verschillende bewaringsomstandigheden te bestuderen.

Summary

Advice 17-2011 of the Scientific Committee of the FASFC on the presence of
prednisolone in urine of pigs

Prednisolone is a synthetic glucocorticoid with anti-inflammatory and immuno-modulatory
properties. The use of prednisolone is not allowed in pigs. However, several cases of
detection of residues of prednisolone in low concentrations in urine of pigs are observed this
year in the framework of the control plan of FASFC. Two questions are addressed to the
Scientific Committee in relation with these detections.

The Scientific Committee notes that there is no information in the scientific literature on the
possible presence of residues of prednisolone in pigs.

While waiting to be able to decide on an action limit, the Scientific Committee recommends
that the FASFC continues its investigations on the presence of residues of prednisolone in
pigs in order to collect more information on the issue.

The Scientific Committee recommends to carry out experimental scientific research in pigs in
order to study the effect of stress on the possible endogenous formation of prednisolone and




its elimination in urine as well as the possibility of formation of prednisolone in the urine of
pigs under the effect of microbial enzymes.

The Scientific Committee recommends also to study the stability of prednisolone in urine
samples in different storage conditions conservation.
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1. Referentietermen

1.1 Vragen
De volgende vragen werden aan het Wetenschappelijk Comité gesteld:

- Wat is het maximumgehalte aan prednisolone van natuurlijke oorsprong dat in
varkensurine aangetroffen kan worden?
- Zijn er verschillen tussen de soorten varkens (zeugen, mestvarkens, ...)?

1.2 Wettelijke context

Verordening 96/23/EG van de Raad van 29 april 1996 betreffende de controlemaatregelen
ten aanzien van bepaalde stoffen en residuen daarvan in levende dieren en in producten
daarvan en tot intrekking van de Richtlijnen 85/358/EEG en 86/469/EEG en de Beschikkingen
89/187/EEG en 91/664/EEG

Op grond van de besprekingen tijdens de vergadering van de werkgroep van 14 november
2011 en de plenaire zitting van 18 november en 16 december 2011 en de elekironische
consultatie van 1 december 2011,

geeft het Wetenschappelijk Comité het volgende voorlopige advies:

2. Inleiding

Het gebruik van prednisolone bij varkens is niet toegestaan. In het kader van het FAVV-
controleplan werden er dit jaar echter in meerdere gevallen kleine concentraties van
prednisoloneresiduen in varkensurine vastgesteld (23 gevallen tegenover één enkel geval in
2010). De varkensurinemonsters werden in het slachthuis genomen. Twee gevallen zijn meer
in detail beschreven.

Geval 1: Een concentratie van 5 ppb prednisolone werd in een urinemonster, gepreleveerd in
het slachthuis in het kader van het controleplan, gedetecteerd. De analyse van de verdachte
monstername (monstername van dieren, voeder en materiaal) inzake residuen in het bedrijf
in kwestie blijkt conform. De tegenanalyse van het urinemonster bevestigt de aanwezigheid
van prednisoloneresiduen (2,4 ppb).

Geval 2: Een concentratie van 8,5 ppb prednisolone werd in een urinemonster, gepreleveerd
in het slachthuis in het kader van het controleplan, gedetecteerd. De analyse van de
verdachte monstername inzake residuen in het bedrijf in kwestie blijkt conform. De
tegenanalyse van het urinemonster bevestigt de aanwezigheid van prednisolone (2,1 ppb).

3. Risicobeoordeling

3.1 Gevarenidentificatie

Prednisolone  (CAS-nr. 50-24-8) is een synthetisch glucocorticoide van de
corticosteroidenfamilie met ontstekingswerende en immunomodulerende eigenschappen. De
chemische formule en de ruimtelijke configuratie ervan lijken zeer sterk op die van cortisol,
een natuurlijk hormoon, en verlenen het de eigenschappen van een ontstekingsremmer.



De stereochemische structuren van cortisol en prednisolone verschillen van elkaar door een
dubbele binding in positie 1-2 op de A-ring van het prednisoloneskelet (figuur 1). Die dubbele
binding ontbreekt bij cortisol.

Cortisol Prednisolone
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Figuur 1: Stereochemische formules van cortisol  en prednisolone

Prednisolone is een wit kristallijn poeder met een moleculairemassa van 360,44. De fysische
eigenschappen van prednisolone worden in tabel 1 weergegeven. Prednisolone is zeer
weinig wateroplosbaar en weinig oplosbaar in alcohol. Prednisolone is ook bekend onder de
naam delta-cortisol of delta-dehydrocortisol.

Tabel 1: Fysische eigenschappen van prednisolone

Fysische eigenschappen Waarden
Smeltpunt 235°C
Partitiecoéfficient octanol/water (log Kow) 1,62
Wateroplosbaarheid 2,23 10° mg/l in water van 25°C
Dampspanning 1,18 10™"° mm Hg bij 25°C
Henry-constante 2,71 10 bij 25°C

Toxicologische gegevens

De inhiberende concentratiewaarden (ICsy) werden bij de mens bepaald voor een aantal
farmacodynamische parameters. De laagste ICsy waarde werd opgetekend voor
cortisolsuppressie 10,26 +/- 3,83 ng/ml, wat overeenstemt met een dosis van ongeveer
2160 pg/dag (EMEA, 2000).

De acute orale LD50 voor prednisolone bedraagt 1680 mg/kg bij mannelijke en vrouwelijke
Zwitserse muizen (EMEA, 2000).

3.2 Gevarenkarakterisering

Een aanvaardbare dagelijkse dosis (Acceptable Daily Intake, ADI) van 0,0002 mg/kg
lichaamsgewicht (0,012 mg/persoon) werd berekend met toepassing van een
onzekerheidsfactor 100 uitgaande van de NOEL van 20 pg/kg lichaamsgewicht/dag die was
vastgesteld voor de inductie van tyrosine aminotransferaseactiviteit bij ratten (EMEA, 2000).
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4. Advies

Het Wetenschappelijk Comité stelt vast dat de variatie tussen het resultaat van de eerste
analyse en de tegenanalyse bij de twee beschreven gevallen aanzienlijk is. De tijd tussen de
eerste analyse en de tegenanalyse is vrij lang (ongeveer 3 - 5 maand). Er is een vermindering
van de prednisoloneconcentratie tussen de eerste en de tweede analyse die toe te schrijven
zou kunnen zijn aan de ontbinding van het monster, of aan het feit dat de analyse in een
ander laboratorium werd uitgevoerd, of aan elke andere momenteel onbekende reden. Er
werd ook opgemerkt dat de concentraties die beide beschreven gevallen vermelden,
geschatte concentraties zijn (op basis van een semikwantitatieve methode).

Het Wetenschappelijk Comité stelt vast dat er geen informatie bestaat in de literatuur over de
mogelijke aanwezigheid van prednisolone bij varkens. De informatie die in de literatuur
gevonden is, gaat enkel over de aanwezigheid van prednisolone bij runderen. Er zijn
meerdere wetenschappelijke artikels door Italiaanse laboratoria over de uitscheiding van
prednisolone in runderurine gepubliceerd. Het referentielaboratorium van de Europese Unie
heeft geen informatie over de aanwezigheid van prednisolone bij varkens.

Het Wetenschappelijk Comité beschikt over weinig wetenschappelijke elementen om op de
vragen te kunnen antwoorden.

Synthese van prednisolone

Cortisol (een natuurlijk hormoon) kan microbiologisch en door dehydrogenatie omgezet
worden in prednisolone. In de handel verkrijgbare prednisolone wordt aangemaakt volgens
een microbiologische methode (Capek et al., 1961; Goetschel et Bar, 1991; Kaul &
Mattiasson, 1994; Adham et al., 2003; Naim et al., 2003; El-Hady & EI-Rehim, 2004).

Een groot aantal hormonen zijn betrokken bij de reactie op stress (bijv. ACTH,
glucocorticoiden, catecholamines, prolactine, ...). Talrijke publicaties geven aan dat de
productie van glucocorticoiden toeneemt onder bepaalde fysiologische omstandigheden
(Mostl et al., 2002; Hickey et al.,, 2003, ...). De cortisolconcentratie in het bloed wordt
algemeen als stressindicator gebruikt (Mostl et al., 2002). De cortisolconcentraties in serum
worden vaak gebruikt om stress te evalueren, alhoewel de variabiliteit van de gemeten
waarden zeer groot is (Saco et al., 2008). Men spreekt van pulsatiele secretie. Door de fecale
glucocorticoiden te meten kan men stress bij dieren op een niet-invasieve wijze volgen
(Morrow et al., 2002; Lexen et al., 2008). Tot in 2000 was er geen enkel systeem om de
metabolieten van fecale cortisol die bij varkens gebruikt wordt, te meten. De lange doortocht
van de metabolieten door het darmkanaal, en dus een lange tijd voor de omvorming door
bacterién, kan hier de reden voor zijn (Méstl & Palme, 2002). Het metabolisme en de
uitscheiding van glucocorticoiden worden in figuur 2 getoond.
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Figuur 2: Schema voor secretie, metabolisme en excretie van glucocorticoiden (Moéstl & Palm,

2002)

De endogene glucocorticosteroiden cortisol (ook bekend onder de naam hydrocortisone) en
cortisone hebben een 3-oxo-4-ene structuur (figuur 3). Dit structurele element is een mogelijk
doel voor het A'-steroid dehydrogenase-enzym (SDH) voor 1,2-dehydrogenatie (figuur 3). Het
resulterende product van de omzetting van cortisol en cortisone zijn respectievelijk
prednisolone en prednisone (Bredehdoft et al., 2010).
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Figuur 3: Microbiéle omzetting van steroiden door A'-SDH: transformation of cortisol (llI) to
prednisolone (1V) (bron: Bredehoft et al., 2010)

Meerdere soorten micro-organismen bevatten het enzym A'-SDH (Bredhéft et al., 2010). In-
vitro-experimenten met de Rhodococcus erythropolisbacterie hebben na incubatie bij 30°C
gedurende 24h een verhoogde omvorming van cortisol en cortisone tot prednisolone en
prednisole getoond. De enzymtransformatie met Artobacter simplex wordt doorgaans voor de
industriéle productie van prednisolone gebruikt (Bredhoft et al., 2010).



Er zijn wetenschappelijke publicaties over het onderzoek naar de oorsprong van prednisolone
in de urine van runderen (Pompa et al., 2011; Ferranti et al., 2011, ...).

In het kader van een in 2008 in Itali€ uitgevoerde opvolging werd vastgesteld dat een groot
aantal in het slachthuis genomen runderurinemonsters prednisolone bevatten terwijl de
urinemonsters die op de boerderij genomen werden geen sporen van prednisolone
vertoonden. Pompa et al. (2011) hebben de hypothese geformuleerd dat de stress die het
transport met zich meebrengt véor de slachting de oorzaak van de aanwezigheid van
prednisolone zou zijn. Stress verhoogt ook de cortisolniveaus en de metabolieten ervan bij
runderen.

Endogene omzetting van cortisol in prednisolone door enzymen of micro-organismen is een
andere hypothese die geformuleerd is om de aanwezigheid van prednisoloneresiduen in
runderurine te verklaren (Ferranti et al., 2011); Pompa et al., 2011).

Meer dan 700 urinemonsters van gehospitaliseerde patiénten en atleten werden onderzocht
op de microbiéle omzetting van cortisol in prednisolone (Bredhéft et al., 2010). Geen enkele
van deze monsters bevatte kiemen met een 1,2 dehydrogenaseactiviteit.

De auteurs van een recent artikel (Cannizzo et al., 2011) hebben een andere opvatting. Ze
komen tot de conclusie dat de afwezigheid van prednisoloneresiduen in de urine van de
controlegroep de theorie ondersteunt dat de oorsprong van deze molecule volledig exogeen
is, tenminste voor de categorie van runderen die niet aan stress werden blootgesteld.
Bovendien merken Cannizzo et al. (2011) op dat er na behandeling met prednisolone geen
histologische wijzigingen (atrofie van de thymus) bij de kalveren optreden. Deze ontdekkingen
tonen aan dat het opsporen van illegale behandelingen met dit medicament moeilijk is.

Een bacteriéle infectie kan de vorming van prednisolone bij runderen verklaren. Verschillende
soorten bacterién kunnen uit cortisol prednisolone vormen. Het gaat vooral om
grondbacterién en niet om bacterién die zich normaal gezien in het darmkanaal bevinden. Het
nemen van monsters in het slachthuis gebeurt in de blaas en het risico op bacteriéle
besmetting van het monster is gering.

Bovendien is er een dehydrogenase-enzym nodig om cortisol om te vormen tot prednisolone.
De pH van de urine kan ook van belang zijn.

Verder dient men heel voorzichtig te zijn bij het vergelijken van verschillende soorten. Bij

gebrek aan wetenschappelijke gegevens kan de farmacokinetiek van glucocorticoiden
(prednisolone) bij varkens niet vergeleken worden met die bij runderen.

Gebruik van prednisolone

Prednisolone bezit ontstekingswerende en immunomodulerende eigenschappen (Rochcongar
et al.,, 2004). De effecten ervan zijn gelijkaardig aan die van andere corticosteroiden zoals
triamcinolone, methylprednisolone, prednisone en dexamethasone. Deze synthetische
corticosteroiden bootsen de werking na van cortisol (hydrocortisone), een natuurlijk
corticosteroide dat wordt aangemaakt door de bijnier.

Corticosteroiden en prednisolone in het bijzonder worden in de diergeneeskunde gebruikt
Voor:
o de symptomatische behandeling van ziekten met acute of chronische
immuniteits- of ontstekingsprocessen,
0 het onderdrukken van het immuunsysteem,
o bijnierinsufficiéntie.

Bepaalde corticosteroiden worden in de Europese Unie voor therapeutisch gebruik bij
runderen toegelaten. Prednisolone wordt bij runderen voor de lokale behandeling van mastitis
toegelaten (EMEA, 2000). Voor melk is er een maximumlimiet voor residuen op 6 ppb
vastgelegd (Reglement (EU) nr. 37/2010).



Het prednisolone succinaat is toegelaten om runderen te behandelen als men een snelle en
krachtige glucocorticoide- en/of ontstekingsremmende activiteit beoogt. Een maximumlimiet
voor residuen bij runderen is vastgelegd in het vet (4 pg/kg), in de lever (10 pg/kg), in de
nieren (10 pg/kg) en in het vlees (4 pg/kg) (Reglement (EU) nr. 37/2010).

Prednisolone wordt ook toegelaten bij huisdieren.

In de kantlijn van hun ontstekingsremmende eigenschappen worden corticoiden ook
beschouwd als groeiremmers. Nochtans zouden kleine dosissen corticosteroiden de
gewichtstoename bij dieren versnellen. Potentiéring van de werking van [(-agonisten,
verlaging van de voederomzet, verhoging van de water- en vetretentie in de weefsels zijn
evenveel argumenten die worden aangevoerd om het positieve effect op de groei van
runderen te verklaren (Negriolli, 1997).

Volgens Cannizzo et al. (2011) worden prednisolone en dexamethasone in kleine dosissen bij
runderen gebruikt om de eigenschappen van het karkas en het vlees te verbeteren en de
voederomzet te verlagen.

Prednisolone wordt onder injecteerbare vorm bij ademhalingsproblemen bij kalveren gebruikt.
De halveringstijd van prednisolone bij varkens is kort (minder dan 1 uur (Frey et al., 1988)) in
tegenstelling tot dexamethasone dat een langere halveringstijd heeft (3 weken). Dat wil
zeggen dat het farmacodynamisch effect van prednisolone bij varkens na ongeveer 5 uur
sterk terugloopt. Om met prednisolone enige uitwerking bij varkens teweeg te brengen, zou
men het aan het voeder moeten toevoegen. Een individuele behandeling met prednisolone
door injectie met een zo6technisch doel zou weinig zin hebben bij varkens.

Situatie in de andere lidstaten

Het Wetenschappelijk Comité vraagt zich af of de situatie dezelfde is in alle lidstaten van de
Europese Unie. Om deze vraag te beantwoorden heeft het Comité informatie gevraagd over
onderzoeken in andere lidstaten over de aanwezigheid van prednisolone bij varkens. Het
blijkt dat prednisolone niet in alle lidstaten van de Europese Unie geanalyseerd wordt. In 2010
hebben twee lidstaten de aanwezigheid van prednisoloneresiduen bij varkens gemeld (Draft
EFSA report).

Actielimiet

Momenteel is de actielimiet van prednisolone in urine willekeurig vastgelegd op 2 ppb. Deze
limiet heeft geen wetenschappelijke basis maar dient eerder als een MRPL (Minimum
Required Performance Limit) beschouwd te worden, een limiet die laboratoria dienen te
bereiken voor het opsporen van verboden substanties.

De aanwezigheid van prednisolone bij runderen werd wel al besproken. Tijdens de laatste
samenkomst van de referentielaboratoria van de Europese Unie (European Union Reference
Laboratories — EURL'’s, vroeger CRL's voor Community Reference Laboratories) (november
2011), was er consensus om een limiet van 5 ppb toe te staan voor prednisolone in
runderurine. Deze limiet werd vastgesteld op basis van artikels over de mogelijke endogene
oorsprong van prednisolone en op basis van de analyseresultaten van meerdere monsters uit
verschillende lidstaten van de Europese Unie.

Het Wetenschappelijk Comité is echter van mening dat ze geen advies kan geven over een
actielimiet voor prednisoloneresiduen in varkensurine omdat er tot op heden geen enkele
wetenschappelijke informatie hierover bij varkens bestaat en om te vermijden dat een
eventueel illegaal gebruik verhuld wordt.

Het Wetenschappelijk Comité is van mening dat de varkensurinemonsters die residuen van
prednisolone bevatten als analytisch niet-conform beschouwd dienen te worden en dat men
voorzichtig moet zijn met het toepassen van maatregelen eigen aan het H-statuut. Het is



belangrijk om het onderzoek bij andere dieren, de voedingsmiddelen en het materiaal in het
varkensbedrijf verder te zetten.

5. Conclusies

Gezien de staat van de huidige wetenschappelijke kennis beschikt het Wetenschappelijk
Comité niet over informatie over de mogelijke endogene omzetting van cortisol in
prednisolone bij varkens.

In deze fase is er niet genoeg wetenschappelijke kennis om een antwoord op de gestelde
vragen te geven.

Er is geen wetenschappelijke basis om de actielimiet willekeurig op 5 ppb vast te leggen,
zoals bij runderen.

De aanwezigheid van prednisoloneresiduen bij varkens werd in 2010 door twee lidstaten
gemeld (Draft EFSA report).

6. Aanbevelingen

Het Wetenschappelijk Comité raadt aan om analyses uit te voeren i.v.m. de stabiliteit van
prednisolone in urinemonsters en de invloed van bewaring.

Het Wetenschappelijk Comité raadt het FAVV aan om haar onderzoek naar de aanwezigheid
van prednisolone bij varkens voort te zetten om meer informatie over de problematiek te
verzamelen.

Het Wetenschappelijke Comité raadt aan om wetenschappelijk onderzoek bij varkens uit te
voeren om de invloed van stress op de eventuele endogene aanmaak van prednisolone en
de uitscheiding ervan in urine te bestuderen (bijvoorbeeld door stress na te bootsen door
dieren te behandelen met ACTH) evenals de mogelike aanmaak van prednisolone in
varkensurine door de werking van microbiéle enzymen.

Het Wetenschappelijk Comité meent dat het nuttig zou zijn om op een meer algemene wijze
overleg te plegen over de problematiek van kleine dosissen residuen van verboden
substanties, die met substanties van endogene oorsprong zouden kunnen interageren.

Voor het Wetenschappelijk Comité,

Prof. Dr. Ir. André Huyghebaert.
Voorzitter

Brussel, 16/12/2011
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Disclaimer
Het Wetenschappelijk Comité behoudt zich, te allen tijde, het recht voor dit advies te wijzigen

indien nieuwe informatie en gegevens ter beschikking komen na de publicatie van deze
versie.
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