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ABSTRACT

The problem of pollution of aquatic environment by pharmaceuticals and theirs
metabolites is not enough known and appreciate in Poland. Presence of drugs in
water, even in small concentration, can carry real consequences for aquatic organisms,
disturb biological balance in ecosystem and even it can have an impact on a human
health. Many active substances contained in pharmaceuticals are degradating very
slowly in aquatic environment. Due to their lipophilicity, they can easily accumulate
in tissues of aquatic organisms. In the aquatic ecosystems drugs occur in mixtures
with other substances, what makes difficulties in proper assessment of their real
impact on the environment. Indeed, these compounds may mutually induce or
suppress their toxic effects.

During presented research were used occurring in flowing waters crustaceans
Gammarus varsoviensis. The aim of this study was to comprehensively evaluate
the usefulness of scuds as bioindicators of water pollution by drugs. Fluoxetine
(antidepressant), propranolol (antiarrhythmic drug) and various mixtures there of
are used in the research.

During the research the acute toxicity of mentioned substances were analyzed
- according to Polish Standard. The growing relationship between the mortality of
tested organisms and the concentration of tested compounds was established. The
increase of toxicity of the tested drugs in its mixture was also observed.
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STRESZCZENIE

Problem zanieczyszczenia $srodowiska wodnego przez farmaceutyki nie jest wy-
starczajgco znany w Polsce. Tymczasem obecno$¢ lekéw w wodzie, nawet w matym
stezeniu, moze negatywnie oddzialywa¢ na organizmy wodne, zakltdci¢ réwnowage
biologiczng w ekosystemie. Wiele substancji czynnych farmaceutykéw degraduje
bardzo powoli w §rodowisku wodnym. Ponadto ze wzgledu na ich lipofilowo$¢ fatwo
gromadzg si¢ w tkankach organizméw wodnych. Leki w srodowisku wodnym wyste-
puja w postaci mieszanin, ktérych efekt dzialania jest trudny do oceny w badaniach
ekotoksykologicznych pojedynczych substancji.

Praca obejmowata swoim zakresem badania toksycznosci ostrej fluoksetyny,
propranololu i ich mieszanin w réznych stezeniach dla skorupiaka Gammarus var-
soviensis. Badanie wykonane bylo na podstawie normy PN-89 C-04610/06 Woda
i $cieki - ,,Badania toksyczno$ci zanieczyszczen dla organizméw wodnych. Oznacze-
nie toksyczno$ci ostrej na kietzu Gammarus varsoviensis Jazdz”. Badania wskazaly
na 10-krotnie wigkszg toksyczno$¢ fluoksetyny niz propranololu. Badane mieszaniny
zwiekszajg efekt toksyczny w poréwnaniu z pojedynczymi zwigzkami.

KEYWORDS: pharmaceuticals in the environment, Gammarus varsoviensis, toxicity of
mixtures

SLOWA KLUCZOWE: leki w Srodowisku, Gammarus varsoviensis, toksycznos¢ mieszanin

WPROWADZENIE

W ciagu ostatnich dziesiecioleci obserwuje si¢ gwaltowny wzrost liczby
substancji farmaceutycznych dopuszczonych do uzytku przez cztowieka. Co
roku tysigce ton lekéw stosowanych jest w medycynie i weterynarii na calym
$wiecie. W Polsce, w poréwnaniu z innymi krajami europejskimi, konsumpcja
farmaceutykow jest stosunkowo wysoka i nadal ro$nie. Jednakze zagrozenie,
jakie one stanowig dla $rodowiska, nie zostalo dotychczas w pelni okreslo-
ne. Problem zanieczyszczenia wod powierzchniowych ww. zwigzkami nadal
istnieje. Farmaceutyki wprowadzane sg do ekosysteméw wodnych réznymi
drogami. Dane literaturowe wskazuja, Ze najwazniejszym zroédlem zanieczysz-
czenia $rodowiska lekami i ich metabolitami sg $cieki szpitalne i komunalne,
zawierajace substancje wydalane przez pacjentéw. Z uwagi na stosunkowo
wysoka hydrofilno$¢ zwiazki te nie ulegaja eliminacji podczas standardowego
procesu oczyszczania $ciekow, a w konsekwencji docierajg do wod powierzch-
niowych, w tym wod wykorzystywanych jako zrdédlo wody pitnej (Giebulto-
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wicz i Natecz-Jawecki, 2014; Dietrich i in., 2002; Heberer, 2002; Zuccato i in.,
2001; Zwiener i in., 2001; Kummerer, 2001; Scheytt i in., 2000; Jorgensen i Hal-
ling-Sorensen, 2000; Halling-Sorensen i in., 1998; Ternes, 1998; Buser i in.,
1999; 1998a; 1998b). W wodach Wisty w okolicach Warszawy maksymalne ste-
zenia farmaceutykow obserwowano na stanowisku w oczyszczonych sciekach
z oczyszczalni Czajka, w niektorych przypadkach przekraczaty one 1000 ng/l
(Drobniewska i in., 2015; Giebultowicz i Nalecz-Jawecki, 2014).

Juz pierwsze badania pokazaly, ze niektére substancje farmaceutyczne
wykazujg toksyczno$¢ ostra dla organizméw wodnych w stezeniach ponizej
1 mg 1", co klasyfikowalo je zgodnie z dyrektywa UE 93/67/EEC (93/67/EEC)
do zwiazkéw bardzo toksycznych dla organizméw wodnych (Kahru i Bor-
chardt, 1994; Canton i in., 1991; Calleya i in., 1994; Ekwall, 1998; 2000).

Konieczne zatem wydaje si¢ rozwiniecie badan stuzacych poznaniu wplywu
farmaceutykéw na $rodowisko przyrodnicze i w konsekwencji na czlowieka.
Jest to tym bardziej istotne, iz Polska jest zobowigzana wdrozy¢ Ramowg Dy-
rektywe Wodng (Dyrektywa 2000/60/WE) i tym samym osiaggna¢ dobry stan
ekologiczny wod powierzchniowych, co mozliwe jest tylko przy wiasciwym
rozpoznaniu skali wpltywu jak najwiekszej ilosci zanieczyszczen na srodowisko
i wypracowaniu wlasciwych metod badawczych. Narastajace zagrozenie zwia-
zane z przedostawaniem sie substancji farmakologicznych do §rodowiska zo-
stalo zauwazone takze przez prawodawcéw unijnych. Z dniem 20 marca 2015 .
na mocy Decyzji Wykonawczej Komisji, ustanawiajacej liste obserwacyjng sub-
stancji do celéw monitorowania, obejmujacego cala Unig, w zakresie polityki
wodnej na podstawie Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady 2008/105/
WE, kraje UE zobowigzane s3 do monitorowania obecnosci w wodach wskaza-
nych w zalgczniku farmaceutykéw (Decyzja Wykonawcza Komisji, 2015).

PRZEMIANY I BIOAKUMULACJA LEKOW
W SRODOWISKU WODNYM

Leki w $rodowisku wodnym ulegaja wielu procesom, dzieki ktérym ich
stezenie moze si¢ zmniejszac. Proces ten zachodzi w réznym stopniu i czasie
w zalezno$ci od zwigzku. Rozklad lekéw moze zachodzi¢ calkowicie, prowadzac
do powstania dwutlenku wegla, lecz znacznie czeéciej produktami degradacji
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sa zwiazki bardziej podobne do macierzystych (Warren i in., 2003). Substancje
lecznicze po dostaniu si¢ do wody ulegaja sorpcji i desorpcji w osadach den-
nych, gdzie moga dodatkowo ulega¢ biodegradacji pod wptywem organizmoéw
tam bytujacych. Leki oprécz biodegradacji moga réwniez zosta¢ zasocjowane
(ulec absorpcji lub adsorpcji) na czastkach zawieszonych w wodzie i by¢ prze-
noszone nawet na duze odleglosci (proces ten dotyczy szczegdlnie substancji hy-
drofobowych), a takze ulec rozkladowi pod wptywem czynnikéw abiotycznych.
Substancje lecznicze moga w wodzie wystepowac w réznych formach: jako
faza rozpuszczona badz faza koloidalna oraz jako faza zasocjowana z osadami.
Oczywiscie zwigzki te mogg przechodzi¢ z fazy do fazy (Warren i in., 2003).
Duzg zdolnos¢ do degradacji zwiazkoéw organicznych wykazuja osady den-
ne, z uwagi na wystepowanie w nich duzej liczby bakterii. Szybkos¢ tego rozkta-
du zalezy od dostgpnosci tlenu i jest wolniejsza w glebszych beztlenowych war-
stwach osadu (Warreniin., 2003). Leki stanowig zréznicowang grupe zwigzkow.
Ze wzgledu na wysoka polarno$¢, niska lotno$¢ badz duzg lipofilnos¢ (Skrzyp-
czak, 2012) fatwo s3 transportowane w $rodowisku wodnym oraz maja duza
zdolno$¢ do bioakumulacji w tkankach i dalszej biomagnifikacji w kolejnych
etapach tancucha pokarmowego (Santos i in., 2010; Warren i in., 2003). Pro-
blem biomagnifikacji moze dotyczy¢ takze ludzi, ktorzy spozywaja ryby i inne
morskie organizmy, kumulujace leki w swoich tkankach (Touraud i in., 2011).

KONSEKWENCJE EKOLOGICZNE OBECNOSCI LEKOW
W WODZIE

Organizmy wodne w znacznie wigkszym stopniu niz czlowiek narazone
s3 na zanieczyszczenia wod lekami, gdyz stezenia lekow w wodzie powierzch-
niowej moga by¢ o kilka rzedéw wyzsze, niz te mierzone w wodzie pitnej
(Sosnowska i in., 2009; Touraud i in., 2011). Czesto poruszanym problemem
jest obecno$¢ naturalnych i syntetycznych hormonéw piciowych, ktére moga
powodowa¢ feminizacje organizmoéw (Santos i in., 2010), prowadzac w kon-
sekwencji do zmniejszenia liczby osobnikéw, a nawet zmniejszenia réznorod-
nosci biologicznej. Oprécz powyzej wspomnianego problemu estrogeny moga
zaburza¢ komunikacje za pomocg feromonéw, poprzez formowanie kosci czy
homeostaze¢ wapniowa u ryb (Santos i in., 2010). W mocno zanieczyszczonych
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wodach moga sie pojawia¢ osobniki hermafrodytyczne (Mazurovd i in., 2010).
Wiekszos¢ lekéw ma duzg zdolnos$¢ do dystrybucji do tkanek i akumulacji
w tych tkankach, co czesto powoduje liczne zmiany cytologiczne i histopato-
logiczne (Santos i in., 2010). Oprocz bioakumulacji duzy problem stanowi bio-
magnifikacja tych zwigzkéw na kolejnych poziomach tancucha pokarmowego.

Kolejnym problemem, na ktéry ostatnio zwraca si¢ uwage, jest mozliwos¢
wytworzenia opornosci bakterii na antybiotyki dostajace sie do wod powierzch-
niowych (Santos i in., 2010). Antybiotyki i chemioterapeutyki moga stanowi¢
duze zagrozenie dla oczyszczalni $ciekdéw, w ktorych wykorzystuje si¢ metody
mikrobiologiczne oczyszczania wody, gdyz powoduja zmniejszenie skuteczno-
$ci tych proceséw (Santos i in., 2010). Dla kregowcoéw zwiazki te wydaja si¢
natomiast nieszkodliwe, nawet w wysokich stezeniach (Santos i in., 2010).

Bardzo trudno jest jednak oszacowa¢ faktyczng toksycznos$¢ farmaceu-
tykow i ich wplyw na srodowisko wodne, gdyz na catkowity efekt toksyczny
wplyw ma wiele réznych czynnikéw, miedzy innymi wspotwystepowanie in-
nych substancji toksycznych, dziatanie mieszanin. Jest to o tyle istotne, iz leki
w srodowisku wodnym wystepuja w postaci mieszanin, ktérych efekt dziata-
nia jest trudny do oceny w badaniach ekotoksykologicznych pojedynczych
substancji (Calisto i Esteves, 2009; Touraud i in., 2011). Wzajemne oddziaty-
wania lekéw mozna okresli¢ jako: 1) synergistyczne, gdy efekt toksyczny mie-
szaniny jest wigkszy od sumarycznego efektu poszczegélnych sktadnikow, 2)
antagonistyczne, gdy efekt mieszaniny jest nizszy, 3) neutralne, gdy notuje
sie toksycznos¢ tylko jednego skladnika, oraz 4) addytywne, gdy efekty po-
szczegolnych skladnikéw sie sumujg (Wigcek-Rosinska, 2008). Badania nad
toksycznoscig mieszanin sg nowg dziedzing w ekotoksykologii (Touraud i in.,
2011) i stanowig istotny element oceny stanu $rodowiska.

SUBSTANCJE WYBRANE DO BADAN, ICH OBECNOSC
I LOSY W WODZIE
Substancje przeciwdepresyjne naleza do o$miu najwazniejszych grup le-
kow ijednych z najbardziej niebezpiecznych dla srodowiska (Calisto i Esteves,
2009). W niniejszej pracy jako przedstawiciela tej grupy lekéw wybrano fluok-
setyne. Nalezy ona do grupy selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego
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serotoniny i stosowana jest w leczeniu depresji oraz zaburzen lekowych (Cali-
sto i Esteves, 2009; Paterson i Metcalfe, 2008). Fluoksetyna jest metabolizowa-
na w watrobie do formy sprzezonej z kwasem glukuronowym, ktéra w wodzie
pod wplywem bakterii jest hydrolizowana do pierwotnej postaci, co powoduje
zwiekszenie stezenia aktywnego zwigzku w $ciekach (Calisto i Esteves, 2009).
Obecnos¢ fluoksetyny notowano w wodzie podziemnej na poziomie 56 ng/l,
natomiast w wodzie pitnej jej stezenie wynosilo 0,64 ng/l (Santos i in., 2010).
Zwigzek ten ma stosunkowo dlugi okres péttrwania w poréwnaniu z innymi
lekami. Dzieki duzemu wspotczynnikowi podziatu olej/woda ma takze duza
zdolnos$¢ do bioakumulacji w tkankach (Paterson i Metcalfe, 2008). Stezenie
mieszaniny fluoksetyny i jej metabolitu (norfluoksetyny) zostalo zmierzone
w tkankach ryb na poziomie > 10 ug/kg (Paterson i Metcalfe, 2008). W tkan-
kach ryb z gatunku Dorosoma cepedianum stwierdzono obecnos¢ fluoksetyny
na poziomie 1,02 pg/kg (Calisto i Esteves, 2009). U ryb z gatunku Orizias lap-
tipes wspotczynnik biokoncentracji fluoksetyny wynosi 80 (Paterson i Metcal-
fe, 2008). Badania wskazuja, ze fluoksetyna jest w znacznym stopniu odporna
na rozkiad w tkankach, co moze prowadzi¢ do dtugotrwalej toksycznosci (Pa-
terson i Metcalfe, 2008). Badania Calisto i Esteves (2009) wykazaly, ze zwiazek
ten moze wplywac na cykl reprodukcyjny u makrobezkregowcéw, co moze
doprowadzi¢ nawet do ich $mierci. Jednoczesnie Guler i Ford (2010) odno-
towali, ze fluoksetyna moze niekorzystnie wpltywaé na pobieranie pokarmu,
fototaksje, agresywnos¢ i aktywnos¢ zyciowa u bezkregowcow.

Druga badang substancja byl propranolol, nieselektywny B-bloker, nie-
majacy aktywnosci wewnetrznej, stosowany obecnie gtéwnie w arytmiach.
Dane literaturowe pokazuja, ze jego stezenie w oczyszczonych $ciekach moze
wynosi¢ od 30 do 373 ng/l, natomiast w $ciekach szpitalnych nawet 6,5 pg/l.
Z badan wynika, Ze jest to najbardziej toksyczny zwigzek dla organizméw
wérdd inhibitoréw receptoréw B (Santos i in., 2010). W nawigzaniu do dy-
rektywy 93/67/EEC propranolol uzna¢ mozna za toksyczny dla organizméw
wodnych. W testach na organizmach wodnych wykazano znaczacy spadek
aktywnosci serca u ryb oraz zahamowanie wzrostu i tempa rozmnazania
u bezkregowcéw (Santos i in., 2010), ale pod wplywem stezen ponad 100-
krotnie wyzszych niz wystepujace w $rodowisku przyrodniczym.
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ASPEKTY BIOINDYKAC]JI I ORGANIZMY WSKAZNIKOWE

W badaniach jakosci wody przez diugi czas badania bioindykacyjne byly
niedocenione. Obecnie w Ramowej Dyrektywie Wodnej (Dyrektywa 2000/60/
WE) znajduje si¢ zapis naktadajacy obowigzek wykonywania badan bioindy-
kacyjnych w celu oceny stanu wod. Jednoczesnie European Medicines Agency
wymaga umieszczenia danych ekotoksykologicznych w badaniach rejestracyj-
nych lekow.

Bioindykacja jest metodg wykorzystujaca jako wskaznik organizm zywy,
ktérego reakcja moze by¢ podstawa oceny ogolnej aktywnosci biologicz-
nej badanego ukladu. Pozwala to na poznanie sumarycznej toksycznosci
wszystkich szkodliwych substancji, w wielu przypadkach dzialajacych sy-
nergistycznie (Nalecz-Jawecki, 2003). Koniecznym elementem wlasciwej
oceny jakosci srodowiska jest odpowiedni dobor organizméw wskazniko-
wych. Idealny organizm wskaznikowy powinien si¢ charakteryzowa¢ wie-
loma cechami, takimi jak: fatwa dostepnos¢ - i to w duzych ilosciach przez
caly rok, male zréznicowanie pod wzgledem genetycznym, tatwa do ob-
serwacji reakcja testowa, duza wrazliwos$¢ na szerokie spektrum substancji
toksycznych.

KIELZE Z RODZAJU GAMMARUS ZE SZCZEGOLNYM
UWZGLEDNIENIEM GATUNKU GAMMARUS
VARSOVIENSIS

Jednym z organizmoéw chetnie wykorzystywanych w analizach bioindy-
kacyjnych sg kietze. Naleza one do skorupiakéw z rzedu obunogéw. Cate
swoje zycie spedzaja w wodach plynacych, jako czes$¢ zoobentosu (Kow-
nacki i Soszka, 2004).

Kielze spelniaja wymagania stawiane dobrym indykatorom. Sa szeroko
rozpowszechnione na $wiecie, stanowig znaczng cze¢$¢ biomasy srodowiska
wodnego (Kunziin., 2010), a takze sg wysoce wyspecjalizowane oraz wraz-
liwe na zmiany $rodowiska. We wskaznikowych biotycznych metodach
bioindykacji kietzom przypisano 6 punktéw w skali od 1 do 10 (najmniej
do najbardziej wrazliwych) wedlug Biological Monitoring Working Party
(BMWP) (MacNeil i in., 2000).
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Kielze zasiedlajg dna zbiornikéw wodnych, odzywiajac si¢ martwa mate-
rig organiczng, natomiast same stanowig glowny skladnik pokarmowy w die-
cie wielu gatunkéw ryb (Grabowski i in., 2007). W $rodowisku moga pelni¢
funkgcje filtratorow badz drapieznikéw. Zalezy to miedzy innymi od warunkéw,
w jakich bytuja, oraz od czynnikéw stresowych, takich jak obecnos¢ innych
drapieznikéw (Ahlgren i in., 2011). Co wazne, zachowanie warunkujace przy-
stosowanie do roli filtratoréw moze by¢ spowodowane nie tylko przez obecnos¢
ryb, ale takze przez obecnos¢ zanieczyszczen chemicznych (Kunz i in., 2010).

Jednym z gatunkéw zasiedlajacych polskie wody srodladowe jest Gam-
marus varsoviensis (nazwany tak przez odkrywce, aby uhonorowac stolice
Polski) (Jazdzewski, 1975). Zamieszkuje on gtéwnie wolno plynace rzeki
i strumienie, starorzecza oraz kanaty (Jazdzewski, 1975).

Wiekszos¢ badan przeprowadzanych na kielzach dotyczy toksycznosci
ostrej, aczkolwiek obecnie pojawia sie coraz wigcej badan dotyczacych tok-
sycznosci chronicznej, w ktérych punktem konicowym sg zmiany zachowania
i funkdji fizjologicznych (Kunz i in., 2010). Oprécz badan $miertelnoéci, zmian
zachowania, mierzone sg takze zmiany struktury populacji, odpowiedzi streso-
wej, zmiany bioenergetyczne, a nawet przeprowadza si¢ ocene stanu réznych
biomarkerdw, tj. biatka szoku cieplnego (Hsp70 i Hsp80) (Kunz i in., 2010).

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wrazliwosci kielzy z gatunku Gam-
marus varsoviensis na dwa leki: fluoksetyne i propranolol. Metoda badaw-
cza dla pojedynczych zwigzkéw okreslona jest w normie PN-89 C-04610/06
Woda i $cieki - ,,Badania toksycznosci zanieczyszczen dla organizméw wod-
nych. Oznaczenie toksyczno$ci ostrej na kietzu Gammarus varsoviensis Jazdz”.
Istotnym elementem pracy bylo takze oszacowanie toksycznosci mieszanin
obydwu zwigzkéw w réznych stosunkach stezen. Przeprowadzenie takich ba-
dan miato wykaza¢ wystepowanie interakcji pomiedzy lekami: synergizmu,
addycji badz antagonizmu. Aby okresli¢ poziom realnego narazenia kietzy na
badane zwiazki w calym okresie trwania testu, wykonano analizy zawartosci
badanych zwigzkéw w prébach metodg HPLC. Powinno to umozliwi¢ ocene
stopnia degradacji fluoksetyny i propranololu.
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MATERIALY I METODY

Organizm testowy
Badanie wykonywane bylo na kielzu Gammarus varsoviensis (Jazdzewski,
1975) (skorupiaki, obunogi). Organizmy testowe podbierano ze $rédlako-
wego strumienia w poblizu miejscowosci Ciepielin, gmina Winnica, powiat
pultuski, wojewddztwo mazowieckie o wspolrzednych geograficznych N:
52033’50.45” i E: 20058°52.83” w okresie 10.09-1.10.2012 r.

POBOR, TRANSPORT, AKLIMATYZACJA ORGANIZMOW
TESTOWYCH

Kielze zbierane byly z dna strumienia, umieszczane w wodzie pobrane;j
w strumieniu w plastikowych, szczelnie zamykanych pojemnikach i trans-
portowane do laboratorium. Na miejscu pobierano takze ok. 50 1 wody.
W laboratorium kielze umieszczano we wczedniej przygotowanych dwdch
akwariach o rozmiarach 50 x 40 x 10 cm. W akwariach znajdowal si¢ oczysz-
czony i wyprazony piasek morski, niewielkie kamienie, ktore zostaly wcze-
$niej wyjalowione. Do akwarium wlano przefiltrowang przez filtry bibulowe
wode pobrang razem z organizmami testowymi. W akwariach umieszczono
systemy napowietrzajace. Pozostalg cz¢s¢ wody odstawiono do sedymentacji
piasku i innych czastek na jeden dzien, a nastepnie przefiltrowano przez sacz-
ki bibutowe i przelano do pojemnika, w ktérym ja napowietrzano. Dwa dni
przed rozpoczeciem wiasciwych badan wode poddano kolejnej filtracji przez
saczki wyjalawiajace o porach 0,22 pm i dalej napowietrzano w szklanych
10-litrowych zlewkach. Kielze karmiono przez caly okres aklimatyzacji wcze-
$niej wysuszonymi lié¢mi olszy czarnej (Alnus glutinosa). W czasie aklima-
tyzacji usuwano martwe organizmy, przegnile liscie olchy oraz uzupelniano
wode, taczac wode pobrang ze strumienia z odchlorowang woda wodociago-
wa w stosunku okoto 1:1. Aklimatyzacja trwata 6 dni po kazdym poborze.

PRZEBIEG BADAN

W kazdym tygodniu badania wykonano po cztery rozcienczenia propra-
nololu oraz fluoksetyny, a takze po sze$¢ rozcienczen mieszaniny propra-
nololu ze stalym stezeniem fluoksetyny i mieszaniny fluoksetyny ze statym
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stezeniem propranololu. Rozcienczenia wszystkich wykonanych wariantéw

zawiera tabela 1. Rozcieniczenia przygotowano w filtrowanej wodzie pobranej

w miejscu poboru organizméw testowych. Do kazdego krystalizatora wktada-
no po 7 kietzy o podobnej wielkosci i po dwie rurki plastikowe, ktore pelnity

funkcje siedliska kielzy. Zwierzat nie karmiono przez caty okres badania.

Tabela 1.
Zastosowane w badaniach rozcieniczenia badanych zwigzkéw i mieszanin
Zwinzek badany Stezenie fluoksetyny Stezenie propranololu
[mg/1] [mg/1]
propranolol 0,00 10,00
0,00 7,50
0,00 5,00
0,00 2,50
fluoksetyna 1,00 0,00
0,75 0,00
0,50 0,00
0,25 0,00
mieszanina propranololu 0,30 10,00
ze stalym stgzeniem
fluoksetyny 0,30 7,50
0,30 5,00
0,30 2,50
0,30 1,00
0,30 0,00
mieszanina fluoksetyny 1,00 3,00
ze stalym stezeniem
propranololu 0,75 3,00
0,50 3,00
0,25 3,00
0,10 3,00
0,00 3,00

Zrédlo: opracowanie wlasne
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ODCZYT REAKCJI TESTOWE]J I ZAKONCZENIE TESTU

Badanie wykonane byto na podstawie normy PN-89 C-04610/06 Woda
i $cieki - ,Badania toksycznosci zanieczyszczen dla organizmoéw wod-
nych. Oznaczenie toksycznosci ostrej na kielzu Gammarus varsoviensis
Jazdz”.

Pomiaréw $miertelnosci dokonywano po 24, 48, 72 i 96 godzinach. Za
organizmy martwe uznawano organizmy, ktére nie reagowaly na dotyk igta
preparacyjng. Martwe okazy liczono i usuwano z badanych roztworéw. Na-
stepnie wszystkie probki umieszczano ponownie w inkubatorze w odpo-
wiednich warunkach o$wietlenia i temperatury do czasu kolejnego pomiaru.

OBLICZENIA LC50

W pracy wyliczono wartos¢ LC50 oddzielnie dla kazdego dnia pomiaro-
wego, korzystajac z dwdch metod: 1) metody probitowej opisanej we wspo-
mnianej normie oraz 2) metody graficznej stosowanej wczesniej w Zakladzie
Badania Srodowiska.

Obliczanie LC50 i efektu toksycznego dla mieszanin

W obliczeniach LC50 mieszanin wykorzystano metode graficzng, jednak
wartos$¢ te wyliczano w procentach. W miejscu stezenn wpisywano procen-
towa wartos¢ stezen branych pod uwage w wyliczeniach. Dla wykonanych
mieszanin wyliczano réwniez TU mierzone, czyli zmierzong jednostke tok-
sycznosci, ktora wynosila:

Wzor 1.

100

TU mierzone = X

Gdzie:
x — obliczone procentowe LC50 mieszaniny

W celu poréwnania efektu wyliczono réwniez TU przewidywane, czyli
przewidywang jednostke toksycznosci, ktorej warto$¢ szacowano po doda-
niu efektéw toksycznych pojedynczych zwigzkow. Jednostke te wyliczano ze
wzoru:
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Wzoér 2.
TU przewid - z
przewidywane = 525+ T5ap
y z
Gdzie:

y — najwyzsze stezenie propranololu wykorzystane w badanej mieszaninie,
LC50 - LC50 obliczone dla propranololu,

z — najwyzsze stezenie fluoksetyny wykorzystane w badanej mieszaninie,
LC50, - LC50 obliczone dla fluoksetyny.

LC50 wykorzystane we wzorze dla fluoksetyny i propranololu usredniane
byto z dwéch powtdrzen wykonanych w danym tygodniu pomiarowym. TU
przewidywane obliczane bylo z wykorzystaniem LC50 otrzymanym dwoma
metodami: metodg probitowa i metoda graficzng. Na podstawie otrzyma-
nych wartosci jednostki toksycznosci zmierzonej i przewidywanej okreslono
efekt toksyczny mieszaniny, ktérym mogto by¢: zwigkszenie, obnizenie efektu
w poréwnaniu z addycja efektu pojedynczych zwigzkow. Efekt ten okreslano,
przyjmujac zalezno$¢:

TU mierzone > TU przewidywane - zwigkszenie efektu,

TU mierzone = TU przewidywane - addycja (sumowanie) efektu,

TU mierzone < TU przewidywane - obnizenie efektu.

Przyjeto, ze sumowanie efektow nastepuje, jesli roznica pomiedzy warto-
$ciami: TU mierzone i TU przewidywane jest mniejsza niz 0,1.

BADANIE ZAWARTOSCI ZWIAZKOW METODA HPLC

Analize przeprowadzono za pomoca zestawu HPLC firmy Shimadzu zto-
zonego z: termostatu CTO-10AS, pomp LC-10AT i LC-10ATvp, detektora
z matrycg diodowa (PDA) SPD-M10Avp oraz integratora. Analiz¢ ilo$ciowa
propranololu i fluoksetyny prowadzono odpowiednio przy dlugosci fali 214
nmi227 nm.

WYNIKI I DYSKUSJA

Kielze z uwagi na swoje cechy i powszechne wystepowanie sg czgsto wy-
korzystywane jako organizmy testowe. W niewielu badaniach brano jednak
pod uwage wplyw toksycznosci lekéw na te organizmy, a prawie w ogdle nie
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wykonywano badan nad toksyczno$cig mieszanin. W testach $miertelnosci
zadna z wykorzystanych metod obliczenia LC50 nie wyraza doktadnej war-
tosci toksycznosci, natomiast w wykonanych badaniach odpowiedniejsze
wydaje si¢ wykorzystanie metody graficznej. Metoda probitowa wymusza
wykorzystanie tylko konkretnych wartosci zawierajacych si¢ w przedzia-
le od 7 do 93% $miertelnosci i opiera si¢ na obliczeniach pochodzacych
przynajmniej z dwoch punktéw pomiarowych, co przy niewielkiej liczbie
rozcienczen stwarza pewne problemy. Brak dokladnosci metody graficz-
nej opiera si¢ na wykorzystaniu jedynie dwéch punktéw pochodzacych
z dwdch kolejnych rozcienczen okalajacych wartos¢ 50% $miertelnosci, nie
uwzglednia natomiast pozostalych wynikéw. Metoda probitowa pozwa-
la za$ na oszacowanie warto$ci LC50 wykraczajacej poza badane stezenia
(ekstrapolacje wynikéw), gdyz w przeciwienstwie do metody graficznej nie
jest wymagane osiggniecie 50% $miertelnosci dla zadnego rozcienczenia.
W niniejszej pracy czesciej jednak, z uwagi na uzyskane wyniki, nie bylo
mozliwe wyliczenie LC50 przy wykorzystaniu metody probitowej, a uzy-
skane odchylenia standardowe byly w tej metodzie wigksze, szczegdlnie
w wyliczeniach efektu toksycznego mieszanin. W zwigzku z powyzszym
w pracy przedstawione zostang wyniki LC50 otrzymane poprzez wykorzy-
stanie metody graficznej.

Najbardziej wyrazna odpowiedz kielzy na badane zwigzki i ich mie-
szaniny w wykonanym zakresie stezen uzyskano w drugim i trzecim dniu
badania. W pierwszym dniu w wigkszosci przypadkow nie bylto zadnej od-
powiedzi organizméw na substancje, natomiast wyniki otrzymane po 96
godzinach wydaja si¢ watpliwe z powodu trudnosci w utrzymaniu odpo-
wiednich warunkow testu we wszystkich powtdrzeniach, a takze wysokiej
$miertelnosci.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze w fluoksetyna wykazuje ponad
10-krotnie wigksza toksycznos$¢ niz propranolol. Uzyskane wartosci LC50
fluoksytyny w przeciagu czterech dni badawczych zawieraja si¢ w przedzia-
le: 0,36+0,05 mg/1 + 0,97+0,02 mg/l, natomiast wartosci LC50 propranololu
5,66+1,41 mg/l + 8,78+0,63 mg/L.
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Wykres 1.
LC50 [mg/1] propranololu i fluoksytyny wyliczone dla poszczegolnych dni testu

—e— propranolol
fluoksytyna &
o Yty T
6 \7-[

-
o

LC50 [mg/I] obliczane metoda graficzna

0 T T T
1 dzien 2 dzien 3 dzien 4 dzien

Zrédto: opracowanie wlasne czas [dobal

Zgodnie z Dyrektywa Komisji 93/67/EWG fluoksytyne mozna zaklasyfi-
kowac¢ jako zwigzek bardzo toksyczny dla organizméw wodnych, natomiast
propranolol uzna¢ za toksyczny.

Jak dotad nie przeprowadzono zadnych badan toksycznosci ostrej fluok-
setyny i propranololu dla zadnego z gatunkéw kietzy, w ktérych punktem
konicowym bylaby $mier¢ osobnikéw. Wiele takich badan wykonano nato-
miast na innych rodzinach skorupiakéw. Dla gatunku Ceriodaphnia dubia
LC50 po 48 godzinach dla fluoksetyny wynosito 234 ug/l (Enick i Moore,
2007), natomiast dla Daphnia magna wynosilo 820 pg/l (Santos i in., 2010).
W przeprowadzonych badaniach $rednia toksycznos¢ fluoksetyny po 48 go-
dzinach dla G. varsoviensis wynosi 580+80 pg/l. Dla propranololu stwierdzo-
no dla dwoéch innych skorupiakéw LC50 po 48 godzinach wynoszace 10,31
mg/l dla Thamnocephalus platyurus oraz 29,8 mg/1 dla Hyalella azteca (Santos
iin., 2010), natomiast w wykonanych testach LC50 wynosifo 8,78 + 0,63 mg/1.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze G. varsoviensis jest bardziej wrazliwy na pro-
pranolol i rednio wrazliwy na dzialanie fluoksetyny w poréwnaniu z innymi
gatunkami skorupiakéw. Oczywiscie wrazliwo$¢ organizmoéow posrod calej
rodziny Gammaridae na te zwigzki moze by¢ bardzo zréznicowana. Nalezy
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sie jednak spodziewa¢, ze stosunek toksycznosci fluoksetyny i propranololu
bedzie podobny dla wszystkich gatunkéw kietzy. Drobne réznice w toksycz-
nosci zwigzkéw w obrebie nawet tego samego gatunku moga by¢ réwniez
zwigzane z miejscem, w ktérym osobniki te bytuja, i stopniem zanieczyszcze-
nia ich srodowiska zycia, dlatego wlasciwe wydaje si¢ prowadzenie hodowli
organizméw w $cisle kontrolowanych warunkach. Utrzymanie hodowli wig-
ze si¢ jednak nie tylko ze zwigkszonymi kosztami, ale takze z mozliwoscig
powstania chowu wsobnego o waskiej puli genetycznej, co z kolei powoduje
zwiekszenie wrazliwosci osobnikéw na toksyczne dziatanie zwigzkow. Law-
rance i Poulter (1996) stwierdzili, Ze wzrost zasolenia wody zmniejsza wrazli-
wo$¢ Gammarus duebeni (gatunek morski) na toksyczne dzialanie miedzi.
W badaniach nad zmianami lokomocji osobnikéw z gatunku Gammarus
pulex pod wplywem niskich stezen fluoksetyny stwierdzono, ze w nizszych
stezeniach 10-100 ng/l nastepuje znaczace obnizenie lokomocji, natomiast
w wyzszych stezeniach takich zmian nie zaobserwowano (de Lange i in., 2006).
W niniejszej pracy wraz ze wzrostem stezenia zwigzku zwigkszal sie natomiast
stopien $miertelnosci. W badaniu nad wplywem fluoksetyny na foto- i geotaksje
Echinogammarus marinus stwierdzono, podobnie do badan zespotu de Lange
(2006), najwigkszy wzrost wartosci obydwu parametréw w stezeniu 100 ng/l
(Guler i Ford, 2010). Oskarsson i in. (2012) mierzyli natomiast poziom respiracji
u kietzy poddanych dziataniu propranololu i stwierdzili obnizenie warto$ci tego
parametru o 40% w stosunku do kontroli. Na podstawie przedstawionych prac
mozna zauwazy¢, ze takze w tych przypadkach uwzgledniajacych znacznie niz-
sze stezenia toksycznos¢ fluoksetyny jest wicksza niz toksycznos¢ propranololu.
Ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania nizszych stezen, zblizonych do wystepu-
jacych w srodowisku, korzystne wydaje si¢ wykonywanie badan chronicznych,
obejmujacych nawet kilka pokolen osobnikéw. W badaniach takich mozna kon-
trolowac kilka wskaznikéw toksycznosci substancji dla danego organizmu.

MIESZANINY

Pomimo wystepowania w $rodowisku mieszanin lekéw, a nie pojedyn-
czych zwiazkéw, nie wykonuje si¢ powszechnie badan nad toksycznoscia
mieszanin i ich wptywem na zmiang toksycznosci poszczegoélnych substancji
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leczniczych. Do okreslenia toksycznosci mieszanin substancji chemicznych

wykorzystuje sie model graficzny opierajacy si¢ na diagramie Welcha (Wia-
cek-Rosinska, 2008), a takze modele matematyczne, m.in. model Ribo i Ro-
gersa (Wigcek-Rosinska, 2010).
Otrzymane wyniki sugeruja, iz fluoksetyna ma wigkszy wptyw na efekt tok-
syczny niz propranolol. LC50 dla mieszaniny fluoksetyny ze stalym st¢zeniem

propranololu jest nizsze niz dla mieszaniny propranololu ze staltym steze-

niem fluoksetyny, co wskazuje na wiekszg toksyczno$¢ pierwszej mieszaniny,
w ktorej dodawane bylo coraz wyzsze stezenie fluoksetyny. Takze odczytana
$miertelnos¢ dla odpowiadajacych sobie stezent obydwu mieszanin jest wyzsza
w przypadku mieszaniny fluoksetyny ze stalym stezeniem propranololu.

Wykres 2.
Srednie LC50 [%] mieszaniny fluoksetyny ze stalym stezeniem propranololu i mie-
szaniny propranololu ze stalym stezeniem fluoksetyny
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W mieszaninie propranololu ze stalym stezeniem fluoksetyny i mieszani-
nie fluoksetyny ze stalym stezeniem propranololu stwierdzono w wigkszosci

przypadkow dzialanie addytywne lekéw na kielze. Tabela 2 prezentuje pro-

centowe zmiany efektu toksycznego spowodowane przez badane mieszaniny

w ciggu wszystkich dni badania.
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Tabela 2.
Zbiorcze zmiany efektu (%) dla dwoch mieszanin w ciagu czterech dni
Mieszanina/efekt Zwigkszenie Obnizenie Brak roznic
mieszanina propranololu ze stalym 56 19 25
stezeniem fluoksetyny
mieszanina fluoksetyny ze statym 77.47) 16,(6) 5,(5)

stezeniem propranololu

Zrédlo: opracowanie wlasne

Badaniami nad toksyczno$cia mieszanin lekéw dla réznych organizmoéw
wodnych zajmowat si¢ Cleuvers (2003). Stwierdzit on, ze efekty mieszanin le-
kow moga by¢ rézne dla poszczegdlnych grup organizmoéw. Z jego badan wy-
nika, iz mieszanina kwasu klofibrowego i karbamazepiny powoduje znaczne
zwiekszenie toksycznosci w poréwnaniu z pojedynczymi zwigzkami dla D.
magna, natomiast nie zwigksza toksycznosci poszczegélnych zwigzkéw dla
Lemna minor.

Badania dotyczace degradacji zwiazkéw w srodowisku, prowadzone réw-
nolegle do badan toksycznosci, przedstawione w niniejszej pracy, wskazaty
na znikomy rozklad pojedynczych substancji: fluoksetyny i propranololu.
W zastosowanych mieszaninach obydwa zwigzki nie wptywajg na zwigksze-
nie badz zmniejszenie rozkladu. Maly rozklad substancji przez caly okres
trwania badania na kielzach pozwala oszacowa¢ toksycznos¢ pod wplywem
niezmieniajgcego si¢ stezenia tych substancji.

PODSUMOWANIE

1. Toksycznos¢ fluoksetyny dla kietzy jest wieksza niz toksycznos¢ propra-
nololu. Takze jej dodatek do mieszaniny ma wigkszy wplyw na zwieksze-
nie efektu toksycznego.

2. Na zmiang efektu toksycznego badanych zwiazkéw ma wplyw zastosowa-
ny stosunek stezen fluoksetyny i propranololu. W mieszaninie fluoksety-
ny ze stalym stezeniem propranololu i mieszaninie propranololu ze sta-
tym stezeniem fluoksetyny stwierdzono dziatanie synergistyczne obydwu
zwigzkow.
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3. Kielze z gatunku Gammarus varsoviensis moga zosta¢ wykorzystane do
oceny toksycznosci fluoksetyny i propranololu, aczkolwiek testy toksycz-
nosci ostrej musza by¢ wykonywane dla stezen wyzszych niz te wystepu-
jace w srodowisku wodnym.

4. W celu oceny toksycznosci tych zwigzkow w stezeniach nizszych nalezy
przeprowadzi¢ testy toksycznosci chronicznej i znalez¢ inne punkty kon-
cowe pomiaru reakcji testowej.

Podziekowania
Dla Pani Malgorzaty Ozimiriskiej z Zaktadu Wodociggu Pétnocnego MPWiK

w Wieliszewie za pomoc w pozyskaniu kietzy do badan.
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