BIULETYN
Wydziatu Farmaceutycznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Biul. Wydz. Farm. WUM, 2009, 4, 24-30
http://biuletynfarmacji.wum.edu.pl/

ZANIECZYSZCZENIE SRQDOWISKA PRZYRODNICZEGO LEKAMI.
I: OCENA TOKSYCZNOSCI TRZECH FLUOROCHINOLONOW DLA
RZESY DROBNEJ LEMNA MINOR

Magdalena Bielinska, Grzegorz Natecz-Jawecki*

Wydziat Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny
Zaktad Badania Srodowiska, ul. Banacha 1, 02-097 Warszawa

*Autor korespondujacy: tel. +22 5720740, e-mail: grzegorz.nalecz-jawecki@wum.edu.pl

Otrzymany 22.06.2009; zaakceptowany 24.08.2009; zamieszczony 17.09.2009

STRESZCZENIE

Bardzo wazna grupa substancji o potencjalnie szkodliwym dziataniu dla srodowiska sa leki stosowane w me-
dycynie i weterynarii. Antybiotyki i chemioterapeutyki moga wykazywac dziatanie toksyczne w bardzo niskich
stezeniach. Dodatkowo, ciagta ekspozycja bakterii nawet na niskie stezenia zwiazkow bakteriostatycznych
moze prowadzi¢ do powstawania opornych szczepéw mikroorganizméw. Leki moga miec tez wysoka aktyw-
nos¢ biologiczng wobec roslin. Stezenie toksyczne, powodujace 20% spadek wzrostu (ECy) rzesy drobnej
(Lemna minor), w przypadku fluorochinolonéw ciprofloksacyny, ofloksacyny i lomefloksacyny wynosi odpo-
wiednio: 64, 100 oraz 370 pg/L.

SLOWA KLUCZOWE: fluorochinolony, ekotoksykologia, rzesa drobna, leki w sSrodowisku

ABSTRACT

PHARMACEUTICALS IN THE ENVIRONMENT. I: EVALUATION OF TOXICITY OF THREE FLUOROQUINOLONES TO
DUCKWEED LEMNA MINOR

Drugs used in human and veterinary medicine belong to a new class of environmental pollutants. Antibiotics
and chemotherapeutics may produce biological effects at very low concentrations. Moreover, the continuous
exposure of bacteria to even small concentrations of antibiotics or active metabolites could lead to the
emergence of resistant bacteria strains. Antibiotics also may have high biological activity against non-target
organisms as plants. In case of duckweed (Lemna minor) the ECy, values for fluorogquinolones as ciprofloxacin,

ofloxacin and lomefloxacin are 64, 100 and 370 pg/l, respectively.

KEYWORDS: fluoroquinolones, ecotoxicology, duckweed, drugs in the environment

WSTEP

Leki w srodowisku

Bardzo wazna grupa substancji o potencjalnie szko-
dliwym dla srodowiska dziataniu sa substancje lecznicze
stosowane zarowno u ludzi jak i w weterynarii, Srodki
diagnostyczne, odzywki oraz aktywne sktadniki produktow
pielegnacyjnych, takie jak substancje zapachowe czy
substancje promieniochronne (filtry stoneczne). Srodkom
tym do potowy lat 90-tych poswiecano niewiele uwagi, a
przeciez sa one stale dostarczane do zbiornikow wodnych
w postaci niezmienionej lub jako aktywne metabolity
(Breton i Boxall, 2003, Daughton i Ternes, 1999, Fent i in.,
2006). Ze wzgledu na ich specyficzny sposob dziatania oraz
fakt, ze z zatozenia sa tworzone z mysla, aby oddziatywac
na organizmy ludzi, ssakow czy innych kregowcdw, ich
pozostatosci w srodowisku moga by¢ dla nas znacznie
bardziej niebezpieczne niz pozostatosci pestycydow, kto-
rych gtownym celem dziatania sa chwasty, grzyby i bezkre-
gowe szkodniki (Cleuvers, 2002).
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Gtownym zrodtem zanieczyszczenia lekami sa Scieki
komunalne i szpitalne, czesto zrzucane do rzek bez wcze-
Sniejszego oczyszczania. Zawarte w nich substancje, mimo
ze obecne w niewielkich stezeniach rzedu ng - pg/l, utrzy-
muja sie trwale w Srodowisku wodnym ze wzgledu na ich
ciagte dostarczanie, dziatajac na wiele pokolen organi-
zmoéw wodnych. W wodach powierzchniowych czesto
mozna wykry¢ wiele substancji leczniczych, w tym lekow
przeciwbolowych i przeciwzapalnych, regulujacych poziom
lipidow, B-blokerow, B-sympatykomimetykow, antybioty-
kow, hormonodw oraz lekow przeciwpadaczkowych.

Szczegolny problem stanowi obecnos¢ antybiotykow
w s$rodowisku, ktore nie tylko stosowane sa w leczeniu
infekcji u ludzi, ale uzywane sa takze na farmach trzody
chlewnej w celach profilaktycznych lub jako promotory
wzrostu (Kimmerer, 2001). W tym celu dodawane sa one
do paszy, a nastepnie wydalane przez zwierzeta z katem.
Tak powstata gnojowka jest czesto stosowana na polach
uprawnych jako nawoz, a zawarte w niej antybiotyki prze-
dostaja sie do gleby i wdd gruntowych. Weterynaryjne
promotory wzrostu, takie jak spiromycyna czy wirginiamy-
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cyna nie sa stosowane w leczeniu ludzi, ale prawdopodob-
nie moga wywotywac opornos¢ bakterii na inne antybiotyki,
takze te uzywane przez ludzi. Antybiotyki sa takze po-
wszechnie stosowane w hodowlach ryb. Do najczesciej
podawanych naleza tetracykliny, sulfonamidy i chloramfe-
nikol. Sa one dodawane do paszy lub bezposrednio roz-
puszczane w wodzie. Te, ktore nie zostang zuzyte odkta-
daja sie w osadach dennych gdzie albo ulegaja degradacji,
lub sa wyptukiwane do otaczajacych zbiornikow wodnych.

Po dostaniu sie do organizmu jedynie czes¢ lekow
opuszcza go w formie niezmienionej, wiekszos¢ natomiast
uczestniczy w procesach | i Il fazy metabolizmu. Powstate
w ten sposob metabolity sa wydalane wraz z moczem lub
katem i ze Sciekami dostaja sie do zbiornikow wodnych.
Badania wykazaty, ze substancje te moga ulega¢ w srodo-
wisku przeksztatceniu do zwiazkow macierzystych, wyka-
zujacych wyjsciowa aktywnos¢. Istnieje mozliwosc, ze leki,
ktére w organizmie cztowieka zostaty przeksztatcone w
nieaktywne metabolity moga w srodowisku odzyskiwac
swoje biologiczne dziatanie poprzez rozrywanie wigzania z
kwasem glukuronowym. Przyktadem moga byc glukuronid
chloramfenikolu, dwa glukuronidy 17-B-estradiolu oraz N-4-
acetylowana sulfametazyna, ktore w srodowisku wodnym
ulegaja przeksztatceniu do zwiazkdw macierzystych (Hirsch
iin., 1999).

Kolejny problem ze stosowaniem antybiotykow zwia-
zany jest z tym, Zze nawet w oczyszczalniach sciekow nie sa
one catkowicie usuwane. Szacunkowe dane wskazuja, ze
ilos¢ usuwanych antybiotykdéw ze sciekow komunalnych i
szpitalnych waha sie miedzy 60 a 90%. Stezenie tetracyklin,
ktorych eliminacja podczas procesow oczyszczania wynosi
95%, w oczyszczonych $ciekach wynosito 13 pg/L.

Stata obecnos¢ antybiotykow w Srodowisku przyczynia
sie do selekcjonowania opornych szczepow bakterii, co
moze sta¢ sie juz niedtugo powaznym problemem, gdyz
wielu infekcji nie da sie leczy¢ dostepnymi antybiotykami.
Juz teraz okoto 70% bakterii jest niewrazliwych na co
najmniej jeden antybiotyk, a liczne wykazuja opornosc
wielolekowa. Wsrod drobnoustrojow najczesciej spotyka
sie opornos¢ na penicyling, bacytracyne, tetracykliny czy
erytromycyne, a niewrazliwe szczepy bakterii izoluje sie z
probek wody pochodzacej z rzek, jezior i wod gruntowych
(Hirsch i in., 1999). Ze sciekow szpitalnych izolowano
szczepy E. coli catkowicie niewrazliwe na fluorochinolony
oraz szczepy Klebisielleae niewrazliwe na ampicyling lub
wykazujace opornos¢ wielolekowa. Spotykano takze drob-
noustroje oporne na bacytracyne, tetracykliny czy erytro-
mycyne. Czesto geny odpowiedzialne za wytwarzanie
opornosci zlokalizowane sa na tzw. plazmidach R, ktoére
moga byC przekazywane innym bakteriom, co znacznie
przyspiesza szerzenie sie opornosci (Hirsch i in., 1999).

Fluorochinolony w srodowisku

0Od zsyntetyzowania kwasu nalidyksowego w 1962
roku, chinolony przeszty dtuga droge ewolucji, w czasie
ktorej wielokrotnie modyfikowano strukture czasteczek,
poprawiajac ich skutecznos¢ i farmakokinetyke. Poczat-
kowo byta to tylko mata grupa lekow o waskim zakresie
dziatania, ograniczonym wtasciwie do bakterii Gram ujem-
nych i niewielkiej liczbie wskazan do stosowania. Dzisiaj
natomiast leki z tej grupy naleza do jednych z najczesciej
podawanych doustnie (a w niektorych przypadkach takze
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dozylnie) antybiotykow, skutecznych takze w walce z bak-
teriami Gram dodatnimi i beztlenowcami, stosowanych w
medycynie i weterynarii. Przy duzej skutecznosci pozostaja
dobrze tolerowane przez organizm ludzki, a wywotywane
przez nie dziatania niepozadane sa nieliczne i zazwyczaj
nie stanowia zagrozenia dla zdrowia lub zycia (Ball, 2000).

Tak duze rozpowszechnienie fluorochinolonow w
lecznictwie niesie ze sobg ryzyko srodowiskowe. Wraz ze
sciekami pochodzacymi ze szpitali oraz sciekami komunal-
nymi te leki i ich metabolity dostaja sie do zbiornikow
wodnych (Fent i in., 2006, Golet i in., 2003). Coraz cze-
sciej praktykuje sie takze nawozenie pdl uprawnych gno-
jowka pochodzaca z ferm trzody chlewnej, ktéra jest
bogatym zrédtem m.in. fluorochinolonéw. Tg droga zwiazki
te przedostaja sie do gleby, gdzie moga sie kumulowac i
wywotywac wiele szkodliwych dziatan na organizmy za-
mieszkujace to srodowisko (Picd i Andreu, 2007). Badania
dowiodty, ze w tak nawozonych glebach przez dtugi czas
pozostaja Sladowe ilosci antybiotykow, ktore moga prze-
mieszczac¢ sie takze do wdd podziemnych oraz wraz ze
sptywem powierzchniowym - do rzek i jezior.

Scieki szpitalne najczesciej trafiaja do kanalizacji
miejskiej i sa oczyszczane w komunalnych oczyszczalniach
sciekow. W Hanoi przebadano scieki pochodzace z szesciu
najwiekszych szpitali w tym regionie pod katem obecnosci
w nich najczesciej stosowanych fluorochinolonéw: cipro-
floksacyny, norfloksacyny, lewofloksacyny, ofloksacyny i
lomefloksacyny. Sposrod szesciu przebadanych placowek
tylko w jednej z nich oczyszczano Scieki przed usunieciem
ich ze szpitala (Duong i in., 2008). Badania wykazaty, ze w
sciekach nieoczyszczonych sposrdd pieciu poszukiwanych
lekow obecne byty jedynie ciprofloksacyna i norfloksacyna.
Pozostate, mimo ze stosowane w duzych ilosciach, nie
zostaty wykryte. Stezenia ciprofloksacyny wahaty sie w
granicach od 1,1 do 44 pg/l, a norfloksacyny od 0,9 do 17
pg/l. Wartosci te sa poréwnywalne z wynikami badan
przeprowadzonych w Szwajcarii, Szwecji i Niemczech.
Najwyzsze stezenia fluorochinolonéw wykryto w Sciekach
pochodzacych ze szpitali z duzymi oddziatami chirurgicz-
nymi. Ustalono, ze w takich szpitalach przyblizone dzienne
zuzycie norfloksacyny i ciprofloksacyny na pacjenta dzien-
nie moze wynosi¢ od 7,5 do 34,3 mg.

Klasyczne metody oczyszczania sciekow komunalnych
sa w roznym stopniu skuteczne w przypadku lekow. W
Hanoi w wyniku mechanicznego i biologicznego oczyszcza-
nia ilosci ciprofloksacyny w sSciekach szpitalnych ulegaty
zmniejszeniu Srednio o 86%, a norfloksacyny o 82%.

Fluorochinolony, ktore dostana sie do zbiornikow
wodnych sa jedynie w niewielkim stopniu rozktadane przez
zyjace tam mikroorganizmy i potrafia przez dtugi czas
utrzymywac sie w wodach powierzchniowych oddziatujac
na organizmy wodne. Gtéwne niebezpieczenstwo takiej
sytuacji polega na tym, iz mimo, ze zwiazki te obecne sa w
wodach w ilosciach sladowych, rzedu ng/l, to jednak dzia-
taja w sposob dtugotrwaty ze wzgledu na ich ciagte dostar-
czanie ze Sciekami (zwiazki pseudopersystentne). Wywoty-
wane w ten sposob subtelne, czesto niezauwazalne zmiany
u waznych z ekologicznego punktu widzenia organizmow
utrwalaja sie przez wiele pokolen. Moze to w koncu do-
prowadzi¢ do powstania trwatych i nieodwracalnych zmian,
ktore przekrocza zdolnosci adaptacyjne wielu gatunkow
zamieszkujacych strumienie, rzeki i jeziora.
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Fitoindykacja. Zastosowanie roslin wodnych w testach
oceny toksycznosci

Rosliny wodne sa reprezentowane przez duzg rézno-
rodnos¢ gatunkow glondw i roslin wyzszych zamieszkuja-
cych rozne siedliska. Od dawna wykorzystuje sie je w
badaniach jakosci wody, szacowania toksycznosci Sciekow
komunalnych i przemystowych oraz rejestracji handlowych
substancji chemicznych. Umozliwiaja ocene nie tylko
toksycznosci, ale takze potencjalnych wtasciwosci biogen-
nych badanych probek. Mimo to, wytaczajac rejestracje
pestycydow, dane otrzymane w badaniach fitotoksycznosci
rzadko bierze sie pod uwage przy ustalaniu regulacji praw-
nych zwiazanych ze szkodliwym dziataniem na srodowisko
potencjalnych zanieczyszczen. Duzo wieksze znaczenie
posiadaja testy toksycznosci ostrej prowadzone na réznych
gatunkach zwierzat. Sposrod 20 najczesciej stosowanych
organizmow testowych zarejestrowanych w bazie danych
AQUIRES, pierwszy gatunek roslinny, stodkowodny glon
Selenastrum capricornutum zajmuje dopiero 13 pozycje
(Mohan i Hosetti, 1999).

Stodkowodne gatunki glonow naleza do najczesciej
stosowanych organizmoéw stuzacych do oceny fitotoksycz-
nosci. W wielu przypadkach uzywa sie ich jako odpowied-
nikow roslin wyzszych. Wybor gatunkow glonow uzywanych
do badan jest najczesciej uzalezniony od dostepnosci,
wymagan zyciowych oraz tatwosci wykorzystania danego
organizmu. Majac na uwadze te kryteria wyznaczono kilka
standardowych organizméw testowych. Naleza do nich
zielenice: Selenastrum capricornutum, Pseudokirchneriella
subscapitata, Chlorella vulgaris (1SO 8692, OECD 201) oraz
sinice - Anabaena flos-aque i Microcystis aeruginosa. W
standardowych testach glony eksponowane sa na dziatanie
5 stezen analizowanych substancji najczesciej przez okres
3 - 4 dni. Przyrost biomasy oceniany jest zazwyczaj po-
przez wyznaczanie stezenia komorek badz przez spektrofo-
tometryczny pomiar metnosci badanej probki. Rzadziej
analizowany jest poziom chlorofili lub intensywnos¢ foto-
syntezy.

Gatunki nalezace do grupy roslin naczyniowych sa
wykorzystywane znacznie rzadziej niz glony. Z danych
literaturowych wynika, ze jedynie w przypadku 7% sposrod
528 przeprowadzonych testow fitotoksycznosci wykorzy-
stywano rosliny wyzsze. Ostatnio coraz wiecej uwagi po-
Swieca sie wykorzystaniu w badaniach fitotoksycznosci
roslin z rodziny Lemnaceae, ktore podzielone sa na cztery
rodzaje: Spirodela, Wolfiella, Lemna i Wolfia.

Test Lemna

Rzesa (Lemna spp.) jest rosling stodkowodna szeroko
rozpowszechniong na $wiecie. Znanych jest okoto 40 ga-
tunkow wystepujacych zaréwno w tropikach jak i w umiar-
kowanych strefach klimatycznych. Nalezy do organizméow
tatwo przystosowujacych sie do zmieniajacych sie warun-
kow srodowiska. Z drugiej jednak strony jest wrazliwa na
zanieczyszczenia substancjami toksycznymi. Jako ze jest
rosling unoszaca sie na powierzchni zbiornikow wodnych,
najbardziej narazona jest na substancje powierzchniowo
czynne, hydrofobowe, koncentrujace sie na powierzchni
wody. Wybor gatunkow do testow zalezy zazwyczaj od
dostepnosci organizmu i jego wrazliwosci na substancje
toksyczne. Najczesciej rekomendowane sa dwa gatunki:
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rzesa garbata (L. gibba) oraz rzesa drobna (L. minor) (ISO
20079, OECD 221). Cechami, ktore sprawiaja, ze sg one
organizmami bardzo wygodnymi w badaniach laboratoryj-
nych sg ich mate rozmiary, prosta budowa, wegetatywny
sposob rozmnazania i krotki czas miedzy kolejnymi po-
dziatami.

Ryc. 1. Rzesa drobna Lemna minor (fot. autor).

Rzesa drobna jest byling uwazana za jedna z naj-
mniejszych roslin naczyniowych na swiecie. Szeroko$¢ catej
rosliny waha sie od 2 do 7 mm. Nalezy do gatunkow kosmo-
politycznych, mozna spotka¢ ja na wszystkich kontynen-
tach z wyjatkiem Antarktydy. Zamieszkuje przewaznie
wody stojace lub wolno ptynace, najczesciej starorzecza,
stawy, sadzawki i doty potorfowe. W okresie letnim gestym
kozuchem pokrywa powierzchnie zbiornikow wodnych, zas
jesienia wytwarza lisScie zawierajace duzo wieksze ilosci
skrobi i opada na dno. Ciato tej rosliny w drodze ewolucji
ulegto silnemu uproszczeniu, nie posiada ono tkanek prze-
wodzacych ani nie wykazuje zroznicowania na organy.
Mate, okragte i sptaszczone cztony pedowe (frondy) sa
skorzaste i ksztattem przypominaja liscie. Rzesa posiada
pojedynczy korzen i rzadko wytwarza kwiaty, ktére nie
maja okwiatu i sa jednoptciowe. L. minor rozmnaza sig
przede wszystkim wegetatywnie, tworzac paczki u nasady
pedow, a nastepnie odtaczajac tak powstaty czton, ktory
daje poczatek nowej roslinie.

Dla badan z udziatem rzesy opracowano normy ISO i
OECD zawierajace doktadne wytyczne i standardy 7-dnio-
wego testu oceniajacego zahamowanie wzrostu organizmu
testowego. Podczas gdy wskazowki zawarte w zaleceniach
OECD zostaty stworzone z mysla o roznych substancjach
chemicznych, normy ISO odnosza sie przede wszystkim do
probek srodowiskowych. Punktami koncowymi testow
oceny toksycznosci moga byc: liczba roslin, liczba i po-
wierzchnia frondow, liczba i dtugos¢ korzeni, sucha lub
Swieza biomasa oraz zawartos¢ chlorofilii. Zazwyczaj w
testach fitotoksycznosci ocenia sie liczbe frondow, ze
wzgledu na to, ze jest to metoda prosta, szybka i nie po-
woduje zniszczenia organizmu testowego.

BADANIA WLASNE

Celem badan przeprowadzonych w naszej placowce
byta ocena fitotoksycznosci trzech antybiotykow z grupy
fluorochinolonéw: ciprofloksacyny, lomefloksacyny i oflok-
sacyny przy uzyciu mikroptytkowego testu wykorzystuja-
cego rzese drobna Lemna minor.
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MATERIALY | METODY
Badane zwiqzki

Ciprofloksacyna - Fluka, CAS [85721-33-1]
Lomefloksacyny chlorowodorek - Sigma, CAS [98079-52-8]
Ofloksacyna - Sigma, CAS [82419-36-1]
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Ryc. 2. Wzory strukturalne badanych fluorochinolonéw.

Wykonanie testu Lemna

W badaniach zastosowano pozywke wzrostowa Stein-
berg’a (OECD 221), stuzaca zaréwno jako ptyn do sporza-
dzania rozcienczen badanych lekow, jak i ptyn w probkach
kontrolnych. Kazdy lek badano w pieciu stezeniach (2-
krotny szereg rozcienczen). Test prowadzono w jednora-
zowych, polistyrenowych mikroptytkach (6 celek) z po-
krywka. Do pieciu celek mikroptytki dodawano po 10 ml
kazdego roztworu z rozcienczen, do szostej celki - 10 ml
pozywki. Dla kazdej serii badawczej nastawiano jedna,
niezalezng ptytke zawierajaca tylko pozywke (ptytka kon-
trolna). Nastepnie w kazdej celce mikroptytki umieszczano
pojedyncza rosling, sktadajaca sie z 3 - 4 frondéw. Warunki
prowadzenia testu zostaty dobrane tak, aby zapewniaty
logarytmiczny wzrost rzesy, a liczba frondow ulegata sied-
miokrotnemu zwiekszeniu (wspotczynnik wzrostu wiekszy
od 0,275). State warunki oswietlenia o natezeniu 2600-3000
Ix uzyskano dzieki zastosowaniu lampy o szerokim spek-
trum promieniowania widzialnego. Odchylenia od ustalo-
nego natezenia mierzone w minimum pigciu punktach
oswietlanej powierzchni nie przekraczaty 15%. Hodowla
zostata zabezpieczona przed dostepem swiatta bocznego i
od spodu naczynia. Temperatura w pomieszczeniu, w kto-
rym prowadzona byta hodowla testowa wynosita 24 + 2°C.

Ocene liczby frondéw prowadzono w dniu nastawiania
testu oraz po 6-dniowej inkubacji. W celu zwigkszenia
doktadnosci pomiaru, w dniu odczytywania testu, ptytki
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skanowano za pomoca skanera ptaskiego hp Scanjet 7400c
(uktad do skanowania negatywow), a frondy zliczano przy
pomocy programu komputerowego Image Tool. Jednocze-
snie wizualnie oceniano wystepowanie zmian chlorotycz-
nych i nekrotycznych.

Obliczenia

Wspotczynnik wzrostu liczono dla kazdego powtorze-
nia probki testowej i kontrolnej wedtug ponizszego wzoru:

Inx, —Inx,
2 1

L, -t

gdzie:

R - wspotczynnik wzrostu

Xe1 - wartos¢ reakcji testowej w czasie ty (w dniu na-
stawienia testu)

Xtz - wartosc¢ reakcji testowej w czasie t; (w dniu za-
konczenia testu)

t; - t1 - réznica miedzy x¢; a Xy - czas trwania testu (6
dni).

Wspotczynnik zahamowania wzrostu liczono dla kazdego
powtorzenia probki testowej zgodnie z podanym nizej
wzorem:
R —R
IR =——"-100%
RC

gdzie:

IR - wspotczynnik zahamowania wzrostu

Rc , Rt - wspotczynnik wzrostu w probce kontrolnej (c) i

testowej (t).

Na podstawie wartosci wspotczynnika zahamowania wzro-
stu wyznaczono wartosci ECso, ECyo i ECyo, czyli stezenia
substancji hamujace wzrost rzesy o odpowiednio 50, 20 i
10 procent.

WYNIKI | DYSKUSJA

Wartosci ECso, ECy0 i EC1o zamieszczono w Tabeli 1.

Dziesiecioprocentowy efekt testowy (w tym przypadku
zahamowanie wzrostu rzesy) uznawany jest jako wartos¢
progowa, powyzej ktorej badana probka jest toksyczna dla
organizmu testowego. Natomiast ECso jest parametrem
stuzacym do poréwnywania stopnia toksycznosci substancji
chemicznych i probek srodowiskowych. Sposréd badanych
fluorochinolondw najwyzsza toksycznoscia charakteryzo-
wata sie ciprofloksacyna, dwukrotnie mniej toksyczna byta
ofloksacyna, a najmniej toksyczna - lomefloksacyna. Dla
wszystkich trzech lekéw odnotowano wysoka zaleznosé
wspotczynnika zahamowania wzrostu od logarytmu stezenia
(Ryc. 3) - warto$¢ R? wyniosta od 0,923 do 0,967.
Dane uzyskane w niniejszych badaniach dla testu mikro-
ptytkowego poréwnano z wynikami analiz przeprowadzo-
nych na rzesie drobnej przez Robinson i in. (2005) oraz
rzesie garbatej przez Brain i in. (2004) (Tabela 2). W pra-
cach tych toksycznos¢ antybiotykéw analizowano w kla-
sycznym 7-dniowym tescie w zlewkach w warunkach semi-
statycznych t.j. codziennej wymiany roztworow testowych
na $wieze w celu utrzymania statego stezenia badanych
zwiazkow.
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Ryc. 3. Zaleznos¢ wspotczynnika zahamowania wzrostu (IR) od
stezenia. CIP) ciprofloksacyna, FLOO) ofloksacyna,
LOM) lomefloksacyna.

Jedynie wartos¢ ECso ciprofloksacyny podana przez
Robinson i in. (2005) byta zblizona do naszych wynikow.
Dane dotyczace ofloksacyny, a zwtaszcza lomefloksacyny
byty 4 i ponad 20-krotnie nizsze. Tak duza réznica wynika z
trwatosci roztworow wodnych badanych antybiotykow.
Analizy chemiczne wykazaty, ze juz po 24 godzinach steze-
nie lomefloksacyny w roztworze spadato do 30%, podczas
gdy poziom pozostatych antybiotykow prawie sie nie zmie-
niat (Robinson i in., 2005). Uzyskane dane wskazuja na

koniecznos¢ wymiany badanych roztworéw w czasie pro-
wadzenia badan chronicznych, a takze monitorowania
poziomoéw analizowanych substancji toksycznych.

Rzesa garbata (L. gibba) w badaniach Brain i in.
(2004) reagowata na obecnos¢ ofloksacyny przy stezeniach
podobnych jak rzesa drobna. Jednakze wobec ciprofloksa-
cyny byta 3-krotnie mniej wrazliwa, natomiast w stosunku
do lomefloksacyny jej wrazliwosc¢ byta podobna do L. minor
z badan Robinson i in. (2005).

Analizujac uzyskane wyniki nalezy zwroci¢ uwage na
zalezno$¢ wspotczynnika zahamowania wzrostu (IR) od
stezenia probki. Na Ryc. 3 wyraznie widac, iz wraz ze
wzrostem stezenia toksycznos¢ lomefloksacyny wzrasta
znacznie wolniej niz pozostatych zwiazkéw. Swiadczy o
tym zaréwno niska wartos¢ wspotczynnika kierunkowego
funkcji (13,7), jak i wysoka wartos¢ stosunku ECso/ ECqo
=8,4. Podobne zaleznosci mozna zauwazyC rozpatrujac
toksycznos¢ lomefloksacyny dla L. gibba (Tabela 2). W
zwiazku z tym niewielkie zmiany w czasie prowadzenia
testu np. réznice wzrostu kontroli moga skutkowa¢ duzymi
zmianami wartosci ECs.

Zmiany chlorotyczne u rzesy drobnej pojawiaty sie w
wyniku ekspozycji na wszystkie badane zwiazki juz od
stezen 50-150 pg/l. Obserwowane odbarwienia dotyczyty
przede wszystkim mtodych frondéw (Ryc. 4 i 5). Przy reje-
stracji wynikow (obliczaniu wartosci EC) frondy te uzna-
wane byty za prawidtowe, mimo ze nie stanowity petnowar-
tosciowych czesci roslin. Stad wartosci EC moga by¢ zawy-
zone. W dalszych badaniach planowana jest ocena toksycz-
nosci na podstawie pomiaru powierzchni rzesy, z uwzgled-
nieniem powierzchni zmian chlorotycznych. Podejscie to
bedzie wymagato zastosowania wstepnej obrobki zdjec np.
zwigkszenia kontrastu i nasycenia barwy czerwonej (Ryc.
5).

Zmiany chlorotyczne (zanik chloroplastow u rzes pod
wptywem antybiotykow fluorochinolonowych) byty szeroko
dyskutowane w poprzednich pracach (Brain i in., 2004,
Robinson i in., 2005). Wedtug jednej z teorii tak duzy
stopien wrazliwosci tej rosliny, porownywalny z cyjanobak-
teriami, wynika z faktu, iz chloroplasty sa organellami
pochodzenia prokariotycznego i posiadaja podobne szlaki
metaboliczne jak mikroorganizmy.Dziatanie bakteriobdjcze
chinolonéw zwiazane jest z hamowaniem dwodch enzymow
bakteryjnych: gyrazy DNA i topoizomerazy IV. Pierwszy z
nich odpowiada za powstawanie ujemnego superhelikal-
nego skretu w nici DNA. Proces ten jest niezbedny podczas
replikacji i transkrypcji. Topoizomeraza IV z kolei jest
analogiem gyrazy, a jej rola w komorce zwiazana jest z
umozliwianiem rozdzielenia chromosomoéw i ich przejscia
do komorki potomnej.

Tabela 1. Toksycznos¢ fluorochinolonéw dla rzesy drobnej.

Lek ECio* ECyp * ECso*
Ciprofloksacyna 47 £ 15 64 + 24 243 + 119
Ofloksacyna 77+ 2 100 + 11 585+ 177
Lomefloksacyna 280 + 370 + 1 2350 + 1440

* Srednia z 3 wynikéw = odchylenie standardowe. Wartosci stezef w pg/L.
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Tabela 2. Toksycznos¢ fluorochinolonéw dla rzesy drobnej - L. minor (Robinson i in., 2005)
i garbatej - L. gibba (Brain i in., 2004).

Lek Brain i in.(2004) Robinson i in.(2005)
EC10* ECys* ECso* ECso*
Ciprofloksacyna 106 (39-172) 271 (171-372) 697 (554-861) 203 (41-364)
Ofloksacyna 121 (1-243) 281 (110-452) 653 (399-906) 126 (52-201)
Lomefloksacyna 8 (1-16) 30 (10 - 50) 116 (66-165) 106 (45-167)

* Srednia (95% przedziat ufnoéci). Wartosci stezen w pg/L.
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Ryc. 5. Zwigkszenie kontrastu dla koloru czerwonego uwydatnia efekt chlorozy
dla ciprofloksacyny (CIP) i ofloksacyny (FLOO).

Legenda do Ryc. 4 i 5: 6-dotkowa ptytka testowa zawiera probke kontrolng (w celce A1 -
lewy, gorny rog) oraz 5 stezen badanej probki: w kolejnosci od najwyzszego do najnizszego:
A2, A3, B3, B2 i B1. Na poczatku testu w kazdej celce umieszczono 1 rosline sktadajaca sie z
3 frondow. Zdjecia przedstawiaja obraz ptytek po 6 dniach inkubacji.
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