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. Biologiczng analize iloSciowg trucizn owadobdjczych na malych zwie-
rzetach testowych mozna latwo przeprowadzié¢ poslugujac sie odpowied-
nim wzorcem. Opracowano liczne metody na réznych zwierzetach — roz-
wielitkach, larwach komara oraz na muszkach owocowych Drosophila.

Trudniej jest okres§lié metodami biologicznymi rodzaj trucizny w ba-
danym materiale, zwlaszcza jesli zawartosé jej jest tak mala, ze izolacja
i analiza chemiczna jest zbyt trudna. Niekiedy wykonanie analizy che-
micznej i przyrzadowej napotyka na dodatkowe trudnosci zwigzane z obec-
noscig licznych zanieczyszczen i metabolitow.

‘Analiza biologiczna jakosSciowa posluguje su—; wieloma krytenaml roz-
poznawania trucizn. . i
1. Symptomatologia reakcji zwierzat na trucizny owadobdjcze nie rézni-
éuje ich nalezycie. Z klucza symptomatologicznego mozna korzysta¢ je=
dynie dla okre$lenia przynalezno$ci grupowej trucizn np. do grupy weglo-
wodoréw chlorowanych lub fosforoorganicznych inhibitoréw esterazy cho-
linowej. Co prawda HCH daje pobudzenie motoryczne przed porazeniem
owadéw slabiej. zaznaczone niz w przypadku DDT, aldrina za$ prawie
niewidoczne, to ujecie w liczby tych réznic w zasadzie jest niemozliwe
bez jakiej$ specjalnej dotad jeszcze nie ustalonej metody rejestracji ruchu
owadow.

2. Klucz wielotestowego oznaczania stezenn granicznych mozna zasto-
sowaé tylko w przypadku dysponowania wigkszg iloscia badanego mate-
rialu i gatunkéw zwierzat testowych. Jest jednak znacznie pewniejszy
od symptomatologicznegd. ‘

3. Klucz wskaznikéw toksykodynamicznych jednotestowy, stanowi naj-
odpowiedniejszy i najwygodniejszy sposob rozpoznawania trucizn. Utwo-
rzenie podstaw tego rodzaju klucza stalo sig¢ celem obecnie prowadzonych
doswiadczen. |
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Kazda trucizna badana za pomocg analizy testowej charakteryzuje sie
swoistg predkoscig przyrostu reakcji. Rowniez trwalo$¢ porazenia jest
swoista. W analizie jakosciowej wykorzystano wlasnie te fakty.

Najodpowiedniejszym zwierzeciem testowym w analizie malej ilosci
trucizn owadoboéjezych jest larwa jetki (Cloeon dipterum) (1, 2, 3). W oce-
nie hydrobiologéw nalezy ona do tak zwanych mezosaprobéw i znosi dos¢
duze ilosci zanieczyszczen. Jest przy tym bardzo wrazliwa na trucizny
owadobdjcze.

Wykonanie analizy jednoczes$nie ilosciowej i jakosSciowej polega na
przygotowaniu szeregu rozcienczen badanego materialu w 16—20 krysta-
lizatorach po 100 ml w wodzie wodociggowej odchlorowanej. Do ekstrakeji
trucizn z tkanek zwierzecych lub roslinnych postugiwano sie roztworem
5-procentowym acetonu w wodzie. Zawartos¢ za§ acetonu w kapieli dla
zwierzat nie powinna przekraczaé 0,5 procent (objetosciowo 20°). W ozna-
czanu orientacyjnym stosuje sie iloraz postepu rozcienczen 2, 1,5 lub 1,3.
W szczegdlowym za$§ mniejszy: 1,2 lub 1,1 zaleznie od stopnia wymaganej
dokladnosci. Po umieszczeniu 40 zwierzat w kazdym naczyniu, zapisuje
sie ich reakcje po uplywie 1 godziny dla okreslenia 50D/1h w mikro-
gramach/ml i jednoczesnie wydobywa sie z kazdego naczynia po 10 sztuk
zwierzat za pomocg malej siateczki metalowej. Dokladnie przeptukane na
siatce jetki przenosi sie do réwnolegle ustawionego szeregu z czysta woda
po 50 ml w kazdym. To samo powtarza sig po 2 i 3 godzinach w celu
oznaczenia D50/2h i D50/3h. Reszta zwierzat pozostaje w naczyniach ma-
cierzystych by po uplywie 24 godzin kapieli oznaczyé D50/24h, jedna
z przyjetych metod dla malych grup zwierzat (Muencha i Reeda lub Wie-
chowskiego). Tak samo dokladnie po 24 godzinach kapieli zwierzat od-
czytuje sie wynik analizy takze w szeregach w ktérych przerwano kapiel
owadéw po 1, 2 i 3 godzinach w celu oznaczenia D50/1lhr, D50/2hr
i D50/3hr dla okres§lenia ewentualnej zmiany w liczbie porazonych zwie-
rzat po 24 godzinnym przerwaniu kapieli w truciznie. Po oznaczeniu
dawek przystepuje sie do obliczenia wskaznikéw przyrostu reakcji i wska-
zniké6w jej odwracalno$ci na podstawie wzoréw. Wskaznik przyrostu
reakcji dla 1 godziny kapieli

D50/1h

D50/24h

W taki sam sposéb oblicza sie Wy/2h i W,/3h.
Do obliczania wskaznikéw odwracalnosci reakcji sluzy wzoér

_ D50/1hr
D50/1h

W ten sposéb oblicza sie W./2h i W./3h.

Wo/1h

W,/1h
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Wobec nie znanej zawartosci bezwzglednej trucizny w badanym mate-
riale dawke graniczng wyraza sie oczywiScie zawsze ulamkiem, ktory
odpowiada stopniowi rozcienczenia badanego wyciggu czy roztoru, np.

1 1 1 1 1 1

; rzy ilorazie postepu rozcienczen 1,3 lub —, —; ——
1,30 " 1,63 e POShEE: 1 1,1 1,21

przy ilorazie 1,1. Po obliczeniu s$rednich dawek metodg interpola-
cyjng uzyskane liczby nanosi sie na tabelke ulozong wedlug ponizszego
wzoru (tab.) i poréwnuje z wzorcows, ktérg powinna posiadaé¢ kazda pra- -
cownia zajmujgca sie tego rodzaju analizami. Tabelka wzorcowa (tab.)
powinna zawiera¢ mozliwie komplet praktycznie stosowanych trucizn owa-

dobdjczych. Przy czym wskazane jest by tabelki wzorcowe sporzadzily
laboratoria w swoim zakresie.

1

’

Tabela przyrostu reakcji testowej i odwracalnosci
obiekt testowy Cloeon dipterum

Wskaznik przyrostu Wskaznik odwracalnosci
D50/24h Dtr

D50/24h relacii T po 24h ="

Nazwa trucizny
(+g/ml) " " — "

czas wchlaniania trucizny czas wchlaniania trucizny
t=1h | t=2% | t=3 | t=1h —2 | t=3%h

HCH 0,200 0,281 0,80 0,90 0,93 8,00 6,36
+ 0,026 \

Aldrin 0,025 0,00028 0,025 0,062 0,00082 0,065 0,075
+ 0,0034

Dipterex 0,083 0,0014 0,0086 0,033 0,85 1,00 1,25
+ 0,0092

Baytex ’ 0,071 0,0091 0,049 0,093 0,063 0,207 0,370
+ 0,0090

Metasystox 0,18 0,015 0,072 0,145 0,208 0,56 0,75
+ 0,011

Extr. Pyrethri

(20% pyretryn) 0,032 0,59 1,28 1,35 18,5 35 35
% 0,0037
W razie niemoznosci oznaczenia wszystkich D50, — zwlaszcza D50/1h

z powodu zbyt malej ilo$ci materialu mozna chociaz z nieco mniejszym
prawdopodobienstwem korzysta¢ tylko z D50/2h i D50/3h lub tylko
z D50/3h znajdujac potwierdzenie w drugiej liczbie wskaznika odwra-
calnosci. Z podanej tabelki zawierajacej wskazniki przyrostu reakeji i od-
wracalnosci kontaktowych trucizn owadobéjczych wynika, ze liczby te sta-
nowia wystarczajace kryteria roznicujace w biologicznej analizie jakos-
ciowej. Z wielkosci poszczegdlnych wskaznikéw mozna wywnioskowac, ze
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pyretrum i HCH w duzym zakresie dawek wywoluje porazenie odwra-
calne. Aldrina daje porazenie p6zne nawet po kroétkim, calkowicie bez-
objawowym okresie wchlaniania i po dlugim okresie przerwania kontaktu.
Uzyskane wskazniki stanowig tez pewnsg podstawe do ustalenia opty-
malnych dawek i czasu wchlaniania trucizn dajacych minimum lub mak-
simum odwracalnos$ci porazenia zwierzat.

Streszczenie

Na podstawie wynikéw analiz biologicznych trucizn owadobéjczych
(HCH, Aldrin, Dipterex, Baytex, Metasystox, Extr. Pyrethri) w $rodo-
wisku wodnym na larwach jetki (Cloeon dipterum) stwierdzono réznice
w predkosci postepu reakcji testowej w szeregu analitycznym malejacych
stezen trucizn charakterystyczne dla kazdej trucizny. Te réznice okreslono
odpowiednimi wskaznikami liczbowymi. Oznaczono réwniez wskazniki od-
wracalno$ci reakcji testowej dla zwierzat, ktérym w réznym czasie przer-
wano kapiel i przeniesiono do czystej wody. Jedne i drugie wskazniki
stanowig kryteria réznicujace trucizny w testowych analizach jakos-
ciowych. Trucizny o duzych wskaznikach przyrostu reakcji (HCH, pyre-
tryny) posiadajg réwniez duze wskazniki odwracalnosci zatrucia. Propor-
cjonalnie trucizny o maltych wskaznikach przyrostu reakeji (Aldrin,

Dipterex, Baytex, Metasystox) maja odpowiednio male wskazniki od-
wracalnosci.
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" DYSKUSJA

Dr Byrdy wyraza watpliwos¢ w przydatnosci larw jetki do badan
toksykologicznych, gdyz nie udaje sie ja hodowaé¢ w warunkach labora-
toryjnych. Jak kazdy zywy organizm wykazuje duza zmienno$é indy-
widualng zalezng od wielu czynnikéw jak wiek, pleé, stadia rozwojowe
itp. co trudno jest ustali¢ gdy owad jest dziko lowiony. Okazalo sie np., ze
wsrod much domowych samce sg mniej odporne niz samice, przy czym
odporno$¢ samic jest o 1,71 wieksza w stosunku do samcéw. Dlatego obiekt
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testowy do badan biologicznych powinien byé wyréwnany i musi istnieé
mozliwo$¢ hodowania go w warunkach laboratoryjnych.

Badania biologiczne wymagaja znacznie klopotliwszych warunkéw do
ich przeprowadzenia, i dlatego obok nich musza byé stosowane proste
1 latwe metody fizyko-chemiczne, latwe w zastosowaniu terenowym.

Dr Andrzejewski przypuszcza, ze metody biologiczne refero-
wane przez Dra Kaminskiego moga mie¢ szerckie zastosowanie labora-
toryjne. Waznym jest jak przedstawia sie powtarzalnosé¢ wynikéw w obre-
bie grup badanych i czy zostalo udowodnione statystycznie, ze metodyka
Jest wiarygodna, jaki jest Sredni blad, czas reakcji, ile jest uzywanych
obiektéw w grupie itp.

Dr Kaminski wyjasnia, ze hodowla laboratoryjna jetek sprawia
pewne trudnos$ci. Natomiast wiek bardzo latwo okresli¢ sitkiem. Owad
ten ro$nie skokowo i kazde stadium charakteryzuje sie okreslong wiel-
koscig, i do badan testowych bierze sie owady, ktére zbieraja sie na sitku
o Swietle 1,2 mm i przechodza przez sitko o 1,5 mm. Nalezy jednak pa-
mietaé, ze wiek owada juz calkowicie dojrzalego jest wielkoscig fizjolo-
giczng tzn. jezeli ma dobre warunki — jest mlodszy, jezeli zte — jest
starszy. Mucha moze by¢ bardzo stara nawet po 2 dniach jezeli ma braki
w wilgotnosci, w zZywieniu czy w wielkoSci pomieszczenia. Powtarzalnosé
i dokladnos¢ metody na jetkach jest bardzo dobra, co zostalo potwierdzone
analizg statystyczng. Blad metody biologicznej jest mniejszy niz blad
spektrofotometru. Stezenia stosowane wynosza 0,003 ug i sg niedostepne
dla metodyki fizyko-chemicznej.
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