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Zagadnienia nauki i zawodu

Entomotoksykologia jako narzedzie w rozwigzywaniu
zagadek kryminalnych
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Entomotoxicology as a tool for solving criminal cases

Summary

Entomotoxicology deals with the analysis of toxic substances contained in arthropods that feed on dead
bodies. Arthropods are a source of material for investigation when a human or animal body is in an advanced
state of decomposition. Various chemical air pollutants, drugs, xenobiotics and pesticides can accumulate in
the bodies of insect larvae. Entomotoxicology often involves examining insect larvae that have introduced to
their metabolism various kinds of pharmaceuticals taken by people when they were alive. Chemical compounds
which can cause death affect the development rate of arthropods living on corpses, delay colonization of
insects by several days, or affect their number. Some compounds act as attractants or repellents and thereby
influence how quickly insects appear on the body. Others have a mixed effect on insect development. During
the initial development stage of the insect they act as an attractant, but in subsequent stages they slow down
its development or act as a repellent. The concentration of chemical compounds accumulated in the bodies of
larvae is different than in human tissues. Sometimes insects are better indicators of the presence of chemical
compounds than material taken from the internal organs of a dead body. Moreover, the quantity of toxins
detected in arthropods differs at different developmental stages. The concentration of a xenobiotic in the body
of an insect depends on its type, the stage of development of the insect, and the part of the body it was collected
from. Studies have determined that the best place to collect entomotoxicological samples is the internal organs
(e.g. the liver). If this is not possible, insects are collected from the head area and the muscles. Due to the low
popularity of entomotoxicological testing, this type of evidence often is either not collected at all or collected
improperly, preventing valuable information from being obtained. Thus there is a need to verify and standardize
methods for safeguarding arthropods for the purposes of entomological toxicology.
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Entomotoksykologia jest dziedzing nauki taczaca wie-
dze entomologiczng z kryminalistyczng oraz medycyne
sadowa z toksykologia (20). Zajmuje si¢ ona jako$ciowg
oraz ilo§ciowg analiza substancji toksycznych zawartych
w organizmach stawonogoéw zerujgcych na martwych cia-
tach (7). Stawonogi, a w szczegolnosci owady sg zrodtem
materiatu badawczego, gdy ciato ludzkie lub zwierzgce
uleglo zaawansowanemu rozktadowi lub pozostat jedynie
szkielet. W cialach larw owadoéw moga gromadzi¢ si¢
rozne substancje chemiczne zanieczyszczajace powietrze
oraz r6znego rodzaju ksenobiotyki, jak np.: pestycydy,
leki, narkotyki. W entomotoksykologii czesto bada si¢
larwy owadow, ktére wprowadzaja do swego metabolizmu
roznego rodzaju $rodki farmakologiczne, zazyte za zycia
przez ludzi (13). Ta dziedzina nauki bada takze wplyw
substancji na rozwdj owadow, mozliwo$¢ kumulowania
si¢ toksyn w organizmach oraz ich znaczenie w okreslaniu

czasu i przyczyny zgonu, a takze do wskazania miejsca
$mierci (2).

W entomologii sadowej okres, jaki uptynat od zgonu do
momentu ujawnienia zwtok, nazywany jest post mortem
intervallum (PMI) — pozwala on na ustalenie czasu Smierci
(20). PMI dzieli si¢ na podokresy. Przed pojawieniem si¢
owadoéw na zwlokach (zaréwno postaci dorostych, jak
i larwalnych) mowimy o pre-appearance interval (PAI)
okres, kiedy owady sg juz obecne nazywamy presence
interval (PI), a przedzial czasu, w ktorym nastepuje
rozwoj postaci larwalnych, to development interval (DI)
(14). Okreslenie PMI na podstawie fauny zasiedlajacej
zwloki bazuje na wielu zalozeniach. Podczas ustalania
czasu $mierci na podstawie odkrytych na zwtokach owa-
dow analizuje si¢ zr6znicowang aktywno$¢ stawonogow
w zaleznosci od pory dnia oraz pogody, czas sktadania jaj,
mieszane populacje owadow, sezonowe rdznice w roz-
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woju larw, wytwarzanie przez larwy efektu cieplnego,
przybywanie nowych gatunkéw i osobnikow w roznym
czasie, wpltyw toksyn na rozwdj owadow w kolejnych
stadiach rozwoju (3). Pod uwage bierze si¢ takze warunki
bytowania owadow, temperature, wilgotno$¢ i typ siedli-
ska, w ktorym przebywaty zwloki przez caty okres PMI.
Uwzglednienie tak zroznicowanych czynnikow zewngtrz-
nych majacych istotny wptyw na cykl zyciowy owadow
nie jest tatwe i czgsto napotyka si¢ na pewne trudnosci
podczas prowadzenia badan i do§wiadczen z zakresu
entomologii i entomotoksykologii sgdowe;.

Bardzo waznym etapem badan jest szybkie rozpoznanie
wszystkich gatunkow i grup nekrofagicznych na ré6znych
etapach sukcesji. Niezbedna jest takze znajomo$¢ biologii
rozwoju i zachowania si¢ owadow stwierdzonych na zwto-
kach. Sktad fauny zwlok zmienia si¢ w trakcie rozktadu
ciala, a czas skolonizowania przez dany zespot gatunko-
wy jest specyficzny, w zwiazku z tym proces tych zmian
mozna wykorzysta¢ do okre$lenia czasu zgonu. Ponadto,
entomolog sadowy na podstawie fauny znalezionej na
zwlokach moze stwierdzi¢, czy cialo po $mierci zostato
przeniesione z innego miejsca.

Niestety, z powodu duzego podobienstwa miedzy
wieloma gatunkami, zwlaszcza jesli chodzi o larwy
muchowek, tatwo o pomytke podczas identyfikacji, co
moze wptynac¢ na podanie nieprawidtowej daty zgonu. Tu
z pomoca przychodzi nam biologia molekularna, a zwtasz-
cza rozwo0j tzw. genoskopii entomologiczno-sadowe;j,
dokonujacej identyfikacji materiatu entomologicznego
i ludzkiego oraz okreslenia wieku poczwarek (18).

W Polsce pionierem w badaniach z zakresu entomologii
sadowej byt Edward Niezabitowski, ktory na poczatku
XX w. stwierdzit, ze fauna zwlok ludzkich oraz padliny
zwierzat kregowych nie wykazujg istotnych roéznic (21).
W polskiej strefie klimatycznej na martwym ciele wyka-
zano wowczas 31 gatunkéw owaddéw. Wraz z rozwojem
entomologii sgdowej liczba zidentyfikowanych stawono-
gow poszerzyla si¢ do 57 gatunkow (5).

W naszym obszarze geograficznym do najbardziej
znanych nekrofagicznych stawonogdéw naleza muchow-
ki (Diptera) z rodziny Calliphoridae (plujkowate), jak
Calliphora vicina i Calliphora vomitoria, ktore jako
pierwsze kolonizuja zwloki, a wigc wiek ich larw wy-
znacza najbardziej zblizony czas $mierci. Inne gatunki
z tej rodziny to Lucilia cesar i Lucilia sericata, takze
powszechne wsrdd polskich owadoéw nekrofagicznych.
Przedstawicielami owadow kosmopolitycznych, znajdo-
wanych na ciatach w réznych obszarach geograficznych
s gatunki z rodziny Sarcophagidae ($cierwicowate) lub
Piophilidae (sernicowate) np.: Sarcophaga carnaria, Pio-
phila casei. Drugg wazng grupg stawonogow notowang
na zwlokach sg drapiezcy 1 pasozyty gatunkow nekrofa-
gicznych, najliczniej reprezentowane przez chrzaszcze
(Coleoptera) z rodzin Silphidae (omarlicowate), Staphy-
linidae (kusakowate) 1 Histeridae (gnilikowate). Oprocz
stawonogow typu nekrofagicznego i drapiezcOw na mar-
twym ciele znalez¢ mozna gatunki wszystkozerne oraz
przypadkowe (5, 21).

Na zroznicowana faung¢ stawonogdéw zerujacych na
martwych ciatach ma wplyw, oprécz zewnetrznych
czynnikéw $Srodowiskowych, wzajemne oddzialywanie
organizméw na siebie. W przypadku badan entomotok-
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sykologicznych obecnos¢ substancji toksycznych w ciele
larw owadow zalezy nie tylko od temperatury, wilgotno-
$ci, promieniowania UV, pH $rodowiska oraz zwlok, ale
rowniez od gatunku larwy czy stadium rozwojowego.
Nie nalezy tez zapomina¢ o interakcjach, jakie zachodza
pomiegdzy ré6znymi substancjami w martwym ciele (22).
Zwiazki chemiczne, bedace przyczyng $mierci, mogg
takze wplywac na czas rozktadu zwlok, wydtuzaé go
badz skraca¢. Niektore gazy taczac si¢ z hemoglobing,
zmieniajg sktad chemiczny tkanek i wowczas dziatajg
odstraszajaco na niektore nekrofagiczne owady (11).

Entomotoksykologia zaczgta rozwijac si¢ na swiecie
dopiero pod koniec lat 70. XX w. W 1977 r. w Finlandii
w larwach znalezionych na zwlokach, ktore poddano
analizie toksykologicznej, stwierdzono obecno$¢ rteci,
aw 1980 r. w USA duze stgzenie fenobarbitalu (1, 15).
Przeprowadzane wowczas doswiadczenia wykazywaty
obecno$¢ metali cigzkich w ciele owadow z rodziny Cal-
liphoridae (plujkowate) oraz Staphylinidae (kusakowate)
zerujacych na rybach, u ktérych wykryto rte¢. W wyniku
wielu do$wiadczen ustalono, ze m.in. metale, takie jak:
miedz, zelazo, otdow, kadm, bar, antymon, cynk i rtec,
mozna wykry¢ na wszystkich etapach cyklu rozwojowego
stawonogow padlinozernych, a takze w tkankach stawono-
gow niezerujacych na zwlokach, a zywigcych si¢ owadami
nekrofagicznymi (8, 11). Kolejne badania z dziedziny
entomotoksykologii dotyczyly mozliwosci wykrywania
réznych substancji w organizmach owadow. Dowiodty
one, ze te drobne zwierzgta gromadza w swoim ciele nie
tylko metale cigzkie. Lata badan na réznych gatunkach
owadow z catego §wiata pozwolity zidentyfikowac obec-
no$¢ zréznicowanych srodkdéw farmakologicznych w ich
organizmach. Analizie poddano substancje o ré6znym
stopniu toksycznosci, najczesciej leki psychotropowe oraz
srodki uzalezniajace, tj.:

* etanol,

+ fenobarbital (srodek nasenny, uspokajajacy),

e arszenik,

* malation (insektycyd),

* benzodiazepiny (np.: triazolam, temazepam i oxaze-
pam — $rodki przeciwlgkowe, nasenne),

* barbiturany (np.: fenobarbital — dziatanie nasenne,
uspokajajgce; secobarbital, amylobarbital i barbital, a tak-
ze barbiturany sodowe),

* cykliczne antydepresanty (np.: alimemazina, trimi-
pramina i klomipramina),

* bromazepam (lek psychotropowy, przeciwlekowy),

* lewomepromazyna (zwigzek o dziataniu przeciwp-
sychotycznym),

e nortryptylina i amitryptylina (leki przeciwdepre-
Sane)a

* kokaina (takze jej pochodng benzoylecgoning),

* opiaty/opioidy (morfina, kodeina, propoksyfen),

* pochodne amfetaminy (MDMA, MDA),

* trazodon (lek przeciwdepresyjny),

* niektore salicylany,

*+ THC-COOH i 11-Hydroxy-THC (zwiazki z grupy
kannabinoidow),

* meprobamat (pochodna karbaminianu, ktora jest
stosowana jako lek przeciwlekowy),

» digoksyna (zwigzek uzyskiwany z naparstnicy wet-
nistej stosowany do leczenia niewydolnosci serca),
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 atakze nefopam (nicopioidowy lek przeciwbdolowy)
(8, 10, 22).

Metody badan nie potwierdzily obecnosci w organi-
zmach owadoéw m.in. nastepujacych zwigzkow:

* paracetamolu,

* aspiryny,

» amylobarbitalu (§rodek uspokajajacy),

* tiopentonu (lek usypiajacy),

* loprazolamu ($rodek przeciwlgkowy, uspokajajacy)

 oraz diazepamu (zwigzek przeciwdrgawkowy, uspo-
kajajacy) (8, 10, 22).

Na obecnym etapie doswiadczen nie mozna by¢ catko-
wicie pewnym, ze wymienione zwigzki chemiczne beda
obecne w ciele larw owadow innych niz te, ktore analizo-
wano do tej pory. W wielu krajach badania przeprowadza
si¢ na zréznicowanych stadiach rozwojowych i na r6znych
gatunkach owadow, wykorzystujac rézne sposoby analizy.
Nalezatoby ujednolici¢ metody badan, aby ich wyniki
mogly by¢ wykorzystane jako dowod kryminalistyczny.

Niektore substancje toksyczne wpltywaja na tempo
rozwoju stawonogow bytujacych na zwtokach, hamuja
kolonizacje owadow o kilka dni lub wplywajg na ich
liczbe (11). Oddziatywanie takich zwigzkdéw chemicznych
jest widoczne bez wzgledu na mozliwos¢ ich wykrycia
w organizmie owada. Dodatkowo rézne zwigzki moga
dziata¢ jako atraktanty lub repelenty i tym samym wpty-
waja na szybkos¢ pojawiania si¢ owadow na zwlokach
— moze to wydtuzy¢ lub skroci¢ okres PAI. Zaburzenia
rozwoju owadow oraz wplyw na ich pojawianie si¢ na
zwlokach maja istotne znaczenie w ustalaniu czasu zgonu.
Rozw¢j gatunkow stawonogdéw o znaczeniu sagdowym
jest przyspieszany przez takie substancje, jak np.: koka-
ina, amitryptylina, metylenodioksymetamfetamina (w
skrocie MDMA — $rodek halucynogenny), paracetamol.
Przyktadem ksenobiotykoéw dziatajacych jak repelenty —
opozniajacych i zaburzajacych kolonizacje zwlok — sa:
malation, arsen, tlenek wegla, butylobromek hioscyny
(lek zmniejszajacy napiecie migs$ni gtadkich), hydro-
kortyzon (,,hormon stresowy”) czy zwykla benzyna.
Niektore substancje wywotujg efekt mieszany na rozwoj
kolejnych stadiow owadow, np.: relanium, fencyklidyna
(substancja psychoaktywna), metamfetamina, heroina,
diazepam (zwigzek przeciwdrgawkowy, uspokajajacy).
W poczatkowym stadium rozwojowym owada dzialaja
jako atraktanty, a w kolejnych stadiach spowalniaja jego
rozw0j lub dziatajg odstraszajaco (12, 19).

W rezultacie licznych doswiadczen stwierdzono, ze
wykorzystanie stawonogéw do badan ilosciowych jest
trudniejsze niz entomotoksykologiczne analizy jako$cio-
we. Stezenie zwiazkow chemicznych skumulowanych
w ciatach larw jest inne niz w tkankach ludzkich (11).
Wyniki doswiadczen wykazaty, ze rozne ilosci zwigzkow
chemicznych wykrywano w zachowanych narzadach
wewnetrznych zwlok i w organizmie Zerujgcych na nich
owadow nekrofagicznych. Zdarza sie, ze owady sg lepszy-
mi wskaznikami wystgpowania zwigzkéw chemicznych
niz material pobrany z narzadéw wewnetrznych zwtok.
Przyktadem moze by¢ wykrycie triazolamu u larw mucho-
wek (Diptera), aniestwierdzenie go w nerkach i §ledzionie
pobranych z martwego ciata (10). Ponadto, istnieje roznica
pomigdzy ilo$ciami toksyn wykrywanymi w réznych sta-
diach rozwojowych stawonogéw. Koncentracja zwigzkow
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chemicznych w poczwarkach jest nizsza niz w larwach,
jednakze poczwarki sg lepszym materiatem badawczym ze
wzgledu na powtarzalno$¢ wynikow uzyskiwanych z ich
wykorzystaniem. Poczwarki pierwszego pokolenia pobra-
ne z silnie roztozonych zwlok sg lepszym wskaznikiem
niz poczwarki z kolejnych pokolen. Nadal nie wiadomo,
w ktorej czesci ciata owady magazynuja zwigzki chemicz-
ne bedace w kregu zainteresowan kryminologéw (8). Nie
wszystkie tez zwigzki, nawet te Smiertelne dla cztowieka,
sa kumulowane w organizmach larw muchowek nekrofa-
gicznych (10). Kwestia ilosciowych i jakosciowych analiz
entomotoksykologicznych jest wigc otwarta i stanowi
obiecujace pole do badan.

Obecnie, w zaleznosci od potrzeb, analizie toksykolo-
gicznej mozna podda¢ kazdy materiat entomologiczny,
zarowno doroste owady (imagines), larwy, poczwarki,
kokony (puparia), wylinki (exuviae), fragmenty owa-
doéw (np. odnodza) czy nawet ich odchody (19). Nalezy
jednak pamigtaé, ze ksenobiotyk jest wykrywalny tylko
wtedy, gdy stopien jego absorpcji przewyzsza stopien
przemian metabolicznych. W zaleznos$ci od substancji,
jakiej poszukujemy, stosuje si¢ r6zne metody ekstrakcji
(ciecz—ciecz, do fazy statej, precypitacj¢) oraz odmienne
procedury analityczne (najczesciej chromatografie gazowa
lub cieczowa sprzgzong ze spektrometrig mas). Aktualnie
jednak w badaniach toksykologicznych zaleca si¢ pobie-
ranie owadow tylko w przypadku, kiedy zwloki ulegty
zaawansowanemu procesowi gnilnemu i niemozliwe jest
uzyskanie materiatu do badan z narzadéw wewnetrznych
(4). Analiza pobranego materialu musi zosta¢ przepro-
wadzona jak najszybciej, gdyz zwiazki chemiczne moga
by¢ wydalane lub ulegajg biotransformacji, a to moze
doprowadzi¢ do inaktywacji lub aktywacji metabolicznej
zwigzkow. Ponadto, stezenie ksenobiotyku w organizmie
owada zalezy od jego rodzaju oraz stadium rozwojowego
owada i miejsca zerowania na zwlokach, z ktorego zostat
zebrany. Utrudnieniem w badaniach entomotoksykologii
jest takze staby stopien poznania podstawowych procesow
fizjologicznych nekrofagdw, jak: metabolizm, bioakumu-
lacja 1 wydalanie ksenobiotykow (8).

Najczgsciej stosowanymi metodami badan w entomo-
toksykologii sg: analizy radioimmunologiczne (RIA),
chromatografia gazowa (GC), chromatografia cienkowar-
stwowa (TLC), wysokosprawna chromatografia cieczowa,
spektrometria mas (MS) oraz polaczenie chromatografii
cieczowej (HPLC-MS). Jakosciowym badaniom toksy-
kologicznym poddawane sa zwykle homogenizowane
larwy. Najczesciej sg to larwy muchowek (Diptera), gdyz
sa najliczniejsze na rozktadajacych si¢ ciatach (11).

Metoda radioimmunologiczna (RIA — Radio Immuno
Assay) polega na wykrywaniu reakcji antygenu ze swo-
istym dla niego przeciwcialem w oparciu o pomiar radio-
aktywnosci izotopu promieniotworczego, ktorym wyzna-
kowany jest jeden ze sktadnikow reakcji (przeciwciato
badz antygen). RIA stuzy do oznaczen ilo§ciowych, jest
metoda o wysokiej czutosci i specyficznosci, stosowang
czesto do oznaczania stezen hormondw, autoprzeciwcial,
lekoéw czy witamin. Najcze$ciej stosowanymi izotopami
do znakowania sg: '*°I (promieniowanie gamma), "*'I, “C,
’H (promieniowanie beta). Znakowanie trytem stosuje
si¢ przy zwiagzkach drobnoczasteczkowych, a jod wyko-
rzystuje si¢ do znakowania antygendéw biatkowych. Do
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przeprowadzenia testu stosuje si¢ wyznakowane i nie-
wyznakowane antygeny, ktore konkuruja o wigzanie si¢
z przeciwciatami. Nastepnie niezwigzany antygen jest roz-
dzielany i poddawany pomiarowi radioaktywnosci (24).

Chromatografia nalezy do technik analitycznych umoz-
liwiajacych identyfikacje, rozdzielenie oraz oczyszczanie
mieszanin zwigzkéw chemicznych. W zaleznosci od ro-
dzaju no$nika wyrozniamy kilka rodzajow chromatografii.
W chromatografii gazowej (GC) faza ruchoma jest gaz
(najczesciej hel, argon, azot wysokiej czystosci, rzadziej
wodor), a faza stacjonarng adsorbent lub absorbent, po-
krywajacy no$nik i wypetniajacy kolumny lub jej Scianki.
Technika GC umozliwia ustalenie procentowego sktadu
mieszanin zwiazkow chemicznych, w ktorych wystepu-
je ich nawet kilkaset. Stosujac klasyczna detekcje (np.
z uzyciem katarometrow), mozna dokonaé orientacyjnej
identyfikacji sktadnikdw mieszaniny na podstawie ich cza-
sow retencji. Przyktadem wykorzystania tej metody byto
uzycie probek krwi, watroby, serca, nerek i mozgu ofiary
naduzywajacej narkotykow oraz larwy plujek, w ktorych
znaleziono morfing i fenobarbiturany (10).

W przypadku chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
fazg rozdzielczg jest ztoze, jest to faza stacjonarna o wia-
sciwosciach sorpcyjnych, np. zel krzemionkowy, tlenek
glinu, rzadziej celuloza lub ziemia okrzemkowa. Ztoze
jest umieszczone jako cienka (0,01-2 mm) warstwa na
ptytce szklanej, aluminiowej lub wykonanej z tworzywa
sztucznego. Substancje rozdzielane nanosi si¢ punktowo
w pewnej odlegtosci od dolnej krawedzi ptytki, po czym
ptytke umieszcza si¢ w komorze chromatograficznej zanu-
rzonej na kilka milimetrow w eluencie (fazie ruchome;j),
tak by naniesione substancje nie zostaty zanurzone. Eluent
stopniowo wznosi si¢ po ptytce d21e;k1 zjawisku kapilarne-
mu. Powodu]e to przemieszczanie si¢ rozdzielanych sub-
stancji ku gorze (17). Podobnie przeprowadza si¢ rozdziat
w komorach poziomych, w ktorych faza ruchoma dostaje
si¢ ze zbiorniczka umiejscowionego na jednym z bokow
do ptytki utoZzonej poziomo (6). Identyfikacja substancji
odbywa si¢ przez wykorzystanie charakterystycznej dla
nich barwy. Jesli sktadniki analizowanej mieszaniny po
naniesieniu na warstwe chromatograficzng sa barwne,
otrzymujemy chromatogram w postaci barwnych plamek.
W przypadku, gdy wszystkie sktadniki mieszaniny nie dajg
na ptytce widocznych plamek, przeprowadza si¢ wizuali-
zacje nazywang takze wywotywaniem chromatogramow.
Chromatogramy spryskuje si¢ chemicznymi odczynni-
kami wywotujacymi, ktére w reakcji z poszczegdlnymi
substancjami dajg barwne plamki. Mozna je tez zanurzy¢
na okreslony czas w roztworach odczynnikoéw chemicz-
nych lub naczyniu wypetionym odczynnikiem w postaci
gazowej (np. amoniak, pary jodu lub bromu). Wybierajac
odczynnik do wizualizacji chromatogramow nie nalezy
zapomina¢ o tym, ze moze on reagowac z chromatografo-
wanymi substancjami. Dobrg metoda wizualizacji chroma-
togramow jest zastosowanie promieni UV. Jezeli adsorbent
na plytce pokryty jest czynnikiem fluoryzujacym, to cata
ptytka fluoryzuje pod wplywem promieniowania o okre-
slonej dhugosci fali. Przy rozdzielaniu substancji znako-
wanych izotopami promieniotworczymi chromatogram
mozna wizualizowaé przy pomocy kliszy §wiattoczute;j.
Przyktada si¢ ja do ptytki chromatograficznej, a nastgpnie
wywotuje, uzyskujac odbicie chromatogramu. Istnieje
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takze cieklokrystaliczna metoda wizualizacji substan-
cji chromatografowanych, ktéra mozna zastosowac¢ do
wszystkich rodzajéw adsorbentow. Polega ona na nasy-
ceniu ciektym krysztalem porowatej, przezroczystej folii.
Po umieszczeniu jej w §wietle spolaryzowanym przyjmuje
ona jednakowg barwe na calej powierzchni. Folie dociska
si¢ do ptytki chromatograficznej, a wowczas substancje
znajdujace si¢ na ptytce w postaci plamek przechodza
do ciektego krysztatu, ktorego struktura przeksztatca sie
w ciecz izotropowa. Na folii pojawiajg si¢ plamki iden-
tyfikowanych substancji o barwie réznigcej si¢ w Swietle
spolaryzowanym od tla, sg one jednoczesnie odbiciem
chromatogramu znajdujacego si¢ na ptytce (23). Dzigki
chromatografii cienkowarstwowej wykryto fenobarbital
w larwach Cochliomyia macellaria (Calliphoridae) zna-
lezionych na zwlokach kobiety, ktérej ciato znajdowato
si¢ w stadium wczesnej szkieletyzacji i nie mozna juz
bylto pobra¢ do badan typowych ptyndéw i narzagdow (10).
Wysokosprawna chromatografia cieczcowa — HPLC
(high-performance liquid chromatography) to odmiana
chromatografii cieczowej, zaliczajaca si¢ do rodzaju
chromatografii kolumnowej, gdzie analizowana probka
rozpuszczana jest w odpowiednio dobranym rozpuszczal-
niku, zaleznym od wtasciwos$ci substancji i zastosowane-
go uktadu (czasem stosuje si¢ fazg ruchoma) i w formie
roztworu o znanym stezeniu i objgtosci jest kierowana
na kolumng, ktéra wypetniona jest specjalnym ztozem
porowatym lub zelowym. Role cieczy nosnej (fazy ru-
chomej) pelni odpowiednio dobrana mieszanina (tzw.
eluent). Na skutek oddzialywan miedzyczasteczkowych
miedzy zwigzkami chemicznymi bedacymi sktadnikami
analizowanej probki a wypelieniem kolumny nastepuje
ich rozdzial. HPLC ro6zni si¢ od zwyktej chromatografii
cieczowej cisnieniem, pod jakim podawany jest eluent na
kolumny. Sa to do$¢ znaczne cisnienia, przekraczajace 100
atm. Wysokie ci$nienie w uktadzie HPLC wynika z budo-
wy pomp HPLC (waskie przekroje kapilar), uziarnienia
wypehienia kolumn (kilka mikrometrow) i przeptywu
fazy ruchomej (16). Przyktadowo, ta metodg w zwtokach
znalezionych dwa miesigce po $mierci wykryto w narza-
dach wewngetrznych, jak serce, pluca, watroba, §ledziona
i nerki, oraz w larwach plujek zwiazki, tj.: triazolam
1 oxazepam, fenobarbital, alimemazyne i1 klomipraming.
W innym przypadku w obojczyku i tkance mozgowe;j
ofiary stwierdzono obecnos¢ bromazepamu i lewomepro-
mazyny w larwach sernicy pospolitej (Piophila casei) (10).
Spektrometria mas (MS, MassSpectrometry) jest meto-
da spektroskopowa, szeroko rozpowszechniong i uniwer-
salng technika analityczng. Polega na pomiarze stosunku
masy do tadunku elektrycznego danego jonu. Warunkiem
koniecznym jest, aby wszystkie analizowane czasteczki
posiadaty tadunek elektryczny. Spektrometr mas dziata
poprzez odchylanie strumienia jonéw badanej substancji
w polu elektrycznym. Wewnatrz spektrometru mas panuje
proznia, dzieki czemu ruch jondw nie jest zaktocany przez
zderzenia z czasteczkami gazow (9). Metoda spektrome-
trii masowej wykryto np. nortryptyling we fragmentach
migsni, kosciach, skorze 1 wtosach ofiary oraz w larwach
muchowek zebranych z niej. Innym przyktadowym zwiaz-
kiem znalezionym m.in. t3 metoda jest kokaina. Obecnos¢
jej wykryto w rozktadajacych si¢ migsniach szkieletowych
narkomana i larwach na nich zerujgcych (10).
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W przypadku analiz majacych na celu identyfikacje
substancji zwykle ma si¢ do czynienia z mieszaninami
zwigzkow chemicznych. Identyfikacja wielu zwigzkoéw
chemicznych znajdujacych si¢ w jednej probee jest zwy-
kle niemozliwa, Jesh stosu]e s1q tylko spektrometr mas.
Problem ten mozna rozwiaza¢, tgczac spektrometrie
mas z réznymi technikami rozdziatu substancji, zwykle
z chromatografig gazowg GC badz wysokosprawng chro-
matografia cieczowg (HPLC). W uktadzie takim wszystkie
substancje wychodzace z chromatografu kierowane sg do
zrodta jonow w spektrometrze mas. Podczas analizy mie-
szanin z chromatografu wydostajg si¢ kolejne, rozdzielone
substancje. Spektrometr nie analizuje calej mieszaniny
w jednym momencie, tylko kolejno poszczegdlne zwigzki
chemiczne (9).

Zroznicowana ilo$¢ substancji toksycznych w ciele
owadow zalezy od miejsca, z ktorego te owady zostaty
zebrane. Owady do badan mogg by¢ pobrane z wnetrza
ciala, a takze w przypadku silnie roztozonych zwlok ze
srodowiska je otaczajacego oraz bezposrednio spod zwtok
lub padliny. Owady zebrane z r6znych czgsci ciata zwlok
zawierajg w swoim ciele zréznicowang ilo$¢ substancji
toksycznych. W zywym organizmie cztowieka lub zwie-
rzecia zwigzki chemiczne sg rozprowadzane i odktadane
w réznych cze$ciach ciala w rdznych ilosciach. W wyniku
badan ustalono, ze najlepszym miejscem do pobrania
probek entomotoksykologicznych sg narzady wewnetrz-
ne (np. watroba), a w przypadku, gdy pobranie takiego
materiatu Jest niemozliwe, owady zbieramy z okolic
glowy oraz migs$ni. Wcigz nieustalona jest minimalna li-
czebno$¢ pobranej probki oraz optymalny wiek (stadium)
pobieranych stawonogoéw (8). Bledem kryminologdéw
jest zbieranie owadow tylko z powierzchni ciata — skory
lub siersci. Tak zebrane stawonogi nie sg warto§ciowym
materialem badawczym, otrzymane wyniki analiz sa
negatywne, a okreslenie PMI na ich podstawie niemozli-
we. Waznym elementem, o ktorym nalezy pamigtac przy
zbieraniu kazdego rodzaju materiatu dowodowego, ]est
sposob jego zabezpieczenia. Nalezy doktadnie opisac
miejsce ciala, z ktorego zostal pobrany materiat, jak
réwniez geograficzng i siedliskowa lokalizacje samych
zwlok oraz stopien ich zacienienia lub nastonecznienia.
Do chwili, w ktorej przeprowadzane sa badania, owady
pobieramy zywe i w roznych stadiach rozwoju. Testy
z zakresu toksykologii entomologicznej powinny zostaé
przeprowadzone jak najszybciej po zabezpieczeniu ma-
terialu, aby skumulowana w ciele owada substancja nie
ulegta rozktadowi. Ze wzgledu na matg popularno$¢ badan
entomotoksykologicznych, materiat dowodowy nie jest
pobierany w ogole, albo jest pobierany w sposob niewta-
$ciwy, co nie pozwala na uzyskanie cennych informacji.
Konieczna jest wigc weryfikacja metod zabezpieczenia
stawonogow do celow toksykologii entomologicznej oraz
ich uyjednolicenie.

Entomotoksykologia jest dziedzing nauki wymagajacg
wspotpracy entomologdéw z toksykologami. Przybywa-
jac na miejsce zdarzenia entomolog udziela informacji
odno$nie do znalezionych gatunkéw owadow oraz ich
stadium rozwojowego, toksykolog za$ po wykonaniu
odpowiednich analiz informuje, czy stwierdzono obecno$¢
ksenobiotykow, a jesli tak, to jakiego rodzaju, w jakim
stezeniu oraz z jakiej tkanki materiat zostat pobrany.
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Obecnie obserwuje si¢ bardzo dynamiczny rozwdj ento-
mologii medyczno-sagdowej na §wiecie. Pocigga to za sobg
coraz doktadniejsze badania ulatwiajace dochodzenie.
Nowe technologie, projekty badawcze wzbogacajg wie-
dze na temat biologii i ekologii stawonogow, ktore maja
znaczenie dla prawa. W Polsce, wspotpraca naukowcow
zr6znych dziedzin oraz cz¢stsze wykorzystywanie metod
entomologicznych do zabezpieczania sladéow podczas
rozwigzywania spraw kryminalnych moze przyczynic si¢
do preznego rozwoju entomotoksykologii.
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