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PAToLoGlA l TERAPlA
BARBARA STEFANIAK

Metody oznaczdnia dawek lekow iirucizn (EDuo iLDuo)
z zakład§ Farmako,logii Doświadczalnej i L€currictwa Instytutu weterynarii \v pułau,ach

Kierownik: a!oc. dr TEoDoR JvszKIEwIcz

W początkowych próbach określania aktyw-
ności biologicznie czynnych substancji ozr|a-
czano zwykle dawką minimalną, ktora powo-
dowała reakcję jednego osobnika w grupie,
lub dawkę maksymalną, która wywoływała
oczekiwaną reakcję w całej grupie zwietząt
doświadczalnych. Dawka minimalna powodo-
wała reakcję tylko najsłabszego osobnika w
grupie i nie mogła ślviadcz;rć o odporności
populacji. Podobnie wielkość daw-ki maksy-
nralnej zależała od tolerancji osobnika naj-
odporniejszego. Aby zmniejszyć rozpiętość
między dlwką mininralną a maksymalną, sta-
rano się wykluczyc obiektywne przyczyny,
dla których jedne osobniki reagolvały przy
dawkach bardzo niskich, a inne dopiero przv
r,vysokich. Dobierano więc grupv zwierząt eli-
minując różnicę płci, wieku, ras i przeIicza-
no dawki leku lub trucizny na jednostkę cię-
żaru ciała zwierzęcia. Jednak rrawet bardzo
staranny dobór materiału dośr,viadczalnego nie
wtoże zagwarantować jednolitej reakcji u
wszystkich zwierząt w grupie. Przyczyną te-
go jest róznorodność cech inCy.ir|durlnych po-
szczegóInych osobników. W wielu i,vypadkach
nie można uchwycić czynników wpływają-
cych na tę róznorodność osobniczą. Ulriemozli-
,ł,ia to przewidywanie reakcji jednej jednost-
ki na podstawie wyniku uzyskanego dla in-
nej.

Ogólnie wiadomo, że wielkość dawki po-
dawanego zwierzęciu leku lub trucizny zależy
od szeregu czynników. Reakcja grupy zwie-
rząt na tę samą dawkę będzie się rożnić w
zależności od właściwości indywidualnych po-
szczególnych osobników. Uwzględniając roz-
piętość reakcji indywidualnych pewnej popu-
Iacji, można przy użyciu odpowiedniego za-
kresu dawek ustalić zależność pomiędzy wiel-
kością dawki, a ilością zwierząt na nią reagu-
jących. Istnieje rnozliu,ość przedstawienia tej
zależności przy pomocy równania matema-
t:rcznego lub na wykresie.

Od dawna obserwowano, że jeżeli w gru-
pie zwierząt podawać różne dawki, to
największa ilość osobników reaguje na daw-
ki bliskie średniej, a im dawka bardziej od-
biega od średniej, tym mniej zwierząt na
nią reaguje. Graficzną ilustrację tej ob-
serwacji przedstawił już w 1926 r. de Lind
uun Wżjngaarden (cyt. 4) na pocistawie do-
świadczenia, w którym badał śrniertelnośt
kotów po podaniu nalewki z nanarstnicy (wy-
kres 1).
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Doświadczenie było przeprowadzone bardzo
siarannie i na dużym materiale biologicznym
(573 koty). Z wykresu widać, że przy daw-
L<ach znacznie odchylających się od średniej
(np. o 40o/o in plus czy in minus) ilość reagu-
jących zwierząt jest znikoma. Zatern dawki
odległe od średniej nie są zupełnie charakte-
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'Wykres 1. Erstogram częStotliwości padania kotów po róż-
nych dawlrach nalewlri z naptrStnlcy ukladający się w clna-

rakterystyczrrą krzywą rozkładu normalnego.
(c, de Lind van 'Wijngaarden, cyt. wg J. II. Bum, D. J.
Finney, L. G. Good,\i/,in: Biołogical stand"ardization, 1952).

lystyczne dla tej glupy zwierząt. Jako śred-
nią ciawkę, obarczoną najmniejszym błędem,
wybrano więc taką, która wywołuje reakcję
dodatnią u 50'0/o testowanych osobników, Przy
tego rodzaju wyborze unika się błędów wv-
wołanych nieprzeciętnymi cechami indywi-
ciualnymi. Dawkę leku wywołującą dodatnią
reakcję u 500/o zwierząt doświadczalnvch w
grupie nazwano dosżs efJectżua 500lo (EDao).

W przypadku testowania trucizny - efek-
tem dociatnim jest śmierć zwterząt użytych
w- doświadczeniu. Przy okreśIaniu aktywnoś-
ci czynnika śmiertelnego, jako zasadniczą
dawkę przyjęto więc taką, po podaniu której,
pada 500/o osobnikow w grupie i nazwano ją
dosżs Letqlżs 500/o (LDso).

Aby określić EDso lub LDso trzeba przeba-
ciać reakcję zwierząt na pewien określony za-
kres dawek w szeregu grup. Jezeli do szaco-
wania wielkości średnich posługiwać się ob-
Iiczeniami matematycznymi, trzeba wyzna-
czyć doświadczalnie największą dawkę, przy
której nie reaguje żaden osobnik w grupie,
oraz najmniejszą dawkę, przy której reagują
wszystkie. Przy stosowaniu metod wykreśI-
h]"h zakres dawe\: powinien być tak szeroki,
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by wywołał reakcję dodatnią przynaimniej
w, granicach od 15-B00/o.

Wartości EDeo, LDso i DCso (dosżs curatżua
500/o - dawka lecznicza wywołująca reakcję
dodatnią u 50'0/o leczonych osobników) nale-
żą do podstawowych określeń w farmakolo-
gii i toksykologii. Zajomość LDso i DCso umoz-
liwia obliczenie współczynnika, ),eczniczego
(źnder therapeutl,cus), który jest miarą bez-
pieczeństwa stosowania leku. Współczynnik
ten oznaczony symbolem I. Th. jest stosun-
kiem LDso do DCso (I. Th.: o*&). Przyj-
rruje się, że środki o I. Th. niższym niż 7,B
nie nadają się do lecznictwa, gdvż przy nie-
wielkim przedawkowaniu powodować mogą
zatrucia i zejścia śmierteine (10).

znaiąc EDso pewnych preparatów standar-
dowych lrlrożna wyznaczyć aktywność bioio-
g_,iczną nowych leków czy trucizn, przez po-
równanie ilościowei reakcji zwierząt. Posłu-
guiąc się znajomością dawek średnich (LDro
i EDso) rnożr'a też porównywać wrazliwośó
ras czy płci w obrębie gatqnku na różne
szczepy baktervine, lub określone rozcieńcze-
nia wirusó,łz, jak równiez poprawę przeży-
walności zakażonych zv,ierząt po podaniu le-
ku.

Jeżeli przedstawió graficznie za7eżność ilości rea-
gujących zwietząt od wzrastających dawek leku czy
truc'izny, okaże się, że punkty nie układają się w li-
nie prostą, czyli procentowa ilość zwierz,at reaqują-
cych w grupie nie jest prooorcjonalna do wielkości
stosowanych dawek. Dla praktycznego określent3 z,a-
leżności międzv wielkością dawek a ilością osobni-
ków na nie rea§ujących, podaje s'ię dawki uszere-
gowane w postępie geometrycznym lub arytmetycz-
nym. Każda dawke podaje się odpowiednio drrż^i
grupie zwlerzaL. Charakter krzywych ilustrującvch
reakcję, jako funkcję wzrastaiącvch dawek (w zależ-
ności od zastosowanego układu wykreślnego) ujmuje
w5,kres 2 (we 2).

'Wykres 2. Ws.półzależn,ość w układzie d.awka-reakcja.
(I{, c. Batson: An Introduc ion to statistics in Med,ical

Sciences, 1958).

Krzywa A wykreślona jest w takim układzie, gdzie
reakc;ę przedstawiono jako procentową śmiertelność
zwierząt w zależności od wielkości dawek uszerego-
wanych w postępie arytmetycznym. Krzywa B jest
sigmoidą i przedstawia wynikl tego samego dośgiad-
czenia co krzywa A, tvlko dawki przedstawionc na
osi odciętych jakl wartości ich logarvtmów, a reak-
cję jak poprzednio w prc.centach. Przy nieuniknio-

nym rozrzucie punktów łatwiej jest wykreśIić krzy-
wą B niŻ krz,5,wą A. Najłatwiej jednak byłoby pra_
ccwać w takim układzie, gdzie zależnaść reakc;i od
dawki byłaby linią prcstą. Okazuje się, że krzywą
B można przeksztalcić w prostą C, jeśli dawki przed-
stawić w skali logarytmicznej a reakcję zwierząt
ująć nie w procentach ale rv icdnostkach zwanych
probitami (zagadnienie probitów będzie omówione
szerzei w dalszej części).

T{rzywe przedstawione na wykresie 2 okazały się
charaktery.styczne dla tego typu doświadczeń, nie-
zd,eżnie od stosowanych preparatów i materiału
biologicznego. Potwierdzeniem tego niech będzie cie-
kawe porównanie, które przeprowadzlł Behrens
w 1929 r. (wg Burna - 4). Otóż przebadał o,n obraz
śmiertelno,ść żab Rana temporarża v, zależno,ści o,d
wzrastających, dożylnych dawek strofantyny. Rezul-
taty tego doświadczenia pcrównał z wynikami uzy-
skanymi przez Treuana, który badał śmiertelność
tegc samego gatunku żab, po podaniu różnych dawek
digitoksyny do worka limf atycznego. Behrens ujął
wyniki obu doświadczeń we wspólnym układzie wy-
kreślonym (wykres 3) - na osi rzędnych zaznaczając
śmiertelność żab w procentach, zaś na osi odciętych
dawki w_vrażone jako procent odchylenia od LDso.

-% ł f
odśhll"Dia P.o6.Ęlo,? ód Jd!*l t ldd łyulo1ęeJ
łmiclc polou, złerz4! uźytgch do ćoslidcteł

wykres 3. Krzy,Wa zależności między pro,centami śmieltel-
ności żab po podaniu (o) digitoksyny i (e) stlofantyny.

(J. H. Burn, D. J. Finney, L. G. Go,odwin: Bio1o8ica] stran-
dard,izatri,on, 1952).

Położenie punktów z obu doświadczeń przepr,owa-
dzonyclr zupełnie niez,ależnie jedno od drugiego jest
takie, że wyznaczają one wspólną krzywą. Świad-
czy to o określonej prawidłowości dla zależności
reakcji od dawki po,danego preparatu.

Wspomiana tu prawidłowość zostaje jednak tylko
wtedy zachowana, jeśli materiał użyty w doświad-
czeniu jest jednolicie dobrany. Jeżeli warunek ten
nie jest z,achowany, zdatza się, że punkty uzyskane
w doświadczeniu wyznaczają krzywą o zgoła zaska-
kujących kształtach jak np. na wykresie 4 (12).

D.uki +
wykres 4, Ktzywa dz[ałan: a d,au,ek dla de.ócb niewła-

ści§,ie dolbla,nych gru,p z.u,ielząt.
(v/ Bi€hlel i H. Wollschitt, cyŁ. wg L. Ther: Pharmako-

Iogirche Methoderr, 1949),
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Być może źIe dobrano tu materiał doświadczalny
pod względem wieku, lub część zwierząt, była chora,
albo nie bacząc na dużą tóżnicę wrażliwości na dany
preparat - użyto zwierząt obu płci.

Wstępną fazą każdego doświadczenia musi być
orlentacyjne określenie rzędu wielkości dawek. Pew-
ne dane na ten temat można wyszukać w literatu-
rze. Jeśli nie dysponuje się żadnymi wskaz,ówkami,
trzeba zrobić kilka prób na niewielkie j liczbie
zwierząt, aby ustalió zakres stosowanych dawek, Na-
stępnie ustala się dawki w szelegu arytmetycznym
lub geometrycznym i każdą dawkę pcdaje grup'ie
składającej się z kilku osobników - przeważnie
4-7 (6).

Metoda Trevana
Jedną z pierwszych metod określania LD;o była

graficzna metoda Trevana opracowana w 7927 r. Tok
po,stępowania ilustruje poniższy przykład, cytowany
przez Burna (4).

Dauka
r.,,]/c )
oo15 20 o o

l6
o,o25 50 53
o.o30 7E 6l 78

4ł J7 8,
o.01o 20 20 10o

Wykres 5.

(J. Ir,

o,1 02 ąJ o,1 o.' ą6 a7
1og dauek.l0' /-9/g)
§0% -0.39r.10,,
lDso = o,g245 _, ,,

Metoda Trevana - wymaczaniie LD;o ctr],oro-
wordolku kokainy u mysz€k.

Burn, D. J. Finney, L. G. Goodv/in, 1952),

W cytowanym doświadczeniu określano toksycz-
ncść 0,1,7a roztworu chlorowodorku kokainy dla my-
szek. Z tabeli widać, że dawki ułożono w postępie
arytmetycznym a różnica postępu wynosiła 0,005
mslE. Przy dawoe 0,015 me/g str,ł,ierdzono 00/o

śmiertelności, Przy wzrastających dawkach śmiertel-
ność rosła osiągając przy 0,040 młlg 1007a. Punkty
przeniesione z tabelki na wykres układają się
w krzywą, z której łatwo określić LDso (na osi od-
ciętych zazneczor\o rł,artości 1ogarytmów dar;.-ek),
50% śmiertelność uzyskuje się przy dawce, której
Iogarytm wynosi 0,395 X 10-2 - 0,0248 mglg.

Metoda KArbera
Często stosowaną dll oznaczenia EDro jest rachun-

kowa metoda K5rbera opraccwana zar5rł,nc dla aryt-
met1l67,nęgo jak i gelmetrycznego szeregu dawek.
W tabeli 1. ujęto wyniki drświadczenia w arytme-
tyczn"u*m układzie dawek, o różnicy postępu r : 0,1
(12).

Na dawkę maksymalną wszystkie osobnikj reago-
wały dodatnio, na darłzę najmniejszą żadcn. W me-
tod,:ie tej EDso oblicza się w3 wzoru przytoczonego
pod tablicą, przy czymi
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Tab, 1, oznaczanie ED50 metrodą Kerbera. Dawki w postę-
pie arytrnotycznym.

(L. Ther: Pharmakoł,ogische Methoden, 1949).

D-u* (w tym przynarlku, 0,9) jest dawką, na którą
reagują wszystkie zwierzęta,

z - jest średnią arytmetvczną ilości zwierząt rea-
gujących przy dwu sąsiedn'ich dawkach,

n - ilością zwierząt lv poszczególnych grupach.
Oczywiście, wynik bedzie tym dokładniejszy, im wię-
cej zwierząt użyje się do eksperymentu.

Doświadczenie dru$ie (tabela 2) dotvczy badania
ilościowe j reakcji samca rcpuchy, Buf c viridis, na
gonadotropine suroWicv klaczy (13). Stosując metodę
Kórbera określono jaka iIość jednostek gonadotro-
piny jest niezbędna, abv wywołać reakcję plemni-
kową u połowy osobników.
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Tab. 2. oznaczanie ED50 metodą t<erbera. Dawld w po-
Stępie geometlycznym.

(F. x. 'Wohlzogen: 'Wien. 
ffirr"rr. 

Mschr. 37, 6:394-398,

Dawki uszeregowane są w postępie geometrycz-
nym (Iogarytmy tworzą postęp arytmetyczny). Z ta-
beli 2 wyn'ika, że przy dawce 20 I.E. reagowały
wszystkie żaby w grupie, zaś przy dawce 10 I.E. ani
jedna. Wartość EDro okreśIa się ze wzoru pod tabelą
ż, gdzie:

p - okreśIa ilość żab reagujących na ogólną licz-
bę osobników w grup'ie,
P^-, --]_ n- " '-' -' 

- jest średnią arytmetyczną ilości rea-2"
gujących żab w dwu sąsiadujących ze sobą grupach,

d - jest rożnicą logarytrnów poszczególnych dawek.

Metoda Reeda i Muencha
Spośród metod racllunkowych najbardzie j może

znana jest metoda Reeda i Muencha, często stosowa-
na dla obu tlkładów dawek. Pierwszym przykładem
będzie oznaczanie ED;o 1eku obniżającego poziom
cukru we krwi (14). Za reakcię dodatnią przyjęto
takie działanie leku, które przy danej darvc,e powo-
duje spadek poziomu cukru co najmniei o 30/a w
stosunku do wartości wyjściowej. Spadki poziomu
cukru nie sięgające 30'ń uznane zcstały w doświad-
czenilJ za reakcję ujemną. KaŻdą z Wymienion],ch
davzek podawano dziesięciu pac;entom, u których
później oznaczano poziom cukru i porównywano
z poziomami wyjściowymi. Sposób obliczenia w me-
todzie Rceda i Mucnclra opiera się na dwóch nastę-
pujących założeniach.
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1. Oscbniki, któ x zareagowa-
lyby również na od niej.

2, Osobniki, kt dawkę x nie
zareagowałyby również na dawkę mniejszą od x.

Jak widać z tabeli 3, przy wzrastających w postę-pie arytmetycznJzm daw]<ach, rośnie również iIość
pacjentów reagujących większym niż 30/o spadkiem
poziomu cukru.

xo = o.' 0 10 0 25 0

x,=0625 r 6 4 l§ ,00.ł _ Ą,,'łiE , I1.1

l) =0750 3 7 7 o T{,łga
X, =0875 8 ć |5 2 !!.LE - pą ą

Dmot
xł = 10 l0 0 25 0 J!!3! - lnn l

25.o -'"" 
I

'% 'un7qbcYrh' ,cagtybcł,:.'

Tab. 3, obticzenie EDjo metodą Rccd,a i Mu€ncha (J. Ve-nlllet: wspótczesne problelny farmakoterapii, 19i9). 'Iab.

Oprócz wyników z poszczególnych grup zebranc
w tabeli da.ne kumulatl,wne uwzględniające powy-
źej wymienione założenia. I tak np. na dawkę ><,
zareagowało oŚmiu pacjentów, ale na nią zareagowa-
liby również pacjenci, którzy reagcwali przy niż-
szych dawkach. W ten sposób można przyjąĆ, że na
dau,kę x, reagowało l5 pacjentów

Obliczcny na podstawie danych kumulatywnych
procent reagujących pozwala z,orientować się, że w
danym przykładzie EDlo będzie znajdowaó się mię-
dzy darł,lkami x2 a x3.

Średnią dawkę oblicza się ze wzoru:

ED;o: x1 ł I!!-_1t*,)l '1xl1l_xi]
[o (x,i,,) - p (xi 

)]

xi - najwyższa dawka plzy której Teaguje
mniej niż 501ź osobnikórv,

xi*l - najniższa dawka przy której Teaguje wię-
cej niż 50% pacjentów,

p (xi) i p (xi+l) - procenty reagujących
kach x; i >:;ar.'W cmówionym przykładzie xi == x, a

wobec tego:

przy daw-

^l +I - ^3l

ED,o - *, + [u0. |_]Ł:iŁ=L
[n{x;)-n(x.)]

Ilustrac ją geometrycznej wers ji metody Rceda
i Muencha będzie przykład obliczania LD;o wirusa
wiosenno-letniego zapalenia mózgu na myszkach (11).
Każde j grupie składa jącej się z sześciu myszek
wprowadzano Wirus w rozcieticzeniu 10-krotnie wiek-
szym od poprzedniej. Wyniki przedstawia tabela 4.

I1ość padłych i przcżywających myszek w grupach
przeliczona została jak w poprzednim przykładzie na
cjane kumulatywne. 'W ostatniej kolumnie obliczono
procent śmiertelności przy danym rozcieńczeniu. Jak
widać z tabeli, LD;o leży między rozcieńczeniami
10-4 i 10-5. Na podstawie danych z tabeli oblicz,a się
wartość logarytmu LDso, który ró,wna s'ię logarytmo-
wi rozcieńczenia przy którym reaguje więccj niż 50(ń
osobników (1g xi+r) plus wspó}czynnik proporcjonal-
ności (w) pomnożony przez różnicę między logaryt-
mami rozcieńczeń (d).

19 LD;o : lg xi+l i w .d

_ p(X,.; ,)-50
oi.t"*i-p(x,)

Dla olrreślenia dokładności ob]iczcnej I_D;o ;noż .
nil r,vyk6125l5taó w ór Pizzlegc (wg Sclrwerdta 'i ilłcr-
rel - 9).

lo"łą

li?zóa mqslck trlrły *aźdym rotc,L*;

daaa ćezuzgledne done łłaliolypnc

przezl/y 2od/q prrcźyly padlg

1 2 3 q 5 6

/0-1 0 6 0 25 l00

l0,2 1 I lą 0Ę

l0 -J 2 4 ? 1ł 82

l0,ł ć 4 5 l0 66

1n ,5 3 3 o 6 42

/0,6 4 2 1? 3 20

l0-7 6 0 18 1 5

10 -8 J / ,? I ł

4. obliczanie LD5o wilusa wioserrno-ietniego Zapalenj,a
móZgu metodą R,eed,a i Muencha.

K. §zubładze, s. J. Ga.idanowicz: Iśratkij kurs prakti-
czeskoj wirusotogii, 1954).

SELD:o : ąf ll::l,n
łn

d - różnica między logartymami lozcieńczeń,
R - rtiżnica między logarytmami rozcieńczeń dla

punktów kumulatywnej śmiertelności 25%
i 75%,

n - ilcz,ba zwierzilt pTzypadająca na jedno roz-
Clell cZenle.

M e t o d zl Zi e j t l e n o k a

\,V oparciu o metodę Recda i Muencha, Ziejtlenok
przedstawił uprcszczcną tablicę interpolacyjną (11).
W praktyce najczęściej przy miano,waniu wirusa
używa się rozcicnczenia lO-krotne i każdym rozcień-
czeniem zakaża 4 myszki. Po przebadaniu wszystkich
możliwych kon-rbinacji re zultatów padania i prze-
żywania zwierząt, Ziejtleno,k zestawił tablicę inter-
polacji, wg której od razu można 7naleźć mantysę
antylogarytmu LDso. Cechą antylogarytmu jest wy-
kładnik potęgowy najbliższego roz,cieńczenia przy
l<tórym padło więcej niż 50cń zwierząt.

H,o., = ,|, -*; ,, - | - 1l"ln-6- j, -7

Tab, 5. oznaczenie LDto me]rodą ziejtlenoka.
(A. K. Sz] bladze, S. J. GajdamolĄ icz: KTatkij kurs praktl-

cZe.]koj wiIusologii, 1954).

W podanym przykładz'ie mianowania wirusa, z da-
irych kumulatywnych wynika, że LDro znajduje się
między rozcieńczeniami 10-5 i 10-6. Przy rozcieńcze-
n'iu 10-6 padła jedna myszka a liczba wszystkich,
które przeżyły tę dawlrę wirusa wynosi 5. Wskaźnik

IDmn

(A

<Jla roz:cicńczenia 10-C bedzic wicc =Ł :, D-l-r
cieńczenia 10-5 suma15,czna śmiertelność

1

u Dla roz-
wynosi 4,
4+
+4 6.a przcżywaltlość 2, wskaźnik zatcm jest 

2
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3/, L ',/s ł/e ,/ó Ih ,h /3 l/s %
7, 60 80 67 83 l7 72 86 75 55 67 78 99 Ioo

|/ł 25 50 29 5, 40 ,7 22 47 ,9 32 50 60 ,2 ł0 53 6,
t/s 20 4, 25 50 3, 52 ,9 ł3 Jl 29 ł5 s, ,a jś ł8 ,? -62
2/5 40 7, 50 ż5 63 7? 4l ?o 7E ,, 7| ?9 33 63 ?4 c0 8j
1/6 l7 43 23 ł7 3ł ,0 ,, ę0 ,2 4s ,3 |3 l4 46 60
2/6 33 60 37 63 ,0 66 29 5€ 68 ł3 60 69 23 50 62 75
l/? l4 4, 22 ll5 32 ł8 t6 30 50 25 łl 50 12 2 4+ 52 58
2/? 29 ,ł 32 60 ł| 6l ,, ,2 6J ,6 5ł l9 l4 65 70
3/? 43 78 €0 8l ?l e3 50 8ł 6, 78 82 12 7l 80 e5 8E
,/8 2.§ +0 2l +ł 47 l6 j? ł9 21 40 Ą9 ll 42 ,1 52
2/c 25 50 29 40 22 4? 59 32

'0
60 40 53 6l 67

3/e 3?, 66 43 ?l 35 63 75 ł8 66 ,7 ?0 75 80
ł/, ,, 39 ,0 ł3 3o ł5 l5 36 9e 24 39 ł9 11 3o +2 50 ,6
2/a 22 47 2a 52 3e 5ł 20 44 §§ ,0 47 57 1, ,8 50 ,8 6ł
3/9 33 60 37 63 ł0 66 2, ,6 68 ł3 60 69 23 ,0 62 7o 75

Ug 80 63 e3 ?4 ,ł 5ł 79 86 67 80 e6 ł, 7ł a2 e7 89
O/ll o 25 ą0 l2 3D 42 t9 3, 4, 09 25 36 1+ ,o

Tab.6. Tabela intełpolacjl dla wyliczenia LDso wg licz:by
padłych zwierząt (do metody zlejtlenoka).

W tablicy interpolacyjnej od,szukuje się w rubryce
poziomej wskaźnika Wro-u : t1 (dla śmiertelności
> 50(/o), W kolumnie pionowej z-aś wskaźnika

l
Wro-6 : 6 (dla śmiertelności < 50%).

Dla obu tych wskaźników znajduje się mantysę an-
tylogarytmu, która w opisanym przykładzie wynosi
34, a jego cecha -5. Po odczytaniu w tablicy anty-
logarytmów, wartość LDso odpowiada roziieńczeniu
1:218 800. Jest to wartość orientacyjna i w razie po-
trzeby moźna dokładniejsze dane uzyskać inną z po-
danych metod,

Metoda Millera - Taintera
Dla lepszego zrozumienia następnej meto,dy ozna-

czania LDro - graficznej metody Millera-Taintera
konieczne jest wyjaśnienie pochodze nia probitó-w.

Jeźeli oznaczyć w jednakowych warunkach indy-
widualne dawki śmiertelne dla Większej liczby zwie-
rząt, to okaże się, że układają sie one lł, krz:-wą roz-
k]adu normalnego, tzw. krz,ywą błędu Gaussa. Krzy-
wa ogólnie ma kształt dzwonu, który jest różny dla
różnych układów doś,wia,dozalnych. Graficzne przed-
stawienie za]eżności między p - czyli prawdopobleń-
stwem iłości zwi,erząt reagujących, a N - nazwanym
normalnym równoważnym oCchyleniern daje w efek-
cie krzylwą rolzkładu normalnego jak na wykresie 6.

Jeżeli całe pole og,raniczone ktzywą przyjąć za 7007o,
to prawłdcpodobleństwo uzyskania reakcji na war-
tośó dawki x o,Cchylającej się o,d ś,re,dni,ej x nie wię-
cej niż o D w obu kierunkach jest równe o 68,30/o,

dla x w zakr,esie x -2 ó ,do x *2 D wynosi co g5,50/o,

a w granicach x - 3 ó do x f 3 6 oś]9,70/o. Zatem
prawdorpod,obieństwo występorvania reakcji przy,daw-
kach oJchylających srię od środniej o więcej niż 3 6
w dowolną stronę jest o 0,3'lo (B). Jeżeli dawka śred-
nia x powoduje reakcję u określonej liczby p zwi,e-
rząt, np. jest to LDso, to wszystkie ,dawki x, przy
których reagują ,pozostałe o,sobniki danej prlpulacji
można wyrazić przy pomocy d,awki średniej i iJ,oczynrr

odchylenia standardowe* (U : /+ł) o.,",

normalne równoważne odchylenie N.
x:x+N.6(1)

Jest to równanie linii prostej przerJstawionej na
wykre,sie § rpolniżej krzywej rozkła,Cu normalnego,

Gdy na osli o,dciętych N : O, wtedy x - x. Jest
to ,dawka przy które,j reaguje 50% o,sobników. Dla
N : + 1 wartość x --- x + ó; jak widać z krzywej
rozkla,du norrnalnego, prawdopo,dobieństw,o zareago-
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i-zl i-2,, i,t i.tt i.3a

wykres 6. Przeksziałcenie krzywej rozkładu nomalnego
w prostolinijną zależność m,iędzy ala,Wką a nomalnym,

IóWnoważnym odchyle,rriem.

wania na dawkę x dotyczy znaczenie rnniejszej ilości
zwierząl niż dla ,lawki x. Jeszcze mnie,jsze ilośoi
oso,bników reagują na dawki x ł 2 ó i x + 3 ó
(N : t 2, N : -l- 3). Im więc wartość bezwzględna
N je,st większa tym ilość zwi,el:ząt r,eagujących na
darrvkę x jest rnniej,sza, to znaczy, że ,i,m ,dawka _bar-
,dziej odbiega o,d wartości śnedniej, tym mniej,sze jest
prawlotpodobieństwo uzyskania reakeji. Tak więc
uzyskuje się w efokeie linię prostą ilustrującą zaleź-
no,ść reakcji ,do ,dawki x. Tylko reakcja nie jest wy-
ralżona jak poprz,ednio w ,procentac,h, a jako N -n,o,rma]ne równo,ważne o,Cchylenie. W o,parciu o to
Btżss (3) rvprowadził jednostkę prawdopodo,bieństwa
(,prorbabiłilty unit) rónłną N + 5, tak aby jednostki
były doda,tnie. Tę nową jednostkę pra,lvCopo,Cobień-
stwa nazwano pr,obite.m. Bli,ss o,pracował rół,",nież ta-
belę zamiany procentów na pro,bity.

U,możliwia ona wykre,ślanie zależrności ,dawka -reakcja (w probitach) jako linii prostej, Możliwość
tę wykorzysta,ti Miller i Tainter do opracowania pro-
stej i szybkiej metody wykreślnej (7). Metoda ta jest
często stoso,wana ze wzglę,flu na jej Iiczne zalety, Do
slpolrzą,dzenia rł,ykresu można użyć papieru z siatką
półlogarytmiczną - u, tłkładzie zwykłym zaznacza się
pro,bity reakcji, a na skali logarytmicznej darvki. Jeśli
wykres sporządza się na papierze milimetro,wym,
wtedy nanosi się nie wartość dawek, a ich logaryt-
my.

Przeważnie każda seria danych zawiera da,wkę na
którą ni,e reąguje żaden osobnik w grupie (reakcja
0%), jak również dawkę na którą reagują wszystkie
zwierzęla w gruipie (,reakcja l00%). Rezultatom tym
nIle o,dpowia,lają końcowe wartości pro,bitów. Dla-
tego Barlett (wg 10), zaprc,ponował poprawkę pole-
gającą na wp'saniu r7, w miej,sce zerowej ilości rea-

0.25 0
gujących zwierząt, czyli - r, zamiast ,;,, oraz n -
0.25 n
f, zarrniast ; w przypa,dku 700ań reakcji.

Sp,osóh szlrcowania w,artości EDso metodą Mi'Ilera
-Taintera omćr,viony zostanie na przykładzie doświąd-
czenia przepro,rł,a,Czonego przez autorów (7). W do-



Nr5

0 ,| 2 ż
4 6 7 8 9

267 2 9lł 312 321 3.36 352 360 3.(r6

10 372 377 382 387 392 396 ł00 ł01 408 412

20 416 419 422 126 29 436 ł38 t+2 41ł
30 448 450 453 156 ł.58 ł62 4,64 4.66 ł70 ł72
+0 177 !80 ł82 484 ł87 490 192 495 ł99

50 5,00 5.02 5,02 ,.08 5l0 5.12 5.15 5,16 5.20 §22

60 5,2 5 5.28 !30 5,3 j f.36 538 §łl 54ł §46 ,,50

70 ,,52 §55 5.58 §_61 ,64 f.67 5.70 I7ł f.7? ,80
80 58Ą 5,88 5-92 5.95 d93 60ł 6.08 6-12 6.18 6.22

0.0 0l n, 03 04 0.5 0,6 0.7 0,8 0.9

90 6.28 628 €.29 6.29 6.?0 6.3t 6.3l 6.32 6.32 63ł
91 634 63ł 6.35 636 6.36 ó-t/ 638 6.38 6.39 640

92 640 64l 6.+l 642 6.43 bqł §łł 6-q5 6ł6 6.4 6

93 6 ł8 648 649 ,0 55l 652 6,53 6.53 6,54

94 6- 56 656 6.57 658 658 6.60 6.60 6.62 6.62

6,72

66ł
6-7495 6.6ł 6.66 666 668 668 670 670

96 675 6.76 6.77 67B €.80 6B1 682 6 8ll 6.85

żo7
żza
?8E

6.86

?o3

729
97 68E 6.g 691 692 694 696 698

iz'o
:-,;;
/-bJ

| 6.99
1rrz
|zrł

98 705 ?,08 ?l0 7l2 7.14 717

99 ( Jć lJo 7ł0 7+6 75l 758 8,09

Tab 7. Probity (Jealno§tki prawdopodobieństwa) dla pfze-
kształcenia sigmoidalnej krzywej układu dawka-Ieakcja

w linię prosią.
(Ii, c. Batson, An Introduction t.o Statistics in the Medical

Sciences,1958).

świadczeniu baCano u,plyy,, różnych darł,ek nalewki
z naparstnicy na efekt skurczorłl./ scic? ll żab. Daw-
kl nalerł,ki z naparstnicv ustalono wg postępu geo-
metrycznego o ilorazie 1.26 i każdą ,dawkę po,1awano
w ośmiu gru,pach liczacyeh po 10 żab. Ta,beia B

u jmu je 1iczbowe wartości doświadczenia, a wylrres
7 przeCstawia to graficznie.

łr 6nun oAyl(A nEAXaJA noRlrf
, 3,r6 0/l0 (,,0+'

2 3.98 2/r0 ł.16

J ,,0l 1/l0 3,72

1 6.3, 3/l0 4.łE

6 7,9ł +/l0 ł,75

6 10,00 9/la 6,2E

7 12.59 8/l0 5,8ł

E l§,85 t0/l0 (6,96)

Tab. B. oznaczanie LDro netodą Millera-Taintela. wyniki
z tabeli przeniesiono na wykres 7.

(L. c. Miller, M, L. Tainter: PIoc. Soc. Exp. Biol, a. Med.,
57, 2,.267-264, 79s4).

W kołumnle 3 tabeli 8 podano ilość żab reagują-
cych efektem skurczowym serca w stcsrrnku dc cał-
kowite j ilości o,sobników w gIupie otrzymujących
,Caną dawkę, 1 tak np. plzy ,dalvce 3,9B ml/kg zafea-
gowały dwie spośró,C 10 żab (20%), a lra dawkę
l5,B5 ml/i,g wszystkie w grupie (I00%). Uzyskane
procenty wyrażono plzy lpoiTlocy tablicy zmiany na
probity i wartości umieszczono na siatce póllogaryt-
miczne j. Dla 0% i 1000/o u[Ń,zględnion,o ,poprawkę
wprowadzoną ptzez Barl,etta (r,vartości probitów
podane w nawiasach). Po przeniesieniu wszystkich
punktów z tabelri wykrsśla się ,pr,ostą (linia ciągła).
O,dczytane z wykresu EJ)so (darwka o,dpowiadająca
5 probitom) wyllosi 7,55 m],i k.q. Nateży z,,vrćlcić
uwa.qę, że ptzy różnych rzedach .rvicll<ości ,dau,ek
cykle skali 1ogarytmicznej por,,,tarz:r:lq sis.W oma-
wiany]rn przykłaCzic użytc darvki są rzędu jednostek

NTEDYCYNA WETERYNARYJNA

wykres ?. Graf iczne

Rok XX
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(L. c. Miller, M. L. Tainter: Proc. soc. Exp- Biol, Med"
57| 2:26I-264, -1944),

2s
SEED;o : i;1

Z obliczeń rv5'niklr, ź,e probit5, il,ynoszą: dla szcze-
6

pionki badanej przy śmiertclności 20- (30%) - 4,4B

szacowanie ED;o metodą Miuera-
Taintera.

l/r.łl ,*!,.rolg !.... l P..l;lż.h
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nalkc lułauicy 0.012 aOłę 0.048 0,096

+/zo 4I /2a lr/20 tz/zo

Procen/ przci u łł/",jr t 5, 85

Prcóiły 416 567 6.N

ności dawki ED50
,do stanrdar,du:

11
szcze]pionki

0,0625

ba,danej w lsto,sunku

0p365 , 0,062Ź 
: 

0"0365 
: |,7l czyli lll%

Pozioma ba-
danej i wz wy-
no,si M i ości,
Wartość M iętej
jako x" - xu, gdzie x" i xq to ,są wartości logaryt-
mów sŻczepio,flki ,standardowej i badanej o nlezna-

względnej aktywności, który równa się SEł
:2,303. SEM. A;

SEl,t - to ,błąd standardoiwy logarl,tmu wzglę,dinej

1ędna aktywność (w tym
Aby więe olbliczyó SE6
SEl,t. Błąd standard

l /f ,2
względnej aktywności - wynosi: Sn, bY ń. - ,.,u

gdzie b jest współczynnikiem nachylenia linii (gdy

5,84 - 4,4Bb : ai: : 1,36. Ponieważ obie proste są

równolegŁe, współczynnik nachyle będzie oczy-
wiście tón sam. Błe,rd od lorgartymu ględnej aktyw-
ności wyno,si po poCstar,vieniu wartości liczbowych:

o 0l2 a 02l o.oł8 0-096

Dau*o surouiey /-//

wykres 8. Graficzne szacowjairie ED;o metodą Millerg-Tain-
tera. Plzeżywalnośó myszek uoąpolnionyctr biernie Silrrowicą
przeciw pałeczce duru blzusme8,o i zakażonych dawką

10 000 żywych pałeczek duru.
(Il. c. Batson: An Initł"oducti,on to statistics in the Medical

Sciences,1958).

16
probi,ta, a przy śmiertelności ,ro (750/o) - 5,67 pro-

bita, Dla szczepionki wzorcowe j analogiczne wieI-
kości wyno,szą (20%) - 4,16 pro;bi_'ta oraz (700lo) -5,52 pro,bita. Ilogary,tm d,awki 0,015 ml : - 1,B]39,
a ,dawki 0,15 ml : - 0,8239. Ohliczone wartości prze-
nosi się na papier milimetrolvy zaznaczając na rzęd-
nej probity przeżywalności dla odpowiedniej darvki,
zaś na odciętej wartości logarytrnów ,dawek.

isha ła-Aa l U.l,ł" aapła
/oor5)l' | '/Jt",// //tjką dapła

6/za i |6/lo 4 /20 ,(/20

- l,azJg łu Ił - 0.6239

,/.9 darcł szczc7ion*i

l^/ykres 9. Graficzne szacowam,ie względliej aktywności wła-
ściwości uod,porniaj ących szczgpj,onki p. durowi brzusmemu.
(H. c. Batson: An Introductiron to stŃistics in the Me,dical

sciences,1958).

Wa,rtość EDso ;można znaleźć po polączeniu oCpo-
wiednich punktów. \M przytcczon-ym przykładzie wy-
nosi ona dla szczepionki hldirr-re,] 0,0365 ml, zaś dla
stan,dard,u 0,0625 m]. Naj,pros'isze przybliżenie wzglę,d-
rr,e,j aktywnoścl moźna określić jako iloraz odwrot-
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,l

1.36

Posiada jąc powyższe
sta-ndardowy. Zgodnie z
rern -

/ą q-l/'t':0.233.
Vąol40
dane rno,żna obliczyć błąd
przytoczonym uprzednio wzo-

SEA : 2,303 , 0,233 , 1,,7l :0,92

równoległe, jak to w przyto,czonym przy-
padku. Oczywiście określać wzglęldną ak-
tywność pizy pom, zej ilości dawek i dla
srpra dzenia wiar3,godności danych o'bie pro,ste wy-
kreś ó na jednym arkuszu. Jeżeli rozbieżn,o,ść dwu
tinii jest tai}< duża, że tru,dno jest uczynić je ró-wno-
ległyrni, graficzne okr,eślenie r.ł,zględnej akt;lwności
nile bę,dzie wystarczająoo golcne zaufania i trzerba w
talkim wypa,dku posłużyć ,się metodami rachunko-
Wymi.

Przy porównywaniu warto,ści średnich, np aktyw-
ności dwóch szczepionek, c7-, tcksyczności leków,
trze,ba odpowiedzieć na pytanie, cz:J różnice ;między
wielkościami średnirni są wiarygoCne, to znaczy, czy
nie spotyka ją się w prze,d,ziałach blędu wielko,śei
śr,ednich. O wiarygo,dnośei ,różnicy można sądzić,
jeżeli różnica ,między dwoma śre,Cnimi j,est większa
niż ,suima błqdó,w standardowych SEr i SE: (1), cz1,li:

;, -xr} SEl * SEz 1ub 
", -ir> 2 l/SEz +SEŻy 1, 2

*

I

I

I

I

l
|, _ED,u . 0.0255-1
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Bliższe omówienie testów ,dla aznaczania wiary-
godności różnic wykracza jeCnak poza ramy tego
artykułu.

FoCany tu przegląd me,to,d o,znaczania EDso i LDso
nie wyczerpuje oc,zywiŚcie całoŚci szerokiego zagad-
nienia. Przedstawiono jedynie meto,dy na jczęście j
stosorvane, w miarę ,dokładrne i proste.
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Aktywnośc fos{atazy alkalicznej u cieląi zdrowych ichorych
z objawarni bieg u n ki

z Katedry chorób wewnętrny.h Wyćlziału l^/et. ł!r'sR &,e 'Wtocła-il,iu

}<ierownik: pTof. dr BRoNIsŁAw GANCARZ

Wprowadzenie badania aktywności enzymów
do diagnostyki, jako jeszcze jednej metody
pomocniczej, znacznie Tozszerza mozliwości
rozpoznawcze w chorobach wewnętrznych,
zwłaszcza w chorobach wątroby. Niedostatecz-
nie natomiast opracowane jest to zagadnienie
lt, schorzeniach przewodu pokarmowego zwie-
rząt, zwłaszcza w niezytach żołądka i jelit
i w toksycznej dyspepsii u cieląt noworodków,
łv których to stanach czesto dochodzi do
zmian dystroficznych i rozpadowych w błonie
śJuzorvej i aparacie gruczołor,vym żołądka i je-
lit oraz w miąższu wątroby (7).

Biorąc pod uwagę wspomniane wyżej zmia^
n:,, anatomo-patologiczne oraz fakt, że ko-
mórki błony śluzowei ielit zawierają znaczne
ilości fosfatazy alkalicznej (FA), należy się
spodziewać zwiększenia ilości tego enzvmu
rv stanach chorobowvch, którym towarzyszy
biegunka z wydalaniem śluzu i strzępów
zn.iszczonych martwiczo na.błonków jelit. Po-
nadto poziom FA mógłbv wskazywać na istnie-
rlie patologicznych zrnian w wątrobie w prze-
biegu biegunek, znany iest bowiem wzrost
poziomu FA w niedrożności nawet częściowej
drog żółciowych oraz w przypadlrach zapal-
nych uszkodzeń wątroby (5).

Fosfataza alkaliczna naleźy do grupy hydrolaz;
przysoiesza rozkł::d fosforo.1rvch v,iazań estrowych.
Z est,rów tych powstaje kwas fosforowy i odpowiedni
alkohol. Jest to enzym szeroko rozpowszechniony,
strvierdzanv niemaI vre wszystkich tkanl<ach zrłzie-
rzccvch. jerJnak niektóre tvlko komórki za,,vieraja rluża
iogo ilcść. Sir to: strefy v,rzrnstc.Ir^ l<ości. błona ślllzn-
w-a jelit, kora nerek, krrvinki białe, ezynny gruczoł
rnleknrvv. \Ą/p1 (iibźńs':i.p.l^ (),\ 750l, liĄ rrr7raq{li:l1,n!
ponad normę rł, srrrowicy jest pochodzenia kostnego,
wyCalanar ona jest do żółci przez wątrobę, która

działa tu jako narząd oczyszczający. Z innych fuódel
tego zaczyntr wymienić należy samą wątrobę.

Oznaczenia poziomu FA u przeżuwaczy wykonywał
Kolb (4), u 30 zcirowych cieląt ustalił wysokość tego
fermentu na 2B,7 jednostek Kinga-Armstronga (KA),
a u bydła dorosłego na 10,9 j. KA. Allcroff (1) uzy-
skał bardzo szerokie u,aha_nia u bydła ras angiel-
skich, bo od 0,3 do 114,3 j. KA.

W stanach patologicznych badano aktywność FA
przede wszystl<im w zaburzeniach gospodarki wapnio-
Wo-fosforowej i w stanach nowotworowych O obni-
żeniu tego zaczynl u ludzi vi schorzeniach żołądko-
lvo-jelitowych, wrzodzie żołądka i dwunastnicy pisze
Zausch (B).

W własnych badaniach przeprowadzono
oznaczonia poziomu FA metodą Urbacha-Raa-
bego w stlrowicy krwi 57 cieląt zdrowych
pochodzącvch z l:óżnych środovlisk hodowla-
nych, u 29 cieląt niedozywionych, przegłodzo-
nych (materiał rzeżny) i charłaczych oraz u 32
sztuk chorych, u któryclr badaniem klinicznym
stwierdzono niezyt żołądka i jelit, z wyraźnie
zaznaczonymi objawami biegunki. Wyniki
w iednostkach Kinga-Armstronga (j. KA)
przedstawiono w tabeli 1 i na wykresie I.

Tab, 1

Cielęta
zc]rowe
wiek

tydzień
tygodnie
miesiąc
miesięcy
1ata

ch orc
wieku

j. KA

1

2

1

6

2

t5

12

10

10

charłacze, głodzone
rliedożywione

chore z lel<kim prze-
biegiem choroby

t:}lore z ciężkim prze-
}riegiem choroby

2,5-L2,6

12_ 19

o,02_ 2
29-40
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