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Diognostyko zalruć pszczó| preporotomi ochrony roślin
z g|upy korbominionów
z ZL\)<lnClL1 Higieny WetcrynarJ,.inei w Warsza\rie

Nir przestrzeni ostatnich lat zii.m,otowano bal-
dzo znaczny wzrost zatruc pszczoł. spowodowa-
nv niewłaściwym zastosorvaniem i wykonaniem
zalriegów ochrony roślin prepa.ratami z qrurpy
karbamirri,anów (1, 9, 17, 1B). Ir,^sekĘ,cy,dy kar-
baminianowe zostały wprowadzone \ł7 mie-isce
węg]owodorólv chtrorouranych, na które wiełe
szko,dników wykazywało dwżą odporność. Pre-
paratami nalezącymi d.o tei gr,upy, dopuszczo-
nymi do obrotu w Polsce i wywołującymi nai-
częstsze zatrucia pszczol są: Karbatox pylisty-5,
I(arbatox zawiesinowy-75, Gammakarbatox,
Karbatox Ekstra P (9, 17).

Darłlka toks]rczna kar.barylu na pszczał,ę przy
działaniu kontaktowym wynosi 3 X 10-? s.
Związki te nalezą clo I klasv toksyczrrości dla
llszczół. o okresie prewencji wyrroszącym 7 dni
(,q. ] 8). Pestycydv karbanril. ianowe, p,odobnie
jak estry krvasu fosforoorqaniczne o są silnv-
mi inhibitolami aktywności h)lfl1olazy acetylo-
c!lolinorve.j (1. 9. 17).

znanvch iest kilka nletocl oznaczenia tych
z,wiazkorv w materiale biologicznym (8, 14. 15,
16. 19). Por,.zodem podięcia jednak ni.ieiszej
pracy bvł brek danych piśmiennictwa c1,otyczą-
cvch identyfikacii karbalylu w zatrutych
nszczołach.

Matelial i meiody
Do rirlśrviadczenia llżyŁo drvie gl,upy żyrv;rch r:szczół,

rl w,adze 60 g każda. Jedna z nich opylono 12 mg pre-
paratu Gammakarbatox, a drugą 12 mq preoaratu Kar-
batox Ekstla P, Zatrute pszczoly po 24 godzinach wy-
korzystano do badań laboratoryjnych, których celem
llvlo określenie stopnia inhjbicji esiełrzv aceivlocholi-
nor,vej oraz strł,ierdząnie obecności HCH i karbarylu -składników czynnych pranaratu Gammakarbatox oraz
karbarylu i chlorfenwinfosu - składnikórv cz5,nnych
preparatu Karbatox Ekstra P.

Ekstrakcja karbarylu i chlorfenwinfosu
Odważono 30 g zatrutych pszczół i umieszczono r,v

kolbie stożkowej na szlif o pojemnoŚci 250 ml, a na-
stępnie zalano 30 ml chloroformu. Całość wytrząsano
mechanicznie przv maksymalnych oscylacjach przez 30
min. Następnie ekstrat odsączoąo przez sączek średni.
Z tak otrzyrnanego przesączu pobrano 1 ml do ozna-
cza:nia stopnia zahamorvania esterazy cholinowej. które
wykonano wg metodv Ellmana i wsp. (4) w modyfika-
cji opisanej przez Jutka (7). W badanych próbkach
stn,ierdzono 95,75_0ll zahamowarria akt5rr,ł,ności ww. en-
zymu,

Identyfikacja karbarylu
llplzednio otrzymany ekstrat zagęszczono do obję-

1ości 1 ml i nanoszono na kolejne tory płytki chroma-
tograficznej, pokrytej żelem krzemionkowym wg Stah-
la o grubości 0.1] mm. Ekstrał<t z pszczół nanoszo|no w
ilościach: 20, 50 i 100 pLl równolegle ze standardem, któ-
rego zawartość rvynosiła 20, 50 i 100 ng karbarylu.
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Chromatogram rozwijano do wysokości 20 cm od
linii startu. Układ rozwijający stanowiła mieszanina
chloroformu i acetonu w stosunku g:1. Czas rozwijania
płvtki ,,l.ynosił 25-30 min. Wyjęte płytki suszono rv
strumieniu zimnego powietrza a następnie umieszcza-
no je w komorze nasyconej parami bromu na okres
20-30 sek. Po zakoliczeniu procesu bromowania, płytki
spryskano roztu,orem chlorku palladawego (0,5 g chlor-
ku ptrlladav,ego ł 2 ml stężonego kwasu solnego, ca-
łość uzupełniono wodą destylowaną do 100 m1). Płytki
suszono na powietrzrt. Po około 20-30 minutach kar-
barvl dawał plamy barwy pomarańczowo-brunatnei o
Rf 0,62-0,64, których intensywność nasilała się po Tł,ło-
żeniu pod lampę kwarcową. Przykładowy chromato-
gram przedstarłriono na ryc, 1.
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Ryc. 1. Plamv I, 2 i 3 odpowiadają: 20, 50 i
karbal,ylu; plamy 4, 5 i 6 odpowiadają 20, 50 i

naniesionego ekstraktu pszczół
Fot, I. HoLLlj

Ekstlakcja lindanu

Odważono 25 g pszczół zatrutych Gammakarbatoxem
do kolby stożkowej na szlif o pojemności 250 ml i za-
lano je 75 rnl 350ń roztworem acetonu w wodzie. Wy-
trząsano mechanicznie przez 20 minut. Następnie do-
dano 37,5 ml eteru naftowego i ponownie wytrząsano
przez 20 minut. Z kolei wprowadzono 150 ml 20lo roz-
tworu Nazsoa. Całość wytrząsano 1-2 min., pozosta-
wiająp d,o rozdzie]enia warstw. Następtlie do,dano taką
i7ość 20h roztrvoru NazSO4, aby górny menisk warstwy
eterowej był w odległości 1-2 cm od dolnej krawędzi
szlifu kolby, Z warstwy eterowej pobrano 3 ml eks-
traktu przenosząc go na kolumnę chromatograficzną o
wymiarach 20X30 mm. Kolumnę wypełniono warstwa-
mi: 2 g florisilu i 2 g bezwodnego NazSOł. Eluację pro-
wadzono przy llżycill 20 mI 60/o mieszaniny eteru ety-
lowego z eterem naftowym. Eluat zbierano ptzy szyb-
kości 1 kropla na 5 sek. do kolby miarowej o pojem-
ności 25 ml.

Identyfikacja lindanu
Oznaczanie lindanu wykonano przy użyciu chroma-

tografu gazowego Pey Unicam seria 104. Zastosowano
kolumnę szklaną o długości 2,7 m i średnicy wewnętrz-
nej 4 mm, wypełnionej 7,50/o SE - 30 na Chromosorbie
WAW DMSC 80/100 rnes,h. Te;mperatura kolurnny
205oC; detektor rekombinacyjny Ni 63; temepratura
detektora 250aC; gaz nośny argon o przepływie 90 ml
na minutę.
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Pszczoły z drugiego doświadczenia zatrute Karba-
toxem Ekstra P poddano identyfikacji na obecność
d,rugiego składnika czynnego - chlo,rfenwinfosu. Uzy-
skany uprzednio zagęszczony wyciągu z pszczół nanie-
siono na kolejne tory płytki chromatograficznej pokry-
tej żelem krzemionkowym wg Stahla o grubości 0,3
mm. Ekstrakt nanoszono w ilościach: 20, 50 i 100 ,ttl
równolegle ze standardem, którego zawartość wynosi
50, 100 i 200 ng chlorfenwinfosu. Identyfikację chlor,-
fenwinfosu przeprowadzono wg metody Mendozy i
wsp. (11, L2, L3). Żródło enzymu stanowiła surowica
końska, a chromogennym substratem był buforowany
roztr,r,ór octanu indoksylu.

Omówienie wyników i wnioski

Spośród metod oznaczan:ra karbarylu zasto-
SowaT}ie znalazły metody: chromatograficzne
(5, B, 19), enzymatyczne (10, 19,), polarograficz-
ne (6), fluorymetrycznę (3, 15), kotrot-yrnetrycz-
ne (16). Powszechnie jednak stos,owaną meto,dą
i,dentyf ikacj i karbaminianów przez wielu ba,da-
czy (2, 14) jest chromatografia cierrkowarstw,o-
W&, uwzględniająca e:nzy]rnaty,c7ną hydrolizę
tych pestycydów do 1-naftolu (10). Ww. meto-
dę zastosowano rórnrnież w naszym laborato-
rium w 7974 r. Okazała się ona jednak mało
prz}łdatrra ze względu na swą prac.ochłonność
oraz brak pow.tarzalności uzyskiwanych wyni-
ków. Opisarrą wyżej metodę zastosowano do
badań rutynowych pt:zy identyfikacji karba-
mi,rrianów. Dotychczas tą metodą zbadano 486
prób pszczół i roślin nadesłanych do Zakła,du
Higieny WeteryłT aryjnej w Warszalvie.

Opracowaną przez nas metodę cechuje: kró-
tki czas analizy i powtarzalność wyników. Poz-
wala ona również na pominięcie procesu hy-
dr,,olizy karbarylu.

Opisana metoda jest przy,datna zar-ówno pl,zv
wykrywaniu samego karbarylu jaki i jego mc-
tabo]itów. Ma to zasadnicze znaczerLie w diag-
nostyce rutynowej z uwagi na procesy rozkła-
du substancji cz;rnnych w zatrutych pszczo-
łach w za],ezności od czasu jaki upływa od z::,-
trucia do podjęcia badań laboratoryjnych.
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Coxonoscxlł M., IOpxesrq I. - ,Ąlraruocrura uxto-
xcrłxaqlrfi nuin npenapaTaMlr 3alllur,bl pacrerrrłft rn:
rpyrrilr'l xap6aIvurrłaron.

Anropsr npeAJIo)KlJII4 MeToA onpeAeJleHllB xap6apr-
JIa B oTpaBJIeHrlL,Ix nqeJIax. 1(ap6apuł ofipeAeJIflJIr{
MeToAoM rorłxocnożHoż xpołlarorpaQrr, flpoaBJIfiIo-
u{eń óa3oż 6sr.rra clłecs xnopoSoplra r aqerorła (9:1).
IIocne npoaeJIeHI,I.rI nJIacTrI}II<l cnpbIc:xlĄBaJILI pacTBo-
poM xJloplAa naJIJIaAr{.E. Kap6aprłn onpeAeJIflJIl4
opaHx(eBble natHa R1 : 0,62-0,64. Merog [o3BaJIffeT
IIpoffBr4TF, xap6apu.n rł ero vera6oJII{TrI. B ła6opa-
Top]Ąrl aBTopoB MeToA fIpI4MeHflToT, noJlyl{aff xopoull4e
pe3yJIbTaTLI, c 1975 r.

Sokołowsl<i M., Jtrrkiervic,z G. - Deternrination of in-
toxication of horrey bees with carbaminian pesticides-
-plant protection preparates.

The authors have proposed a metho,d of the deter-
mination of carbaryl in intoxicated bees. Carbaryl was
determined by tirin layer chromatographic method. As
a movable płrase chloroform and aceton (9:1) were
applied. The spots rvere developed with a solutio,n of
palladium chloride. The spots of carbaryl organe in
co]our have Rf 0.62-0.64. The applied method unab]es
to determine carbat,yl as well as its nretabolites in
intoxicated bees,

The method lvas used in atlthol,s ltrboratoly since
1975 with gou(l fesLlIls.

ALDA§Y P., MOCSARI E., CHRIVNAK G.: Wystę-
i:olvanie wirusowych chorób od<lechowych i jelito-
w,ych na lVęgrzech. (The incidence of viral respiratory
arr<l enteric diseases of cattle in l{urrgary;. Vet. Med.
Naulii 12, 12-13,3, 1975.

W r,viell<otowalol,vych hodowlach bydla na Węgrzech
rvyosobniono 90 razy adenovirus, 9 razy wirus dyzen-
telii cieląt (VD/MD), 7 razy rł,irus zal<aźnego zapalc-
rriu nosa i tchltli,icy (IBR/IPV), 3 razy lvil,us pat,ain-
tLuenzy (PI-3) i iJ fazy chlamydie. Pl,zecirvciała prze-
cirł,ko ]BR/IPV strviel,dzano średnio w 11,B20,/o, plze-
ciwko VD/MD w 36,720h, przeciwko adenowirusom w
56,04(/o i przecirvlicl chlamydiom lv g,O5Vo zbadanyclr
zrvierząt. Przecirvciał dla ."l,it,usa PI-3 ze \,\,zględll lla
ich bardr:o c;łęste rł,ystęporl,atrie nie badano. Przecilv-
ciała dla adenorvilusólv i rvilltsa VD/N{D znajdorvano
częściej,,,,, hodowlach, gdz.ie rł,ystęporł,ały zachorolva-
nia, niż rv hodor,vlach zdro,,vych.

Prawid]orvości tej nie rvyl<azano łv stosltnku do plze-
cir,vciał tvilusa IBR/IPV i chlalrlydii. Za ptzyczyllę z,d-
chorowań autolzy r_Llvażają zakażenie kilku rodzaja-
mi wit,usórr,. Szczepionka przeciwko r,r,itusom VD/MD,
IBR/IPV olaz ircleno- przyczyn)ła się do obniżenia
stt,ztt c,liotrortlicznych hodorvli.
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MENGELING W. L., CUTLIP R. C.: Patogenność te-
renowych henaglutynującycir szczepóll wirusa ża-
palenia mózgu i rdzenia dla nowo narodzonych pro-
siąt. (Pathogenicity of field isolants of hemagglutina-
ting encephalomyelitis virus for neonatal piss). J
Amer. vet. med. Ass. 168, 236-239, 1976 (3).

Oznaczono patogenność terenowych szczepów hema-
glutynujących wirusa zapalenia mózgu i rdzenia dla
nowo narodzonych prosiąt. Wirus wyizolowano z móz-
gu 5 prosiąt, u których badaniem klinicznym i histo-
patologicznym zdiagnozcwano tę chorobę. Każdym zc
szczepów zal<ażono donosorvo 5 prosiąt. Choroba w
formie ostrej lub chronicznej występowała między 5-
B dniem po zal<ażentu. Wśród objawów klinicznycl,t
dominowało osłabienie, utrata łaknienia i wymioty. W
postaci ostrej występowało drżenie mięśni, przeczulica
skóry oraz niechęć do poruszania się. U prosiąt pad-
łych lub poddanych ubojowi występowały w mózgu
wokólnaczyniowe nacieki komórek jednojądrzastych,
glioza i neuronofogia.
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