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Diagnostyka zatru¢ pszczét preparatami ochrony roslin
z grupy karbaminianéw

v, Zakladu Higieny Welcrynaryjnej w Warszawie

Na przestrzeni ostatnich lat zanotowano bar-
dzo znaczny wzrost zatru¢ pszczol, spowodowa-
ny niewtadciwym zastosowaniem i wykonaniem
zabiegéw ochrony ro$lin preparatami z grupy
karbaminianéw (1, 9, 17, 18). Insektyeydy kar-
baminianowe zostaly wprowadzone w mieisce
weglowodorow chlorowanych, na ktére wiele
szkodnikow wykazywato duzg odpornos$é. Pre-
paratami nalezgcymi do tej grupy, dopuszczo-
nymi do obrotu w Polsce i wywoluigcymi nai-
czestsze zatrucia pszezol sa: Karbatox pylisty-5,
Karbatox zawiesinowy-75, Gammakarbatox,
Karbatox Ekstra P (9, 17).

Dawka toksyezna karbarylu na pszezole przy
dziataniu kontaktowym wynosi 3 X 1077 g.
Zwiazki te nalezg do I klasy toksyczno$ci dla
pszezdl. o okresie prewencii wynoszacym 7 dni
{9. 18). Pestycydy karbaminianowe, podobnie
iak estry kwasu fosforoorganiczneso sa silny-
mi inhibitorami aktywnoséci hydrolazy acetylo-
cholinowej (1, 9, 17).

Znanveh jest kilka metod oznaczenia tych
vwiazkoéw w materiale biologicznym (8, 14, 15,
16. 19). Powodem podjecia jednak niniejszej
pracy bvl brak danych pismiennictwa dotycza-
cych identyfikacji karbarylu w zatrutych
nszczolach.

Matleriat i metody

Do doswiadezenia uzvto dwie grupy zywych pszezot,
o wadze 60 g kazda. Jedna z nich opylono 12 mg pre-
paratu Gammakarbatox, a drugg 12 mg prevaratu Kar-
batox Ekstra P. Zatrute pszczoly no 24 godzinach wy-
korzystano do badan laboratoryjnych, ktérych celem
hyto okre$lenie stopnia inhibicii esterazy acetvlocholi-
nowej oraz stwierdzenie obecnosci HCH i karbarylu —
skladnikdow czynnych pravaratu Gammakarbatox oraz
karbarylu i chlorfenwinfosu — skladnikéw czynnych
preparatu Karbatox Ekstra P.

Ekstrakcja karbarylu i chlorfenwinfosu

Odwazono 30 g zatrutych pszcz6! i umieszczono w
kolbie stozkowej na szlif o pojemnosci 250 ml, a na-
stepnie zalano 30 ml chloroformu. Catodé wytrzasano
mechanicznie przy maksymalnych oscylacjach przez 30
min. Nastepnie ekstrat odsgczono przez saczek §redni.
7 tak otrzymanege przesgczu pobrano 1 ml do ozna-
czania stopnia zahamowania esterazy cholinowei, ktére
wykonano wg metody Ellmana i wsp. (4) w modyfika-
cji opisanej przez Jurka (7). W badanych proébkach
stwierdzono 95,75% zahamowania aktywnosei ww. en-
Zymu,

Identyfikacja karbarylu

Uprzednio otrzymany ekstrat zageszczono do obje-
tosci 1 ml i nanoszono na kolejne tory plytki chroma-
tograficznej, pokrytej zelem krzemionkowym wg Stah-
la o grubosci 0.3 mm. Ekstrakt z pszczdl nanoszono w
ilo$ciach: 20, 50 i 100 ul réwnolegle ze standardem, kté6-
rego zawarto$é wynosila 20, 50 i 100 ng karbarylu.
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Chromatogram rozwijano do wysokosci 20 cm od
linii startu. Uklad rozwijajacy stanowila mieszanina
chloroformu i acetonu w stosunku 9:1. Czas rozwijania
plyiki wynosit 25—30 min. Wyjete plytki suszono w
strumieniu zimnego powietrza a nastepnie umieszcza-
no je w komorze nasyconej parami bromu na okres
20—30 sek. Po zakoneczeniu procesu bromowania, ptytki
spryskano roztworem chlorku palladawego (0,5 g chlor-
ku palladawego + 2 ml stezonego kwasu solnego, ca-
10$¢ uzupelniono wodg destylowang do 100 ml). Plytki
suszono na powietrzu. Po okolo 20—30 minutach kar-
baryl dawal plamy barwy pomaranczowo-brunatnej o
Rf 0,62—0,64, ktérych intensywno$é nasilala sie po wlo-
zeniu pod lampe kwarcowy. Przykladowy chromato-
gram przedstawiono na ryec. 1.
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Ryc. 1. Plamy 1, 2 i 3 odpowiadajg: 20, 50 i 100 ng
karbarylu; plamy 4, 5 i 6 odpowiadajg 20, 50 i 100 ul
naniesionego ekstraktu pszczoél

Fot. I. Holly

Ekstrakeja lindanu

Odwazono 25 g pszczol zatrutych Gammakarbatoxem
do kolby stozkowej na szlif o pojemnosci 250 ml i za-
lano je 75 ml 35% roztworem acetonu w wodzie, Wy-
trzgsano mechanicznie przez 20 minut. Nastepnie do-
dano 37,5 ml eteru naftowego i ponownie wytrzasano
przez 20 minut. Z kolei wprowadzono 150 ml 2% roz-
tworu NapSQ,. Cato$é wytrzgsano 1—2 min., pozosta-
wiajge do rozdzielenia warstw. Nastepnie dodano taks
iloéé 2% roztworu Na,SO,, aby gérny menisk warstwy
eterowej byl w odleglo$ci 1—2 cm od dolnej krawedzi
szlifu kolby. Z warstwy eterowej pobrano 3 ml eks-
traktu przenoszac go na kolumne chromatograficzng o
wymiarach 20X 30 mm. Kolumne wypelniono warstwa-
mi: 2 g florisilu i 2 g bezwodnego Na,SO,. Eluacje pro-
wadzono przy uzyciu 20 ml 6% mieszaniny eteru ety-
lowego z eterem naftowym. Eluat zbierano przy szyb-
koéci 1 kropla na 5 sek. do kolby miarowej o pojem-
nosci 25 ml.

Identyfikacja lindanu

Oznaczanie lindanu wykonano przy uzyciu chroma-
tografu gazowego Pey Unicam seria 104. Zastosowano
kolumne szklang o dlugosci 2,7 m i érednicy wewnetrz-
nej 4 mm, wypelnionej 7,5% SE — 30 na Chromosorbie
WAW DMSC 80/100 mesh. Temperatura kolumny
205°C; detektor rekombinacyjny Ni 63; temepratura
detektora 250°C; gaz no$ny argon o przeptywie 90 ml
na minute.
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Pszezoly z drugiego doswiadczenia zatrute Karba-
toxem Ekstra P poddano identyfikacji na obecnosé
drugiego sktadnika czynnego — chlorfenwinfosu. Uzy-
skany uprzednio zageszczony wyciggu z pszcz6! nanie-
siono na kolejne tory ptytki chromatograficznej pokry-
tej zelem Kkrzemionkowym wg Stahla o grubosci 0,3
mm. Ekstrakt nanoszono w ilosciach: 20, 50 i 100 ul
rownolegle ze standardem, ktérego zawarto§é¢ wynosi
50, 100 i 200 ng chlorfenwinfosu. Identyfikacje chlor-
fenwinfosu przeprowadzono wg metody Mendozy i
wsp. (11, 12, 13). Zrédlo enzymu stanowila surowica
konska, a chromogennym substratem byl buforowany
roztwoér octanu indoksylu.

Omoéwienie wynikdéw i wnioski

Sposrod metod oznaczania karbarylu zasto-
sowanie znalazly metody: chromatograficzne
(5, 8, 19), enzymatyczne (10, 19,), polarograficz-
ne (6), fluorymetryczne (3, 15), kolorymetrycz-
ne (16). Powszechnie jednak stosowang metoda
identyfikacji karbaminianéw przez wielu bada-
czy (2, 14) jest chromatografia cienkowarstwo-
wa, uwzgledniajaca enzymatyczna hydrolize
tych pestycydow do l-naftolu (10). Ww. meto-
de zastosowano réwmiez w naszym laborato-
rium w 1974 r. Okazala sie ona jednak malo
przydatna ze wzgledu na swg pracochlonnosé
oraz brak powtarzalnosci uzyskiwanych wymni-
kéw. Opisang wyzej metode zastosowano do
badan rutynowych przy identyfikacji karba-
minianow. Dotychczas tg metods zbadano 486
prob pszezdét i rodlin nadeslanych do Zakladu
Higieny Weterynaryjne] w Warszawie.

Opracowang przez nas metode cechuje: kro-
tki czas analizy i powtarzalno$¢ wynikéw. Poz-
wala ona réowniez na pominiecie procesu hy-
drolizy karbarylu.

Opisana metoda jest przydatna zarowno przy
wykrywaniu samego karbarylu jaki i jego me-
tabolitow. Ma to zasadnicze znaczenie w diag-
nostyce rutynowej z uwagi na procesy rozkla-
du substancji eczynnych w zatrutych pszczo-
tach w zaleznosci od czasu jaki uplywa od za-
trucia do podjecia badan laboratoryjnych.
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CokosicBckm M., IOpkeBuy I'. — JIMarHoCTMKa MHTO-
KCHUKAIMiI NIYEéJI IpenaparaMy 3aI0UThl PACTEHUIT M3
rpyunsl KapéaMuHATOB.

ABTODPBI TPEAJIOKMUAM MeTOH omIpejejeHusa xapbapu-
Jia B OTPaBJEeHHbIX ITYenax. Kapbapus onpeaensam
MEeTOAOM TOHKOCJIONMHOM XxpoMmartorpaduu. Ilpoasngro-
afeir dazoit €plia cMech xJopodopMma M amerToHa (9:1).
ITocnie MPOARJEHMS TIJACTUHKM CIPBICKMBAJIKM PaCTBO-
poM XJopuza najajazusa. Kapbapuia — omnpefienann
opaHzKeBble nATHA R; = 0,62—0,64. MeTox mo3BajsAeT
nposABUTH Kapbapuyn u ero Metabonutrsl. B nabopa-
TOPUM AaBTOPOB MeTOJ INPWMEHSIOT, MOIydYas XOPOoIliue
pesyisTaTel, ¢ 1975 1.

Sokolowski M., Jurkiewicz G. — Determination of in-
toxication of honey bees with carbaminian pesticides-
-plant protection preparates.

The authors have proposed a method of the deter-
mination of carbaryl in intoxicated bees. Carbaryl was
determined by thin layer chromatographic method. As
a movable phase chloroform and aceton (9:1) were
applied. The spots were developed with a solution of
palladium chloride. The spots of carbaryl organe in
colour have Rf 0.62—0.64. The applied method unables
to determine carbaryl as well as its metabolites in
intoxicated bees.

The method was used in authors laboratory since
1975 with good results.

ALDASY P., MOCSARI E., CHRIVNAK G.: Wyste-
rowanie wirusowych choréb oddechowych i jelito-
wych na Wegrzech, (The incidence of viral respiratory
and enteric diseases of cattle in Hungary). Vet. Med.
Naulki 12, 12—13, 3, 1975.

W wielkotowarowych hodowlach bydla na Wegrzech
wyosobniono 90 razy adenovirus, 9 razy wirus dyzen-
terii cielat (VD/MD), 7 razy wirus zakaZnego zapale-
nia nosa i tchawicy (IBR/IPV), 3 razy wirus parain-
tluenzy (PI-3) i 3 razy chlamydie. Przeciwciala prze-
ciwko IBR/IPV stwierdzano $rednioc w 11,82%, prze-
ciwko VD/MD w 36,72%, przeciwko adenowirusom w
56,04% 1 przeciwlko chlamydiom w 9,05% zbadanych
zwierzat. Przeciwcial dla wirusa PI-3 ze wzgledu na
ich bardzo czeste wystepowanie nie badano. Przeciw-
ciala dla adenowirusow i wirusa VD/MD znajdowano
czesciej w hodowlach, gdzie wystepowaly zachorowa-
nia, niz w hodowlach zdrowych.

Prawidlowosci tej nie wylkazano w stosunku do prze-
ciwciat wirusa IBR/IPV i chlamydii. Za przyczyne za-
chorowan autorzy uwazaja zakazenie Kkilku rodzaja-
mi wiruséw. Szczepionka przeciwko wirusom VD/MD,
IBR/IPV oraz adeno- przyczynila sie do obniZenia
strat ckonomicznych hodowli,

J.

MENGELING W. L., CUTLIP R. C.: Patogenno$¢ te-
renowych hemaglutynujacych szezepéw wirusa za-
palenia mozgu i rdzenia dla nowo narodzonych pro-
siagt. (Pathogenicity of field isolants of hemagglutina-
ting encephalomyelitis virus for neonatal pigs). J
Amer. vet. med. Ass. 168, 236—239, 1976 (3).

Oznaczono patogennosé terenowych szczepow hema-
glutynujacych wirusa zapalenia mézgu i rdzenia dla
nowo narodzonych prosigt. Wirus wyizolowano z moz-
gu 5 prosigt, u ktérych badaniem Kklinicznym i histo-
patologicznym zdiagnozewano le chorobeg. Kazdym ze
szczepOw zakazono donosowo 5 prosigt. Choroba w
formie ostrej lub chronicznej wystepowala miedzy 5—
8 dniem po zakazeniu. Wsrod objawdéw klinicznych
dominowalo ostabienie, utrata taknienia i wymioty. W
postaci ostrej wystepowalo drzenie miesdni, przeczulica
skory oraz niecheé do poruszania sie. U prosiat pad-
lych lub poddanych ubojowi wystepowaly w modzgu
wokolnaczyniowe nacieki komoérek jednojadrzastych,
glioza i neuronofogia.

G.
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