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Federdlne ministerstvo narodnej obrany

Uvod

V sti¢asnom obdobi je pri $tidiu v réznych
oblastiach biologickych vied Coraz véacsSia po-
zornost wvenovand jednoduchym biologickym
testovacim objektom [NiStiar a NiStiarova,
1983). V porovnani s beZnymi laboratornymi
modelmi (mySi, krysy, psi, opice ap.) sa pri
pouZiti jednobunkovych organizmov vyrazne re-
dukované ekonomické néaroky, problémy homo-
genity testovacieho stboru i manipulac¢né pro-
blémy.

Takym jednoduchym biologickym testovacim
objektom je aj prvok Tetrahymena pyriformis
(obr. 1), ktory je predmetom aj maSich Stadii,
najmé v suavislosti s vyuZitim tohto prvoka na
stanovenie 8kodlivin v biologickych materia-
loch, resp. prostredi (Cooley et al., 1973; Sil-
berstein, 1973; Ruthven a Cairns, 1975; Yoshiza-
wa a Moroova, 1975; Moravcovd, 1976). Sktse-
nosti z nadich doterajdich préc ukézali (Nistiar
et al., 1984, 1986), Ze vzhladom na skvalitnenie
stanovenia niektorych toxickych l4tok je po-
trebné prehodnotit doterajSie poznatky o nie-
ktoré biochemické ukazovatele (stanovenie in-
hibicie kliCovych enzymov), ktoré by mohli
byt vyuzité pri zvySeni senzitivity metodiky,
resp. by dopomohli k hlbSiemu pochopeniu sa-
motného ucinku toxickych latok.

Cielom ma$ich pokusov bolo vypracovat jed-
notny metodicky postup na stanovenie toxic-
kych latok so zvlaStnym zameranim na bojové
otravné latky s nervovo-paralytickym tcinkom
v biologickych materidloch s vyuZitim Tetrahy-
meny pyriformis ako test-objektu.
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Material a metédy

Do pokusu sme zaradili Tetrahymenu pyrifor-
mis kmen W, ktory sme uwdrZiavali v médiu PPY
podla Oriasa a Brunsa '(1976), ktoré malo zlo-
Zenie:

prote6zo-pepton (fy Difco) ... . 20,0 g
kvasni¢ny extrakt (fy Difco) ... 10g
roztok mineralil ... 10g
destilovand voda ... 1000,0 ml
Roztok mineralii:
MgS04.7 HoO e 10,0 g
InS04 .7H0 50g
FeSO4 .7 HaO e 0,55¢g
CaCly, .2H:0 oo 1000,0 ml

Testy toxicity sme wvykonévali v experimen-
tdlnom meédiu, ktoré malo zloZenie:
protedzo-pepton ... ..
kvasnitny extrakt . I
glukoéza ... e 0,02 %

VSetky médid boli sterilizované pri 0,1 MPa
a 121 °C po dobu 20 mindit.

V 24-hodinovom teste toxicity sme pouZzivali
24-hodinové kultiry o objeme 4 ml, porastené
v experimentidlnom médiu. K testovanej kultire
sledovali pohyblivost prvokov, percentudlnu le-
talitu, morfologické zmeny po 24 a 72 hodinach
inkubacie.

Polty preZivajicich buniek sme stanovili po-
Citanim vo Fuchs-Rosenthalovych komérkach
po vitdlnom farbeni. V 3-hodinovom rychlotes-
te sme priddvali k 4ml 24-hodinovej kulttry
v experimentdlnom médiu moxu o objeme 1 ml
z kaZdého riedenia do 4 paralelnych mnadob.
Takto intoxikované kultiry sme inkubovali po-
Cas 3 hodin pri 25°C za stdleho trepania vo
vodnej lazni s trepackou (Shaker Bath type
609/A fy MTA, Kutesz MLR). Po inkubAcii sme
stanovili poCty Zivych buniek, ako to uZ bolo
uvedené vysSie.

Z organofosfdtov sme sledovali latku VX
(O-etyl-S-/2-diizopropylaminoetyl)-ester kyse-
liny metylthiofosforitej, i¢innost 92,5 %. Latka
sme priddvali Studovanti noxu o objeme 1ml] a
z kazdého riedenia (dédvky) noxy sme intoxi-
kovali 4 paralelné vzorky. V tomto systéme sme
VX bola aplikovand v ddvkach 220,58; 441,15 a
882,3pg.17%; 1,76; 3,53; 7,06; 14,12; 28,23; 56,46;
112,93; 225,85; 451,7 a 903,4ng.17}%; 1,81; 3,61;
7,23; 14,45; 28,91; 57,81; 115,63; 231,25 a 462,5
ug . 17! média.

Metation — /(0,0-dimetyl-0-/3-metyl-4-nitrofe-
nyl) thiofosfat wvyroby CHZJD Bratislava,
s u¢innostou 98 %. Metation bol aplikovany
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v davkach 186,25; 372,5; 7450ng.1"'; 1,49;
2,98; 5,96; 11,92; 23,84; 47,68; 95,37; 190,74;
381,48 a 762,95 ug.1°%; 1,53; 3,05; 6,10; 12,21;
24,41; 48,83; 97,66, 195,31; 390,63 a 781,25 mg .
.17% 1,56; 3,13; 6,25; 12,50; 25,0; 50,0 a 100,0
g . 17! média.

Dichlérvos — [(0,0-dimetyl-0-/2,2-dichlérvi-
nyl) fosfat, CHZJD Bratislava, vyroby ZSSR
s ucinnostou 95,9 %. Dichlérvos bol aplikovany
v davkach 597,57 ng .17'; 1,2; 2,39; 4,78; 9,56;
19,12; 38,24; 76,49; 152,98; 305,96 a 611,91 ug.
171 1,22; 2,45; 4,90; 9,79; 19,58; 39,16; 78,33;
156,75; 312,5 a 625,0mg.1""; 1,25; 2,5; 50 a
10,0 g . 17! média.

Trichlérfon — (0,0-dimetyl-/2,2,2-trichlor-1-
-hydroxy-etylfosfonét), Neguvon® Bayer [NSR),
s acinnostou 98,0 %. Trichlérfon bol aplikova-
ny v dévkach 500,0 yg.l"‘; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0;
16,0 a 32,0 mg .1~ ! média.

7 karbamatov sme testovali Phenmedi-
pham — (3-metoxykarbanylaminofenyl-N/3-me-
tylfenyl/karbamaét), vyroby Synthesia Pardubi-
ce, s ucinnostou 95,0 %. Bol aplikovany v dav-
kach 24,42; 48,83; 97,66; 195,0; 391,0 a 781,0 ug .
.17 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0;
200,0; 400,0 a 800,0mg.1°'; 1,6;3,2a6,4g.1""
media.

Eserin — [C,;;H,;N3;05, Physostigmin Spofa).
Bol aplikovany v davkach 97,66; 195,31; 390,63
a 781,25 ug .17} 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0;
100,0; 200,0; 400,0 a 800,0mg.17"% 16g.1°"
media.

Z chlérovanych uhlovodikov sme testovali
Gama — HCH — (gama-hexachlorcyklohexan,
Skabicid Spofa). Bol aplikovany v davkach

Zo skupiny halogénovanych alkylaminov (du-
sikaté yperity) s vyraznym cytostatickym ucin-
kom sme do testov zaradili:

Trichlormetinium —  (trichlértrietylamin,
v domédcom farmaceutickom pripravku TS 160
Spofa). Bol aplikovany v davkach 1,22; 2 44;
4,89; 9,77; 19,53; 39,06; 78,13; 156,25; 312,5 a
625,0 mg . 1-! média.

Bromebran sodny — (C;;HsBrNaO,) sodné
sol  kyseliny cis-3-brom-4-/4-metoxyfenyl/-4-
-0x0-2-buténovej v pripravku Cytembena. Brom-
ebran sodny bol aplikovany v davkach 9,77;
19,53; 39,06; 78,13; 156,25; 312,5a 625,0mg . 1~ ';
1,25; 2,5; 5,0; 10,0 a 20,0 g . 17! média.

Pre vSetky Studované noxy sme stanovili hod-
noty LDy @ LDs, po 24 hodindch a po 3 hodi-
néch pre rychly test metédaou, ako uviedol Mo-
linengo (1979).

Aktivity acetylcholinesterazy (AChE, E.C.3.1.
.1.7.) boli stanovené metédou podla Tulacha
(1958) wvo wvlastnej modifikéacii tak, Ze na lyzu
buniek bol pouZity roztok 1,0% Tritonu X-100
v 0,5mol .1-! Tris-HCI pufri o pH 7,6 . K 0,5 ml
uvedeného lyzans bolo pridanych 3,5 ml vySe-
trovanej kultary populédcie prvoka Tetrahyme-
na pyriformis W. Dalsi postup bol ako pri Tu-
lachovej metéde, ale pri teplote 25 °C.

Dévka vyvoldvajica 50% inhibiciu aktivity
enzymu bola stanovend probitovou analyzou
(Cavalli-Sforza, 1964).

Vysledky a diskusia

Pri stanoveni toxicity latky VX sme pri mor-

122,07; 244,14; 488,28 a 976,56 ug.1"'; 1,95; fologickom wy3etreni zistili zagulacovanie, va-
Tab. 1
Prehlad toxicity $tudovanych ldtok v 24 a 3hodinovom teste u Tetrahymeny pyriformis W
(ddvka noxy wvyjadrend na I liter média)
e 24hodinovy test B 3hodinovy test 507, inhibicia
aktivity AChE
LD]'H‘ LD.’)“ LD'IUD LDM'I
Latka VX 56,5 ng 7,0 ng 72,4 ng 28,2 ng 637,2 pg
Metation 34,6 pug 8,9 ug 190,7 pug 47,7 ng 745,0 ng
Dichlorvos 26,7 mg 4,9 mg 76,5 mg 9,6 mg 1,2 mg
Trichlorfon 28,5 mg 4,0 mg 32,0 mg 8,0 mg 1,0 mg
Phenmedipham 800,0 mg 12,5 mg 32¢g 400,0 mg 5,8 mg
Eserin 400,0 mg 25,0 mg 800,0 mg 100,0 mg 31,2 mg
Trichlérmetinium 1,25 ¢ 428,2 mg 25¢g 625,0 mg -
Bromebran sodny 2,1g 51,2 mg 25¢g 78,1 mg 2
y-HCH 7,8 mg 976,6 pg 125,0 mg 15,6 mg -
Chlérmequat 200¢g 468,7 mg 80,0 g 25¢g -

3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,5; 125,0 a 250,0 mg .
.17! média.

Chloérmequat — (vyroby Synthesia Kolin,
s udinnostou 99,9 % ). Bol aplikovany v davkach
305,16 a 610,31 ug.17'; 1,22; 2,44; 4,88; 9,77,
19,53; 39,06; 78,13; 156,25; 312,5 a 625,0mg.
.17% 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 a 160,0
g . 1" média.

kuoldrnu degenerdciu, chromatinovii degene-
raciu, hypo- aZ amotilitu a 1yzu buniek. Obdob-
ny morfologicky néalez bol zisteny u ostatnych
organofosfatov. U karbamadatov boli morfologic-
ké zmeny maélo vyrazné. U cytostatik boli mor-
fologické zmeny reprezentované degenerativ-
nymi zmenami v jadrach buniek. U chlérova-
nych uhlovodikov prevladali deformdécie tvaru,
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tj. zvySeny vyskyt cylindrickych, kubickych a
polygonélnych buniek.

Prehlad toxicity Studovanych latok v 24-hodi-
novom a 3-hodinovom teste uvddzame v tabul-
ke 1.

Uvedené vysledky potvrdzuji na3e predpo-
klady o zaradeni bio-testu Tetrahymena pyri-
formis do suboru metodik na stanovenie bojo-
vych otravnych latok w biologickych materia-
loch. Na rychle stanovenie postacuje 3-hodino-
vy variant testu, ktory je v pripade nervovo-pa-
ralytickych latok doplneny o stanovenie 50%
inhibicie aktivity enzymu acetylcholinesterazy.
Tato je za fyziologickych podmienok reprezen-
tovand pri 24-hodinovej populécii buniek akti-
vitou 1,53 (1,392—1,686) ukatalov .10° buniek .
.ml~! média.

Zaver

Test v uvedenom variante spliia svojou citli-
vostou poZiadavky aj pre stanovenie nervovo-
-paralytickych bojovych otravnych latok v po-
travinach a vode. Nevyhodou testu je, Ze po kva-
litativnej strdnke merozliSuje jednotlivé druhy
bojovych otravnych latok, ale sliZi na ich kvan-
titativne stanovenie, ktoré je v8ak velmi citlivé.
Preto je potrebné sibeZne s bio-testom toxicity
prevadzat kvalitativne stanovenie moxy meto6-
dou chromatografie na tenkej vrstve, alebo uZ
zavedenymi, resp. biochemickymi metédami,
ktoré su vhodné na kvalitativne stanovenie, ale
nevyhovuju pre kvantitativnhu analyzu.

V uvedenom prevedeni je moZné ocCakavat
znacné skvalitnenie doterajSich postupov sta-
novenia bojovych otravnych latok v potravi-
néch, vode a biologickych materidloch. Celkova
dlzka c¢asu Kkvalitativneho aj kvantitativneho
stanovenia nepresahuje 4—6 hodin pre pod-
mienky v poli.

Siithrn
V préaci je predloZend metodika stanovenia

bojovych otravnych ldtok v biologickych mate-
ridloch, potravindch a vode s vyuZitim test-ob-

jektu Tetrahymena pyriformis. Tato metdda
v kombiné&cii s chromatografiou na tenkej vrs-
tve otvara nové perspektivy v analyze potravin
a vody v poli.
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