
ROČNÍK LVI, 1987, č. 4 VOIENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 163

623.459.5.‘593J
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Federálne ministerstvo národnej Obrany

Úvod

V súčasšnom Období je pri štúdiu v rôznych
ob'lasfltiach .biologických vied čoraz väčšiťa po-
zornost Wenovażná jednoduchým biologickým
testovacím objektom [Ni'šüiaır a Niš'tiarová,
1983]. V porovınaflni :s bežfnými žlaboratórnymi
Inodelfmi (myši, łkrysy, psi, opice :a`p.] Sú pri
použití j-edınobu'nkových organizmoflv lvýrazne re-
dutkˇovainé ekonomické ınároky, problémy homo-
genity testovacieho súboru i fmfaınipulačıné pro-
blemy.

Taıký'm jednoduchým biologickým testovacím
objektem je aj pır'vok Te'trahymena py-rif-ormıis
[obr. 1), iktvorý je predmetom aj inašieh štúflˇdií,
na jmä v súvislosıti s 'využitím ztflohto prvoka na
stašnovenie Škodlizviın iv biologických materiá-
loch, resp. prostredi [Cooley et al., 1973; Sil-
'bers'tein, 1973; R.u*t`hve-n 'a Cairns, 1975; Yoshizza-
wa a Moro-ova, 1975; Moravcová, 1978]. Siktúse-
nosti Z .našich 'doterajších prác ukáflzali [Ndštiar
et al., 1984, 1988], `že vzhľˇado*m žna sfkvafllitżnenie
stanovenia rnıiekžtorých .toxických látok je po-
trebné prehodnotit' doterıajžšie poznatky o nie-
ktoré biochemické ułkazovatele [Staınovenie iłn-
hibície xkl'účových »enzý`mozv], ktoré 'by mohli
byt' vyuˇžıité pri Zžvýˇšení Senzitivity metodiky,
resp. by dopomohli flk hlbšiemu pochopeniu sa-
motného účinku toxických lá'tok.

Cieľom žnˇašich pokusov bolo Vvypracovat' jed-
notžný metodický postup .na stanovenie toxic-
kých lá-.tok so Zvláštnym Vzameraťnim na bojové
Otravıné [látky s nervovo-paflraılyti-ckým účižnik'om
V biologických młafteriáflloch s využitím Tetfrťaıhy-
meny pyrif-ormis ialko testobjektu.
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Obr. 1

Materiál a metody

Do pokusu sme Zaradili Tetrafhymenu pyriÍor-
mis kmeň W, ı'kztorý Sme uıdržiavˇali v médiu PPY
podľa Oriasa 'a Brunsa 11978), ktoré malo Zlo-
ženie:
pøroteózo-p-eptóın ['fy Dirfco] .....................
kvasničsný extrìaflkt [fy Di`fcoj .................. 1,0 g
roztok -minerálii ................................................ 1,0 g
de'stiżloıvaıná zvoda ............................................. 1000,0m1

Roztok minerálii:
Mg804 . 7 H20 ...................................................... 10,0 g
Zın804 . 7 H20 ...................................................... 5,0 g
Fe804 .7 H20 ...................................................... 0,5 g
CaCl2 . 2 H20 ...................................................... 1000,0 m1

Testy .toxicity sme :vykonánvˇali `V experimen-
táil'nom médiu, ,*ktoré malo zloženie:
proteóZo-'peptóšni .............. _ ..................................... 0,1 O/0
škvasinivčný extrakt ........................................... 0,02 0/0
gluikófza ......... . .............................................................. 0,02 0/0

Všetky médiá :boli sterilizované pri 0,1 MPa
a 121 °C po dobu 20 min/út.

V 24-ıhodivnovom teste ltoxicity sme používali
24-'hod'›i.nové :kulıtúry o ˇobjeme 4 ml, poras'tené
v experimentálnom médiu. K tevstovanej flkultúre
sledovali :pohybıliıvıost' rprv'ok-ov, percentuálnu le-
tazlitu, morfologická zmeny po 24 a 72 hodinách
ivn'kubácie.

Počty prežiťvaj'úcich buniek sme stanovili po-
čítaıním 'vo Fucšhs-Ro-Senthelových komôrzkach
po vitálnom farbení. V 3-hodıiınovom rychlotes-
te sme Epriide’izvali ik 4ml 24-hodinovej ıkuılfltúry
v experimtentázlžnom médiu ınoxu o :objeme 1 ml
z 'každého triedenıia do 4 paralelných Ina-dob.
Takt-o iıntoxiłkovazné §kui1rtúłry sme inkubovali po-
čas 3 ıhodí'n pri 25 °C 'Za stáleho trepa-nia :Vo
vodnej lázz'ni s treıpač'kou ł[Shaker Bath type
809/A łfy MTA, Kultesz MER]. Po iznkubácii sme
Stafnovıiłli počty žiıvých fbulniek, aflko to u-ž šbolo
uvedené zvyššie.

Z 'orfgaınofosvfátov sme Sledovali látku VX
[0-etyšl-S-/'2-‹diiflzopropy1=amiznoetyl ] -ester kyse-
liny ımetyiltšhiofosforitevj, lúč'itnžnost' 92,5 0/0. Látka
sme 'pridáflv'ałlıi -študovaınú noxu :O objeme 1 m-l a
Z |ka'žıdeho riedenıia [dávıky] ınoxy sme intoxi-
kovaili 4 paflrarlelné ıvzorzky. V tomto systéme Sme
VX bola 'aplikovaná «V dáıvıkach 220,58; 441,15 'a
882,3 pg . 1‘1; 1,78; 3,53; 7,08; 14,12; 28,23; 58,48;
112,93; 225,85; 451,7 a 903,4 :ng.1ˇ1; 1,81; 3,81;
7,23; 14,45; 28,91; 57,81; 115,83; 231,25 'a 482,5
,ug .1"1 média.

Metation —— '[ 0,0-fldiımety-1-0-/34metyfl1-4-nitšrofe-
,ny'lj *thiOzÍ-ostát flvýaro'by CHZID Bratislava,
S účıižnnost'ou 98 O/0. Metatioo bol apliëkovaný

20,0 g
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v dávikach 186,25; 372,5; 745,04ng.l"1; 1,49;
2,98; 5,96; 11,92; 23,84; 47,68; 95,37; 190,74;
381,48 a 762,95 ug.|l"1; 1,53; 3,05; 6,10; 12,21;
24,41; 48,83; 97,66; 195,31; 390,63 a 781,25 mg .
.1‘1; 1,56; 3,13; 6,25; 12,50; 25,0; 50,0 a 100,0
g . 1‘1 média.

Dichfllórvos —-— [0,0-.d'1«;mety'1-0-/2,2—d10h16rv1-
nyl] fosfát, CHZID Bratislava, výıroby ZSSR
s účinfnost'ou 95,9 0/0. Dichlórvos bol aplikovaný
v dávkách 597,57 ›ng..1-1; 1,2; 2,39; 4,78; 9,56;
19,12; 38,24; 76,49; 152,98; 305,96 a 611,91ıug.
.'l'l; 1,22; 2,45; 4,90; 9,79; 19,58; 39,16; 78,33;
156,75; 312,5 a 625,0-mg.1“1; 1,25; 2,5; 5,0 a
10,0 g. l*1 média.

Trichlórfon —— [0,0-1d11mety’1-/2,2,2-tric111601-
-hydroxy-etyfllfosvfoná't], l\legu›v“onR Bayer [NSR],
S účinnost'ou 98,0 0/0. Trichžlórfon bo-l aplikova-
ıný av dávkách 500,0 pg . 1‘1; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0;
16,0 a 32,0 mg . l'1 média.

Z vkarbamátov sme testovali Phenmedi-
pham ›- [3-mežtzoxykarbanylaminovfenyl-N/3-n1e-
tyltenyl/'karbamátL ivýroby Synthesia Pardubi-
ce, S účinnost'ou 95,0 O/0. B01 aplikovaný -v dáv-
kách 24,42; 48,83; 97,66; 195,0; 391,0 a 781,0 ,ug.
.1”; 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0;
200,0; 400,0 a 800,0›mg.lˇˇ1; 1,6; 3,2 a 6,4 g. 1"1
média.

Eseriın —— [CZZH27N305, Physo-Stigmin Spofa].
Bol aplikovaný Äv dáıvkach 97,66; 195,31; 390,63
a 781,25 lLıg . l"1; 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0;
100,0; 200,0; 400,0 a 800,0:mg.1‘1; 1,6g.1"1
média.

Z Chelôrovanÿch yu-hl'oflvodilkov sme testovali
Gama —— HCH —— [gama-fhexachló'rcyklohexán,
Skiabiciàd S\po@f‹a]. Bol vašplik'ovaný v dákach
122,07; 244,14; 488,28 Va 976,56 lug.l'1; 1,95;

Zo Skupiny Ihalogenovaných alkylaminov [du-
Sikaté yperifty] s výrazným vcytoStatickým účin-
kom Sme do testov Zaradili:

Trich'lórmetiniu'm -- [tricˇhlórtrietylamín,
V domácom Íarmaceutickom ıprípravku TS 160
SflpofaJ. Bol apzlıì-kovaný v dávkách 1,22; 2,44;
4,89; 9,77; 19,53; 39,06; 78,13; 156,25; 312,5 a
625,0 mg . l"l média.

Bromebran Sodný - [CaBrNaOU Sodná
Sol' kyseliny ciS-3-brom-4-/4-me.toxyienyl/-4-
-oX‹o-2-buténo‹vej v ˇprípra'vku Cytembena. Brom-
ebran Soıdný bol aplikovaný V 'dávkách 9,77;
19,53; 39,06; 78,13; 156,25; 312,5 a 625,0 mg . 1“;
1,25; 2,5; 5,0; 10,0 a 20,0 g . l'1 média.

Pre Všetky štud-ované noxy Sme Stanovili hod-
noty LD100 va yLDvm po 24 hodinách a po 3 hodi-
nách |pre .rých'ly test metódou, ako uviedol M0-
liinenguo {1979].

Aktivity acetyfllcholi'nesterázy -[AChE, E.C.3.1.
.1.7.] boli Stanovené metódou podľa Tulacha
[1958] :vo vlastne] modifikácii tak, že 'na 4lýzu
buniek bol použitý roztok 1,0% Tritonu X—100
V 0,5 *mol . l"1 TriS-HCl pufri o pH 7,6 .K 0,5 ml
uvedeného lyzans bolo pridaných 3,5 ml vyše-
trovanej kultúry flpopulácie 1prèvoka Tetrahyfme-
na pyrifożrmzis W. Ďalší postup bol ako pri Tu-
lachovej Ämetóvde, ale pri tep'lote 25 OC.

Dávka vyˇvoláˇvajúca 500/0 inhibiciu aktivity
enzýmu bola Stanovená probitovou analýzou
[Cavalli-Sforza, 1964].

Výsledky a diskusia

Pri stanovení toxicity látky VX Sme 'pri mor-
folvog'ickom :vyše-trení Zistiflli zazgul'acovanie, Va-

Tab. I
Prehľad toxicity šıudo'vaných la'ıok 'v 24 a 3h0dı'novom teste u Tetrahymeny pyrzformis W

(dávka noxy vyjadrená na 1 liter média)

24hodinový test 3hodinovÿ test _ . , .
50”0 inhıbıcıaNoxa aktivity AChE

LDınn LDzzn LDınn LDšn

Látka VX
Metation
Dichlórvos
Trichlórfon
Phenmedipham
Eserin
Trichlórmetínium
Bromebran Sodný
7) — HCH
Chlórmequat

56,5 ng
34,6 ug
26,7 mg
28,5 mg

800,0 mg
400,0 mg

1,25 g
2,1 g
7,8 mg

20,0 g

7,0 ng
8,9 {Lg
4,9 mg
4,0 mg

12,5 mg
25,0 mg

428,2 mg
51,2 mg

976,6 ug
468,7 mg

72,4 ng
190,7 51g
76,5 mg
32,0 mg

3,2 g
800,0 mg

2,5 g
2,5 g

125,0 mg
80,0 g

28,2 ng
47,7 {1g

9,6 mg
8,0 mg

400,0 mg
100,0 mg
625,0 mg

78,1 mg
15,6 mg
2,5 g

637,2 pg
745,0 ng

1,2 mg
1,0 mg
5,8 mg

31,2 mg

3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,5; 125,0 a 250,0 mg.
. l"1 média.

Chlérmequat ——— [výroby Synthesia Kolín,
s účıiınnost'ou 99,9 O/0]. Bol aplikovaný v *dávkach
305,16 a 610,31 „gnI-I; 1,22; 2,44; 4,88; 9,77;
19,53; 39,06; 78,13; 156,25; 312,5 a 625,0:mg.
.1”; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 a 160,0
g . fl-1 fmédia.

kuovlázrnu degeneráoiu, chromatínovú degene-
ráciu, ,hypo- až am'otiøliitu a lýzu buniek. Obdob-
ˇný morfologický nález ìbožl lzistezný Vu ˇostatných
organofosfátov. U karba'mátov boli morfologic-
ké Zmeny máslo výrazné. U cytostatik Vboli mor-
foılogic'ké Zmeny /re'prevzežnt-ované dégénérativ-
nyımi zmenaımi :v jadrách buniek. U chlórova-
ných uhl'ovo'dikov zprevládafli defformácie tvaru,
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tj. Zvýšezný výskyt :cylindrických, zk=ub`ický~ch a
polygonázlınych bunievk.

Prehl'ad toxicity stud-ovanych latok iv 24-'h'od'i-
novom a 3-ihodiiznovom teiste fluvádflzaime .v tabul-
ke 1.

Uvedené ıvýsledky ipotıvrzdzuıjú naše predipo-
klady Lo .zaradežní bio-testu Tetrahymena pyri-
formis do súboru metodik 'na |Stavnorveinie bojo-
vých otravných látok iv ı`biologických materiá-
loch. Na .rýchlle Stanovenie .postačuje 3—hodino-
vý variant testu, ktorý je v pripade nežrvożvo-pa-
ralytickýoh fllátok zdoiplnený o stanovenie 50%
inhibicie aktivity enzýmu acetylchodinesterézy.
Tát-o je Za fyznioilogických .podimienok reprezen-
tovaná pri 24-flhodiınoivej popužlácii buniek akti-
vitou 1,53 [1,392-1,686] ,ukatalov . 10ó b-ušniek.
.ml‘1 média.

Záver

Test v uvedenom variante Splňa Svojou citli-
vost'ou požˇiafdˇavìky aj pre -Stan'o'veflnie .nervovo-
ąparalytických bojových otravných látok flv .po-
travinách a vode. Nevýhodou test-u je, že ip~o Vk-vfla-
litativnej stránške ınerozflivšu-je jednotlive druhy
bojových otravných 11átok, ıale Slúži 'na ich kvan-
titaftívne stainovešnie, ktoré je však vel'vmi citlivé.
Preto je »potrebžné VSúbe'ž-ne S bio-testem toxicity
prevadzat lkvali'tatívne fsitanovenie inoxy lmeto-
dou chromatografie na teznkej fvrstzve, zalešbo už
zavedenými, resp. bıiocheflmickými metódaımi,
ktoré sú .v-hoıdıné .na žk.valita.tí‹v:ne Stanove'nie, žale
nevyhovujú pre *kvašnt-it'atízvnvu analýzu.

V uvedenom .pre-vedení je možıné ıočavkäuvat
značné ÍSkva-nlitnenie doteravjšiżch npo-Stuıpov sta-
novenia bojových otravných vlátožk .v lpotravi-
nách, 'vode a biologických imavteriáflloch. Ceiliková
dlžka času kvalitativflneho Iaj akvanititativinehˇo
Stan-ovenia žnvezpflresahuje 4-6 hodí-n p're pod-
mienky v poli.

S'úhrn

V práci je predložena Ametodika s'tavnovennia
bojových otravných látok v biologických lmate-
riáloch, potravinách a vode s využitím test-ob-

jektu Tetrahymena |.pyrifžormis Tat-o metéda
v :k'oimbinácii s chiroma'togrflaffio'u nˇa teinzkej vrs-
tve iotflváıra :nové perspektivy Iv analýze -potr'aiviın
a -vody v poli.
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