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Badanie odpornosci gryzoni na rodentycydy o dzialaniu

antykoagulacyjnym

Zakres

Niniejsza norma opisuje sposob prowadzenia badan
odpornosci  gryzoni na rodentycydy o  dzialaniu
antykoagulacyjnym.

Zatwierdzenie normy i poprawki

Po raz pierwszy zatwierdzona we wrze$niu 1995.

Wprowadzenie

Wskazniki, co do podatnosci lub odpornosci' gryzoni
na rodentycydy o dzialaniu antykoagulacyjnym zostaty
juz wcze$niej opublikowane (OMS/WHO, 1982).
Dokument ten opisuje ogélne zasady, ktore powinny
mie¢ zastosowanie podczas badania gryzoni na
odpornos¢ wzgledem rodentycydow. Zostal on oparty
gtéwnie na doswiadczeniach z uzyciem rodentycydow
o dziataniu antykoagulacyjnym pierwszej generacji (np.
warfaryny, komatetralylu). Najnowsze dane wskazuja
na fakt, ze do zdefiniowania i wykrycia odpornosci na
rodentycydy o dziataniu antykoagulacyjnym drugiej
generacji (np. bromadiolon, difenacoum) potrzebne jest
bardziej ztozone podejscie. Norma ta ma na celu
zidentyfikowanie = metody  oceny  wyjSciowego
wskaznika odpornosci na rodentycydy o dziataniu
antykoagulacyjnym drugiej generacji. Opisane jest
zastosowanie badan okreslonych juz dla gryzoni
wspotzerujacych, gldwnie szczura wedrownego (Rattus
norvegicus). Celem niniejszej normy jest standaryzacja
definicji odpornosci 1 badan odpornosci wsrod
podmiotdéw cztonkowskich EPPO.

Przyczynkiem dla rozpoczgcia badan odpornosci
gryzoni jest zazwyczaj pojawienie si¢ problemu
niemajacego definiowalnej przyczyny. Wykrycie lub
identyfikacja  gryzoni odpornych na dzialanie
rodentycydow przy pomocy badan laboratoryjnych

Aby w sposob spojny stosowaé termin "odporny"
i "odporno$¢" na innych obszarach stosowania $rodkow
ochrony roélin, odporne na dzialanie rodentycydow
gryzonie powinny by¢ w stanie przezy¢ stosowane dawki,
ktore usmiercityby “zwyczajne” lub “nieodporne” osobniki.
Dodatkowo, cecha ta powinna by¢ dziedziczna. Tak wigc
wykrycie i identyfikacja gryzoni odpornych na dziatanie
antykoagulantow, wymaga uprzedniej charakterystyki
podatnosci ogoélu populacji (OMS/WHO, 1982). Ze
wzgledow praktycznych, dawka ta jest czgsto okreslana
jako dawka krytyczna, ktéora moze by¢ zwyczajowo
podawana gatunkom szkodnikéw lub w przypadkach, gdy
dowody wskazuja na pojawienie si¢ u zwierzat cechy
odporno$ci. Laboratoryjna dokumentacja odpornosci nie
musi jednak oznacza¢ spadku skuteczno$ci preparatu.

65

opisanych w niniejszej normie nie oznacza jednak, ze
badania kontrolne zakoncza si¢ niepowodzeniem. W
niektorych przypadkach, stopien odpornosci moze by¢
wystarczajaco niski do przeprowadzenia pomyslnego
zwalczania, jes$li rodentycyd jest podawany zgodnie z
zalaczonymi zaleceniami. Do ujgcia liczbowego
wspotczynnikow odpornosci, dziedziczenia i wplywu
stanu odporno$ci na skuteczno$¢ zwalczania potrzebne
sa dodatkowe badania.

1. Metody badania odpornosci gryzoni na
rodentycydy o dziataniu antykoagulacyjnym.

1.1 Badania pokarmowe z uzyciem trucizny

Podstawa niniejszych badan jest okreslenie krytycznej
dawki rodentycydu, $miertelnej dla 99 proc. badanej
populacji. Rodentycydy sa podawane w pokarmie, a
odpowiednia dawka jest ustalana poprzez podawanie
pokarmoéw zawierajacych rodentycydy przez zmienna
liczbg dni. Gryzonie najbardziej podatne na dziatanie
antykoagulantow zdychaja w ciagu 21 dni po
zakonczeniu podawania pokarmu zawierajacego
rodentycydy. Odporne gryzonie pomimo spozywania
duzych ilosci przynety podczas okresu karmienia nie
zdychaja (OMS/WHO, 1982).

1.2 Badania reakcji na krzepliwo$¢ krwi

Rodentycydy o dziataniu antykoagulacyjnym hamuja
metabolizm watrobowy witaminy K, potrzebnej do
zamiany kwasu glutaminowego w pozostatosci kwasu

y-carboksyglutaminowego, w zalezne od witaminy K
proteiny, powodujace krzepnigcie krwi. Powodujace
krzepnigcie krwi proteiny albo nie sa wydzielane do
krwiobiegu, albo ich dziatanie jest ograniczone.
Zachodza mechanizmy obronne, o ktorych wiemy, ze
hamuja przyswajanie witaminy K i jej metabolizm u
odpornych szczuréw, w poréwnaniu ze szczurami
podatnymi. Tak wigc poprzez zmierzenie reakcji
krzepliwosci krwi zwierzat w odpowiedzi na dziatanie
antykoagulantu, i poréwnanie z poziomem krzepliwosci
przed podaniem  preparatu, mozna  dokonaé
rozréznienia pomigdzy gryzoniami odpornymi na



dziatanie antykoagulantéw i podatnymi na dziatanie
tych substancji. Zaleta takich badan jest przede
wszystkim mozliwo$¢ szybszego niz w testach
pokarmowych uzyskania wynikow, a reakcja iloSciowa
pozwala na estymacj¢ stopnia odpornosci zaré6wno
poszczegodlnych zwierzat, jak i populacji. Aby uzyskaé
bardziej szczegolowe dane, mozna podawaé
zwierzetom rowniez witaming K w formie, ktora bedzie
dziata¢ jako antidotum u gryzoni odpornych, lecz
niepodatnych na dzialanie substancji (Martin et al.,
1979; Gill et al., 1993; MacNicoll & Gill, 1993).

1.3 Gromadzenie danych wyjsciowych przed
rozpoczeciem testow pokarmowych z
podawaniem trucizny

Podstawowa metodologia powinna by¢ jednoznaczna z
opisang przez OMS/WHO (1982); jedynym wyjatkiem
jest to, ze w badanej grupie zamiast 20 zwierzat jednej
ptci powinno znalezé si¢ jedynie 10. Nalezy tez
zastosowaé nastepujace kryterium — kazde zwierze,
ktére pierwszego dnia badania spozylo malg ilosé¢
przyngty (<20%), w poréwnaniu z pokarmem
nieskazonym, jaki przyjmowalo wcze$niej, powinno
zosta¢ wykluczone z badan. Pokarmy zawierajace
antykoagulanty drugiej generacji powinny zostaé
przygotowane z wykorzystaniem rodentycydow.
Antykoagulanty drugiej generacji sa zwiazkami
rozpuszczalnymi w tluszczach 1 moga nie ulec
rozpuszczeniu w przewodzie zotadkowo- jelitowym i
tym samym w ogole nie wulec rozpuszczeniu.
Rozwiazaniem moze by¢ najpierw rozpuszczenie
antykoagulantu w triethanolaminie, a nastepnie
rozcieficzenie 99 objgtosciami polietylenu glikolu 200
(Zatacznik 1).

Zaaplikowana dieta nie powinna by¢ jednoziarnista,
tak jak ta uzywana podczas doswiadczen w warunkach
polowych, lecz powinna charakteryzowa¢ si¢ pelnym
dziataniem odzywczym. Ilos¢ witaminy K1 i K3 w
pozywieniu powinna zosta¢ zredukowana do minimum,
a nastgpnie podawana w tych samych ilosciach podczas
trwania calego badania. Witamina K1 zniweluje
dziatanie antykoagulacyjne rodentycydow, zard6wno w
przypadku gryzoni podatnych, jak i odpornych na
dziatanie substancji. Witamina K3 w pokarmie
podziata jako antidotum w przypadku Rattus
norvegicus (Szczura wegdrownego) odpornego na
dziatanie antykoagulacyjne (MacNicoll & Gill, 1993b),
lecz nie na odmiang gatunkowa myszy domowej Mus
musculus domesticus (Marshall & Sage, 1981). Nie ma
zadnych dostepnych informacji co do wplywu
substancji na inne odmiany gatunkowe myszy
domowej. Wiele rodentycydéw drugiej generacji o
dzialaniu antykoagulacyjnym dziala $miertelnie na
gryzonie w pelni podatne na te $rodki, juz po jednym
dniu przyjmowania pokarmu. St¢zenie antykoagulantu
powinno by¢ dobrane w taki sposob, aby czgs¢
podatnej na jego dziatanie populacji przezyta 4 — 6 dni
karmienia pokarmem zawierajacym substancjg. Jest to
niezbgdne do pozyskania danych wystarczajacych do

sporzadzenia  wiarygodnej analizy 1  obliczen
dotyczacych  okresow  karmienia ze  skutkiem
$miertelnym. Aby stwierdzi¢ st¢zenie substancji

powodujace $mier¢ u 99 proc. jednostek populacji
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podatnej na dziatanie substancji, po jednym dniu
karmienia (LC99), stezenie rodentycydu powinno by¢
inne podczas kazdego badania, przeprowadzanego jako
seria ograniczonych badan pokarmowych. Ilo$§¢
pokarmu  zawierajacego rodentycydy podawana
kazdemu osobnikowi powinna by¢ niewiele nizsza niz
spodziewane, zwyczajowe dzienne spozycie pokarmu
oraz waga osobnika — zapewni to spozycie catosci
pokarmu.

1.4 Gromadzenie danych wyjsciowych przed
rozpoczeciem badan nad reakcjq na krzepliwos¢
krwi

Nalezy  przygotowa¢  roztwor  antykoagulantu,
odpowiedni do podawania doustnego. W przypadku
warfaryny, moze to zosta¢ osiagnigte poprzez uzycie
rozpuszczalnej w wodzie soli (3.1). W przypadku
antykoagulantow drugiej generacji, do sporzadzenia
roztworu mozna uzy¢ detergentu (3.2). Nalezy tez
przygotowaé¢ wodny roztwor MSB (menadione sodium
bisulphite) lub innej rozpuszczalnej w wodzie soli
menadionu (witaminy K3). Przed rozpoczgciem
podawania substancji pobiera si¢ probki krwi i oblicza
% aktywnos¢ krzepliwosci krwi (PCA) (patrz Zatacznik
I) dla grup skladajacych si¢ z dziesigciu samcow i
dziesigciu samic, podatnych na dziatanie dowolnej
dawki antykoagulantu. Roztwory rodentycydu o
dziataniu antykoagulacyjnym (Zatacznik II) sa
podawane przez doustna intubacj¢ przy lekkim
znieczuleniu ogdlnym. Wielko$¢ podawanej dawki
zalezy od gatunku i rodzaju antykoagulantu. Probki
krwi nalezy pobra¢ po 24 i 96 godzinach od podania
substancji, a nastgpnie obliczy¢ % aktywno$ci
krzepliwosci krwi. U zwierzat, na ktore zadziala
podana dawka anykoagulantu, warto$¢ % aktywnosci
krzepliwosci krwi znajdzie si¢ ponizej wartosci
arbitralnej (np. 10 proc. warto$ci odnotowanej przed
podaniem substancji). Wybor odstepu 24 lub 96 godzin
dla zbadania osobnikéw jest =zalezny od typu
antykoagulantu.  Pojedyncza  dawka  warfaryny
zmniejszy % aktywno$¢ krzepliwosci krwi po 24
godzinach, ale przez uplywem 96 godzin aktywnos¢
krzepliwosci powrdci do normy. W  przypadku
antykoagulantow drugiej generacji, pojedyncza dawka
zmniejszy % aktywno$¢ krzepliwosci krwi u podatnych
gryzoni w przypadku obu odstepéw czasowych.

1.5 Ocena dawki krytycznej

Zarowno w przypadku badan pokarmowych z
podaniem trucizny, jak i badan reakcji na krzepliwosé¢
krwi, nalezy obliczy¢é dawke, ktéra bedzie $miertelna
dla 99 proc. podatnej populacji, reagujacej na dziatanie
substancji ($miercia lub mniejsza niz oznaczona %
aktywnoscia krzepliwosci krwi). Instrukcje
OMS/WHO (1982) wskazuja na zastosowanie analizy
typu probit (Finney, 1971), lecz inne metody
statystyczne moga okaza¢ si¢ réwnie uzasadnione i
réwniez moga zosta¢ uzyte, jesli istnieje uzasadniony
powdd ich zastosowania’. Niezaleznie od uzytej
2 Analiza  komparatywna  kilku  krzywych
wskazujacych reakcje na dawke przy uzyciu zaréwno analiz
typu probit, jak i logit pokazata, ze w niektorych



metody analitycznej, dla najmniej pigciu dawek (lub
okreséw karmienia) powinny znalez¢é si¢ osobniki
reagujace 1 niereagujace na dzialanie substancji.
Obliczenia dla samcéw i1 samic wybranych gatunkow
powinny by¢ sporzadzane oddzielnie. Je$li nie
wystgpuja statystycznie istotne rdéznice pomigdzy
plciami, dane moga zosta¢ zsumowane. W przypadku
badania pokarmowego z podawaniem trucizny, bgdzie
niezbedne ze wzgledow praktycznych, aby okres
karmienia zostal przedluzony o caly dzien ponad
kalkulowana dawke¢. W testach badajacych reakcje na
krzepliwo$¢ krwi, mozna rowniez podwyzszy¢ dawke
do poziomu niewymagajacego wysokiej doktadnosci
wazenia. W obu przypadkach zaowocuje to ostroznymi
ocenami co do wysokosci dawki $miertelnej, co w
konsekwencji zmniejszy prawdopodobienstwo btedow.

2. Opublikowane badania dotyczace
odpornosci szczura wedrownego Rattus
norvegicus na rodentycydy o dziataniu
antykoagulacyjnym

Informacje zawarte ponizej (oraz w Sekcji 3) sa
zbiorem opublikowanych juz wynikow, ktore
niekoniecznie sa zgodne z niniejsza norma, ale zawarte
w nich dane moga okazac si¢ przydatne.

2.1 Odporno$¢ na dziatanie warfaryny

Badanie oceniajace dawke $miertelng substancji zostato
obliczone na okres trwania 6 dni i podawania 0,005%
dawki warfaryny (OEPP/EPPO, 1967; Drummond &
Wilson, 1968). Poziom wyjsciowy zostal opracowany
na podstawie badan na podatnych szczurach, zyjacych
w jednym rejonie, za§ przyngta (niebgdaca
petnowarto$ciowym pokarmem) zostata przygotowana
z suchej mieszanki, a nie roztworu.

Mieszanka wzorcowa warfaryny zostala przygotowana
poprzez wymieszanie 0.1 g warfaryny (substancji
technicznie aktywnej) z 99,9 g maki razowej, a 50 g tej
mieszanki wzorcowej zostalo wymieszanych z 950 g
maki owsianej, do uzyskania ostatecznego stgzenia
warfaryny o wysokosci 0.005% (OEPP/EPPO, 1975).
Szczury zostaly zwazone, umieszczone w osobnych
klatkach i karmione mieszanka (19:1) przez 3 dni.
Przez 6 dni, pod koniec kazdego dnia mierzono
spozycie rodentycydu, zanim resztki zostaly odsypane
do pojemnika na zywno$¢. Dieta zawierajaca trucizng
zostala zastapiona Zwyczajnym pokarmem
laboratoryjnym, a  wskazniki  przezycia  byly
monitorowane przez okres do 30 dni po zakonczeniu
badania, (cho¢ w praktyce wystarczajacy jest okres 21
dni). Przez okres karmienia i obserwacji, szczurom
podawano czysta wodg, niewzbogacona zadnymi
substancjami. Szczury odporne na dzialanie warfaryny
przezyty, pomimo spozycia pokarmu w dniach 5 i 6,

przypadkach analiza typu probit dostarczyta bardziej
miarodajny wykres krzywej, cho¢ w innych przypadkach
lepiej sprawdzita sig analiza typu logit. Analizy probit lub
logit zazwyczaj dostarczaja innych ocen dot. Reakcji w 99
proc. przypadkéw. Cho¢ ekstrapolacja transformacji probit
i logit nie jest najlepsza do identyfikacji dawki krytycznej
dla 99 proc. Przypadkéw, sa one najlepszymi dostgpnymi
obecnie metodami analizy statystyczne;j.

ktdérego stezenie byto o 50 proc. wyzsze niz w dniach 1
i 2 (Drummond & Wilson, 1968).

2.2 Odporno$c¢ na dziatanie difenacoum

Badanie pokarmowe zostato zaplanowane na okres 5
dni, w trakcie ktorych podawano difenacoum o st¢zeniu
0,005% (Redfern & Gill, 1978). Poziom wyjsciowy dla
badanych gatunkow nie zostat okreslony na podstawie
obecnej normy, jako ze w badaniu braty rowniez udziat
szczury odporne na dziatanie warfaryny, dieta nie byta
pelnowarto$ciowym pozywieniem dla tego gatunku, a
difenacoum zostalo podane w formie suchej mieszanki,
a nie roztworu.

Mieszanka wzorcowa difenacoum zostata
przygotowana poprzez wymieszanie 0,1 g difenacoum
(substancji technicznie aktywnej) z 99,9g maki
razowej, a 50g tej mieszanki wzorcowej zostato
wymieszanych z 950 g maki owsianej, tak, aby uzyskac
ostateczne stgzenie difenacoum wysokosci 0.005%.
Badania pokarmowe zostaly przeprowadzone w sposob
opisany powyzej (2.1). Dieta zawierajaca trucizng
zostata zastapiona zZwyczajnym pokarmem
laboratoryjnym, a wskazniki przezywalnosci byty
monitorowane przez 21 dni po zakonczeniu badania.
Szczury odporne na dziatanie difenacoum przezyly po
spozyciu pokarmu w dniach 4 i 5, w ktorym st¢zenie
byto o 50 proc. wyzsze niz w dniach 1 i 2 (Drummond
& Wilson, 1968).

2.3 Odpornos¢ na dziatanie brodifacoum

Badanie oceniajace dawke $miertelna substancji zostato
obliczone na okres 7 dni karmienia brodifacoum o
stezeniu 0.0005% (Gill & MacNicoll, 1991). Poziom
wyjsciowy dla wybranych gatunkow nie zostat
opracowany zgodnie z norma, jako ze dieta nie byta
petnowarto§ciowym pozywieniem, a brodifacoum
zostalo podane w formie suchej mieszanki, a nie
roztworu.

Mieszanka wzorcowa o wadze 10 mg zostala
przygotowana ze 100 g maki razowej, a 50 g mieszanki
wzorcowej zostalo wymieszanych z 950 g maki
owsianej, aby uzyska¢ ostateczne stezenie brodifacoum
o wysokosci 0,0005%. Badania pokarmowe zostaly
przeprowadzone w sposob opisany powyzej (2.1).
Szczury odporne na dziatanie brodifacoum przezyty
pomimo spozycia w 6 i 7 dniach badania o 50 proc.
wigcej pokarmu niz w dniach 1 i 2 (Drummond &
Wilson, 1968). Poniewaz stezenie brodifacoum
wykorzystane w tym badaniu jest nizsze, niz to, ktore
bylo zazwyczaj stosowane w doswiadczeniach
polowych, szczury, ktore okazaly si¢ odporne na
dzialanie brodifacoum podczas badan laboratoryjnych,
moga zdechna¢ podczas praktycznych badan na
obiektach kontrolnych.

3. Opublikowane badania nad odpornoscia
szczura wedrownego Rattus norvegicus na
obnizona krzepliwos¢ krwi

Badania reakcji na krzepliwo§¢ krwi szybko
dostarczaja wynikéow dotyczacych odporno$ci na
dziatanie substancji, zachodzi réwniez zwiazek



odwrotny pomigdzy istota reakcji a stopniem
odpornosci. Ssaki podatne na dziatanie substancji nie
powinny zdechnaé, i moga zosta¢ pdzniej wykorzystane
w badaniach na odporno$¢ wzgledem innych
antykoagulantow. W trakcie nastgpujacych badan
nalezy uwaznie poréwnywaé reakcje na krzepliwosé

krwi  z  poziomem krzepliwosci w  spoczynku,
mierzonym przed podaniem kazdego z
antykoagulantow.

3.1 Odpornos¢ na warfaryne

Martin et al. (1979) opracowat unikalng metodg
badania odpornosci szczuréw na dzialanie warfaryny;
metoda ta zostata pozniej uzupeliona (MacNicoll &
Gill, 1993a). Na potrzeby metody, ktora opracowat
Martin et al. (1979), wolna zasade¢ warfaryny (0.125 g)
nalezy rozpusci¢ w niewielkiej objgtosci roztworu
wodorotlenku sodu (1 M), a nastgpnie zneutralizowaé
do odczynu pH 7.0. Roztwor chlorku sodu (0,85%,
w/v) zostal dodany do uzyskania ostatecznej objgtosci
100 ml.  0,025g witaminy K1  2,3-epoksydu
(niedostgpnego w regularnej sprzedazy) zostalo
rozpuszczone najpierw przez wymieszanie z 0.4g
detergentu Tween 80, a pdzniej przez dodanie 25 ml
roztworu chlorku sodu (0,85%, w/v). Roztwor
warfaryny (100 mL) i roztworu witaminy K1 2,3-
epoksydu (25 ml) zostaly wymieszane, aby uzyskaé
koncowe stezenie o wysokosci odpowiednio 1,01 0,2 g
na ml . Roztwor zostat podany poprzez wstrzyknigcie
do otrzewnej szczura (0,5 ml na 100 g masy ciata) pod
lekkim znieczuleniem, a % aktywnos$¢ krzepliwosci
krwi zostata zbadana po uplywie doby (Zalacznik II).
Szczury o % aktywnosci krzepliwosci krwi wyzszym,
niz. 17 proc. po 24 godzinach byty klasyfikowane jako
odporne na dziatanie warfaryny. Przez czas badania,
szczurom podawano czysta, niewzbogacona wodg.

Zweryfikowana metoda opracowana przez MacNicoll
& Gill (1993a) zamienia witaming K1 2,3-epoksydu na
rozpuszczalny w wodzie 1 dostgpny w regularnej
sprzedazy menadion sodium bisulphite (MSB;
witamina K3), oraz na rozpuszczalna w wodzie
warfaryng sodowana. Warfaryna sodowana (0,136 g)
zostala rozpuszczona w roztworze 100 ml roztworu
sodium chloride (0,85%, w/v). MSB (0,025 g) zostat
rozpuszczony w 25 ml roztworu chlorku sodu (0,85%,
w/v). Oba roztwory (100ml i 25ml) zostaly
wymieszane w taki sposob, ze ostateczne stgzenia
wyniosty 1,08 mgmL' warfaryny sodowanej i
0.2mgmL" MSB. Roztwér zostat podany szczurom
doustnie (0,5 ml na 100 g masy ciata) pod lekkim
znieczuleniem, a % aktywno$¢ krzepliwosci krwi
zmierzona po uptywie doby (Zatacznik II). Tak jak w
przypadku poprzednich badan, szczury, u ktérych %
aktywnos$¢ krzepliwosci krwi byta wyzsza nic 17 proc.,
zostaly uznane za odporne na dziatanie warfaryny.
Podczas badania, szczurom podawano  wodg
wzbogacona MSB.

3.2 Odpornos¢ na difenacoum

Badania reakcji na krzepliwo$¢ krwi, okreslajace
stopient odpornosci szczuré6w na difenacoum zostalty
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opublikowane (Gill ef al., 1993) w oparciu o aktywno$¢
krzepliwo$ci, zmierzona po uptywie 96 godzin po
podaniu pojedynczej dawki difenacoum. Dawka ta
zostala dobrana na podstawie korelacji statusu
odpornosci poprzez reakcje na aktywno$¢ krzepliwosci
krwi  na  przeprowadzane badania pokarmowe
stwierdzajace odporno$¢ na difenacoum (Redfern &
Gill, 1978; 2.2).

Difenacoum (0,125 g) zostalo rozpuszczone w 2 mL
trojchlorometanu, razem z 0,4 g detergentu Tween 80.
Trojchlorometan zostat usunigty strumieniem azotu lub
stezonego powietrza, a do roztworu dodano silnie
mieszajac 100 ml separowanego fosfatu soli
fizjologicznej (phosphate-buffered saline - PBS). MSB
(0,05 g) zostal rozpuszczony w 25 ml PBS, po czym
oba roztwory wymieszano, tak Ze ostateczne stgzenia
mialy warto$¢ 1 mg mL' difenacoum i 0,4 mg mL"
MSB. Roztwor zostal podany szczurom doustnie
(0.5mL na 100g masy ciala) a % aktywnosci
krzepliwo$ci krwi zostat obliczony na podstawie
probek krwi podanych po uplywie 96 godzin
(Zatacznik II). Szczury, u ktorych % aktywnosc¢
krzepliwosci krwi miata warto$¢ wyzsza niz 10 proc.,
zostaly uznane za odporne na dziatanie difenacoum. W
trakcie  badania, zwierz¢tom podawano wodg
wzbogacona MSB. Poréwnawcze dane dla tego
badania (Gill et al., 1993) wskazywaly, ze zwierzgta, u
ktorych % aktywnosci krzepliwosci krwi zmierzony po
96 godzinach byt bliski poziomowi zarejestrowanemu
przed badaniem, moga zosta¢ uznane za posiadajace
wyzszy stopien odpornosci na difenacoum, niz
zwierzeta, u ktorych poziom ten wynosi od 10 do 20
proc.

3.3 Odpornos¢ na bromadiolon

Badanie reakcji na krzepliwo$¢ krwi, okreslajace
stopienn odpornos$ci szczur6w na bromadiolon zostato
juz opublikowane (Gill et al., 1994). W czasie badania
stosowano oddzielne dawki dla samcow i samic, ktore
zostaly dobrane poprzez obliczenie ED99 potrzebnego
do zmniejszenia % aktywnosci krzepliwosci krwi
ponizej 10 proc. zwyczajowego poziomu. Zwierz¢ta
wykorzystane do badan poziomu wyjsciowego byly
szczepem wyhodowanym W warunkach
laboratoryjnych, a mnie podatnymi na dziatanie
antykoagulantu szczurami odtowionymi w warunkach
naturalnych, jak opisano to powyzej (1.3).

Przygotowano osobne roztwory bromadiolonu do
podania samcom i samicom. Bromadiolon (0.025g i
0.06 g) zostat rozpuszczony w 2 ml troéjchlorometanu
razem z 0.4 g detergentu Tween 80. Trojchlorometan
zostal usunigty strumieniem azotu lub powietrza pod
ci$nieniem, po czym energicznie mieszajac do roztworu
dodano 100 ml PBS. MSB (0.5 g) zostat rozpuszczony
w 50 ml PBS, a 25 ml wymieszane ze 100 ml kazdego
z obu roztworow  bromadiolonu.  Wysokos¢
ostatecznych stezen wyniosta 0.2mg mL"' i 0.48 mg
mL"' bromadiolonu odpowiednio dla samcow i samic.
W obu przypadkach st¢zenie MSB wyniosto 2.0 mg
mL". Roztwory podano szczurom doustnie (0.5 ml na
100 g masy ciata) pod lekkim znieczuleniem, a warto$¢
% aktywnosci krzepliwosci krwi zostaty obliczone na



podstawie probek krwi pobranych po uplywie 96
godzin. Szczury, u ktorych % aktywno$¢é krzepliwosci
przekroczyta 10 proc., zostaly uznane za odporne na
dziatanie bromadiolonu. Podczas badania zwierzetom
podawano wode¢ wzbogacona MSB. Tak jak w
przypadku badan  stwierdzajacych reakcje na
krzepliwos¢ krwi i tym samym odpornos¢ na
difenacoum, porownywalne dane (Gill et al., 1994)
wskazuja, ze wyzsza wartos¢ %  aktywnosci
krzepliwosci krwi ma zwiazek z wyzszym stopniem
odpornosci na bromadiolon.

4. Opublikowane wyniki badan pokarmowych z
uzyciem rodentycydéw o dziataniu
antykoagulacyjnym na szczurze s$niadym
Rattus rattus

Odpornos¢ na warfaryne

Badanie pokarmowe dotyczace krytycznej dawki
rodentycydu zostatlo opracowane na okres 28 dni
podawania warfaryny o stgzeniu 0.025% (Greaves et
al., 1976). Przyngta, niebedaca pelnowartoSciowa
karma, zostata przygotowana z suchej mieszanki, a nie
roztworu.

Mieszkanka wzorcowa warfaryny zostata przygotowana
przez wymieszanie (OEPP/EPPO, 1975) 0,50g
warfaryny (substancji aktywnej technicznie) z 99,50 g
maki razowej, a 50 g mieszanki wzorcowej zostato
wymieszane z 950 g maki owsianej, tak, aby otrzymac
ostateczne stgzenie warfaryny o wysokosci 0.025%.
Badanie pokarmowe zostato przeprowadzone tak, jak
to opisano powyzej (2.1). Dieta zawierajaca rodentycyd
zostala zastapiona zwyczajowa dieta laboratoryjna po
28 dniach badania. Szczury odporne na dziatania
warfaryny przezyly co najmniej 14 dni po zakonczeniu
badania pokarmowego.

5. Badania nad odpornoscia myszy domowej
Mus musculus domesticus na dzialanie
rodentycydéw

Badania nad krytyczna dawka warfaryny dla gatunku
myszy domowej zostaly oparte na danych dotyczacych
zwyczajow pokarmowych gatunku, pozyskanych z
badan przeprowadzonych w Wielkiej Brytanii (Rowe &
Redfern, 1964). Myszy odporne na dziatanie warfaryny
przezyty okres karmienia warfaryng o st¢zeniu 0,025%
przez 21 dni. Zaleca sig, aby ta okreslona dawka
krytyczna nie byta podawana w krajach innych niz
Wielka Brytania, poniewaz w réznych krajach Europy
zyja rézne podgatunki myszy domowej (Marshall &
Sage, 1981). Warto natomiast zbiera¢ dane dotyczace
wskaznika wyjsciowego, tak jak opisano to powyzej
(1.4, 1.5), uzywajac reprezentatywnych osobnikéw
myszy domowej, aby moc prawidlowo dobra¢ badania
nad dawka krytyczna rodentycydu.

6. ldentyfikowanie i
podatnych osobnikéw

Ogolne zasady opisane wczesniej (OMS/WHO, 1982)
powinny zosta¢ réwniez stosowane w pobieraniu
probek potrzebnych do zebrania wyjSciowych danych
od zyjacych na wolnoSci zwierzat. Istotnym warunkiem
jest, aby badane zwierzg¢ta pochodzity z rdznych okolic;

pobieranie probek od
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najlepiej jednak, gdyby ,zestaw badan zostat
przeprowadzony na zwierzgtach z wielu roznych
populacji. Populacje, z ktorych wybiera si¢ zwierzgta
do ustalenia wskaznika wyjSciowego, powinny
otrzymywac przed rozpoczeciem badan najmniej jak to
tylko mozliwe antykoagulantéw, przy czym nie
powinny byly spozywaé ich w ogodle w ciagu szesciu
miesigcy poprzedzajacych badanie”. Dodatkowo,
gryzonie powinny by¢ podatne na dziatanie wszystkich
koagulantow, jako ze gryzonie odporne na jeden rodzaj
antykoagulantu, moga w pewnym, cho¢ niewielkim
stopniu, by¢ oporne krzyzowo na inne antykoagulanty.
Moze to doprowadzi¢ do biednych ocen dawek
krytycznych.

W niektorych krajach moze okaza¢ sig¢ trudnym
znalezienie takiej populacji gryzoni, ktéra z pewnoscia
jest podatna na dziatanie antykoagulantow i nie
zetknela si¢ z nimi w ciagu poprzedzajacego poétrocza.
Mozna temu zaradzi¢ hodujac w  warunkach
laboratoryjnych populacje gryzoni, o ktorych wiadomo,
ze sa podatne na dzialanie antykoagulantéw, a
pochodzacych od okazéw zyjacych na wolnosci,
schwytanych w miejscach o jak najwigkszym
zrdéznicowaniu.  Warunki  kojarzenia  osobnikow
powinny wplywaé na jak najwigksze zréznicowanie
genetyczne wewnatrz populacji, na przyklad poprzez
unikanie kojarzenia rodzenstwa.

Niektére gryzonie odporne na dzialanie warfaryny
wykazuja zwigkszone zapotrzebowanie na witaming K
(Hermodson et al., 1969). Dzikie gryzonie przez kilka
dni po schwytaniu znajduja si¢ pod wplywem stresu, a
niektore odporne osobniki moga zdycha¢ z powodu
braku witaminy K. Problem ten w przypadku gatunku
Rattus  norvegicus (szczura wedrownego) zostat
rozwigzany poprzez dodawanie witaminy K3
(menadione sodium bisulphite) w ilosci 100 mg L.
Woda pitna wzbogacana w ten sposéb powinna by¢
Swieza, przygotowywana co 3 — 4 dni.

7. Sekwencyjne badanie odpornosci na
rodentycydy o dziataniu antykoagulacyjnym

Istnieja powazne dowody na to, ze obecnosc
rodentycydow o dziataniu antykoagulacyjnym moze
zosta¢ wykryta w watrobach zaré6wno gatunkow
ssakow, jak i ptakow w kilka tygodni po podaniu. Nie
jest jednak jasne, jak te pozostatosci wplywaja na
funkcje krzepliwosci krwi, lub jednoczesne dziatanie
tego samego lub innego antykoagulantu. Czgsto
zachodzi potrzeba badania tych samych osobnikéw na
odpornos¢ wobec kilku rodentycydow o dziataniu
koagulacyjnym, aby ustali¢, zastosowanie ktorego z
nich da najlepsze rezultaty. W tym przypadku jako
pierwsze powinny zosta¢ przebadane antykoagulanty
pierwszej generacji (np. coumatetralyl, diphacinon lub
warfaryna). Jesli ktores z gryzoni sa odporne na te
sktadniki, powinny zosta¢ nastgpnie przebadane na
odpornos¢ wobec antykoagulantow drugiej generacji
(bromadiolon lub difenacoum). Na ostateczna grupg
sktadnikow do przebadania powinny sktadac¢ sig
pojedynczo podawane rodentycydy o dziataniu
antykoagulacyjnym (brodifacoum, difethialon lub
flocoumafen). Pomigdzy badaniami odporno$ciowymi



nalezy zostawi¢ co najmniej trzytygodniowe odstepy,
by zwierzgta mogly powroci¢ do zwyczajnego poziomu
krzepliwosci krwi®. Razem z badaniami pokarmowymi,
zbiegaja si¢ one w czasie z trzytygodniowym okresem
obserwacji. Krotsze okresy odpoczynku moga by¢
stosowane podczas badan reakcji na krzepliwos$¢ krwi,
ze wzgledu na nizszy poziom stosowanych dawek.
Jednak przed rozpoczgciem kolejnego badania nalezy
sprawdzi¢, czy organizm zwierzgcia powrdcit do
pierwotnego poziomu krzepliwosci krwi.

8. Interpretacja badan na odpornos¢

Najlepszym rozwiagzaniem jest stosowanie badan na

odpornos¢  wobec  rodentycydow o  dziataniu
antykoagulacyjnym do  rutynowego zwalczania
populacji  polowych. Mozliwa bylaby  wtedy

identyfikacja 1 eliminacja populacji z odpornymi
osobnikami. Jest jednak bardziej prawdopodobne, ze
takie badania beda stosowane w celu stwierdzenia, czy
fizjologiczna odporno$é jest czynnikiem wptywajacym
na niepowodzenie dziatan dotyczacych zwalczania.
Nalezy rowniez pamigtaé, ze okolo 1 proc. gryzoni
podatnych na dziatanie rodentycydéw, zostanie bl¢dnie
zakwalifikowanych do grupy opornej na dziatanie
substancji. W kazdym przypadku wykrycia nieznanego
wcezesniej typu odpornosci, w zaleznosci od gatunku,
umiejscowienia geograficznego lub uzytego
rodentycydu,  przypadek taki  winien  zostac
potwierdzony podczas badan rozmnazania osobnikow
w warunkach laboratoryjnych tak, aby wykazac
dziedziczno$¢ tej cechy. Dodatkowo, czynniki
odpornosci powinny zostaé oszacowane dla gryzoni
odpornych w odniesieniu do zwyczajowej, podatnej na
dziatanie substancji populacji gatunku.. Wysokos¢
wspotczynnika odporno$ci moze zostaé wykorzystana
jako wskaznik odpornosci w probie kontrolowanego
niepowodzenia. Rzeczywisty wplyw na dzialania
przeprowadzane w praktyce jest bardzo trudny do
okreslenia, z powodu wielu zréznicowanych czynnikow
mogacych wptywaé na sukces badan polowych. Nawet
niewielki czynnik odpornosci moze mie¢ pewien
wplyw, powodujac wzrost spozycia przyngty w ilosci
niezbednej do dawki $miertelne;.

9. Przyszie osiggniecia

Dopoki antykoagulanty beda sktadnikiem najczesciej
uzywanym do regulacji liczebnosci gryzoni, dopoty
wymagane bgda badania odpornosci na nie. Badania
reakcji na krzepliwo§¢ krwi maja wiele zalet w
poréwnaniu z badaniami pokarmowymi z podawaniem
substancji trujacych, biorac pod uwagg badania
sekwencyjne, humanitarno§¢ oraz pozyskiwanie
informacji na temat stopni odpornosci. Badania
pokarmowe z uzyciem substancji trujacych pozostaja
jednak istotnymi metodami wyodrgbniania gryzoni
odpornych i nieodpornych. Trwajace badania moga
prowadzi¢ do nowych testow, poczawszy od badan na

3 Do$wiadczenie wskazuje jednak, ze okres ten moze
by¢ wydluzony lub skrécony, zaleznie od uzytego
antykoagulantu, gatunku gryzoni oraz odpornosci badanych
zwierzat.
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$miertelno$¢, przeprowadzanych przez wstrzykiwanie
dawek $miertelnych, po przeprowadzanie badan
genetycznych, celem wyodrgbnienia  osobnikéw
noszacych geny odporne na dzialanie omawianych
substancji. Pewnego naktadu pracy wymaga rowniez
okreslenie korelacji czynnikoéw odpornosci obliczonych
podczas badan laboratoryjnych  kontrolowanego
sukcesu 1 porazki. Przyszly rozwoj rodentycydow
niedziatajacych w sposéb  koagulacyjny bedzie
potencjalnie prowadzi¢ do wyodrgbnienia nowej grupy
metod badania odpornosci. Niemniej jednak, zasady
wyszczegolnione w niniejszej normie powinny mieé
zastosowanie w odniesieniu do tych nowych obszarow.

ZALACZNIK I

Przygotowanie pokarmu na potrzeby badania

Niektore przynety zawierajace rodentycydy o dziataniu
antykoagulacyjnym drugiej generacji przygotowywane
sa ze stezonych roztworow polietylenu glikolu:
triethanolaminy (99:1). Jesdli jest to konieczne, roztwory
te mozna przygotowac z materialow krystalicznych, jak
opisano ponizej (MacNicoll & Gill, 1993b).
Odpowiednia dawka antykoagulantu w formie
krystalicznej jest rozpuszczana w 1 ml triethanolaminy
i 2-3 ml polietylenu glikolu 200 poprzez mieszanie i
delikatne podgrzewanie do temperatury 60°C. W ten
sposob powstaje 100 ml roztworu z polietylenem
glikolu 200. Jesli jest to mozliwe, roztwory powinny
by¢ swiezo przygotowywane; jesli nie jest to mozliwe,
substancje musza by¢ przechowywane w ciemnych
pomieszczeniach, aby nie dopusci¢ do zajscia fotolizy.
Najlepszym miejscem do przechowywania bedzie
chlodnia. Material badawczy jest przygotowywany
poprzez wymieszanie 50 ml rodentycydu z 1 kg
pokarmu, bedacego petnowarto§ciowym pozywieniem
dla okreslonego gatunku gryzoni. Najlepiej uzy¢
pokarmu laboratoryjnego lub pokarmu przeznaczonego
dla $win Iub drobiu. Sktad diety powinien zosta¢
rejestrowany, zwlaszcza zawarto$¢ witaminy K, ktora
zgodnie z zalozeniami nie powinna przekraczac
2 mgkg' diety (MacNicoll & Gill, 1993b). Ten sam
pokarm powinien by¢ uzyty do ustalenia wskaznika
wyjsciowego reakcji gatunku i wszystkich przysztych
zastosowan testu badajacego odpornos¢.

ZALACZNIK I

Badania reakcji na krzepliwo$¢ krwi

Przygotowanie roztworow rodentycydow o dziataniu
antykoagulacyjnym

Wodny roztwoér warfaryny moze zostaé pozyskany
dzigki uzyciu soli warfaryny lub wolnej zasady
rozpuszczonej w zasadzie (MacNicoll & Gill, 1993a).
Roztwor antykoagulantéw drugiej generacji moze
zostaé przygotowany z glikolu polietylenu i
triethanolaminy (99:1), tak jak zostalo to opisane w
Zataczniku I, lub w wodzie za pomoca detergentu (3.2,
3.3; Gill et al, 1993, 1994). Roztwory powinny by¢
przygotowywane codziennie, tak, aby zachowaé
swiezo$c¢.



Mierzenie reakcji krzepliwosci krwi

Rodentycydy o dzialaniu antykoagulacyjnym niweluja
koncentracje zaleznych od witaminy K czynnikéw
odpowiadajacych za krzepnigcie krwi u gryzoni. Jest to
taki sam efekt, jaki daja antykoagulanty stosowane w
medycynie przy leczeniu zaburzen krzepliwosci krwi.
Wigkszo$¢ szpitalnych oddzialdéw hematologicznych
jest zazwyczaj w posiadaniu zestawow do badania %
aktywnosci krzepliwoséci krwi w pobranych prébkach
krwi. Cho¢ wykorzystywany do tych celow sprzgt jest
automatyczny lub poélautomatyczny, mozliwe jest
mierzenie czas6w krzepnigcia krwi ze stoperem i
kapiela wodna o temperaturze 37°C. W praktyce, czasy
krzepnigcia krwi u odpornych i nieodpornych na
dziatanie rodentycyddéw gryzoni sa tatwo odrdznialne,
jesli tylko dawka krytyczna zostata dobrana we
wiasciwy sposob.

Probki krwi (0.2 ml) pobierane sa z zyly ogonowej
szczuréw lub pozaoczodotowej zatoki u myszy, pod
znieczuleniem, 1 mieszane z 0.02ml roztworu
cytrynianu trojsodowego o st¢zeniu 3.13%, a nast¢pnie
przechowywanego w lodzie. Odczynnik badania (np.
badanie trombocytozy) prowadzony jest zgodnie z
zaleceniami dostawcy o podawaniu substancji ludziom.
Probki krwi (0.05 ml), inkubowane wczeéniej przez 3
do 5 min. w temperaturze 37°C, sa dodawane do
odczynnika (0.25 ml). Nastgpnie mierzy si¢ czas, ktory
uplynie, zanim krew i odczynnik skrzepna. Jesli jest to
mozliwe, pomiar czasu krzepnigcia kazdej probki krwi
powinien by¢ dokonywany trzy razy.

Kazda porcja odczynnika badania na krzepliwo$¢ krwi
nieco si¢ r6zni, dlatego nalezy sporzadzi¢ standardowe
wykresy czasu krzepnigcia w odniesieniu do %
aktywnosci krzepnigcia dla kazdej partii odczynnika,
dla obu plci. Aby to osiagnaé, taczy si¢ probki krwi
czterech samcoéw 1 czterech samic podatnych na
dziatanie warfaryny zwierzat, oddzielnie dla kazdej
pici. Polaczone probki sa rozcienczane cytrynianem
salinu (0.77% w/v sodium chloride, 0.42% w/v tri-
sodium citrate), aby uzyskaé¢ dane standardowe 100, 50,
25, 12.5 oraz 6.25% aktywnosci krzepnigcia.
Standardowe wykresy sporzadza si¢ w oparciu o czasy
krzepnigcia rozcienczonych substancji polaczonych w
odniesieniu do odwrotno$ci rozcienczenia (1/%
aktywnos$ci krzepnigcia), i umieszcza si¢ wykresy w
odniesieniu do prostej linii. Standardowe krzywe dla
samcOw 1 samic sa stosowane do przeksztalcenia
czasOw krzepnigcia krwi wobec % aktywnosci
krzepnigcia.
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