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ABSTRACT. Immature stages of Lucilia sericata (MEIGEN, 1826) were studied as cultured
in medium at three concentrations of Thiocodin, the cough suppressant based on codeine
phosphate (methyl morphine derivative) and guaiacolsulfonate, available without a prescription.
The obtained results proved that the presence of the drug affects both development time
and growth rate, which consequently may affect the estimation of the postmortem interval
(PMI).
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WSTEP

Pierwsze obserwacje wptywu trucizn na kolonizacje zwtok przez Diptera opisal UTSumI
w 1958 (BYRD et CASTNER 2010), jednak dopiero od roku 1980 rozpoczeto badania nad
detekcja zwigzkow chemicznych gromadzacych si¢ w zerujacych na zwlokach stadiach
preimaginalnych, dajac poczatek nowemu rozdzialowi w dziedzinie entomologii sadowej —
entomotoksykologii (GOSSELIN et al. 2011, DAYANDA et KIRAN 2013). Obecnie
w entomotoksykologii, w aspekcie medyczno-kryminalnym, wyréznia si¢ dwa gtowne nurty
badan — wptywu ksenobiotykow na zastosowanie metody sukcesyjnej i rozwojowe] przy
okreslaniu post mortem intervallum (PMI) oraz wykorzystywania zebranego materiatu
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entomologicznego, jako alternatywnego zrodla do analiz toksykologiczno-sagdowych
(SKOWRONEK 2012, CHOPHI et al. 2019). Nalezy pamigta, ze wyniki uzyskiwane w tego
rodzaju badaniach pozostajg w istotnym zwigzku z naturalnymi uwarunkowaniami w miejscu
zbioru prob (lokalizacji geograficznej, strefy klimatycznej, sezonu) oraz biologii/fenologii
gatunkdw tam wystepujacych, sama entomotoksykologia za$ jest nauka mtoda, a liczba
dostepnych ksenobiotykow i ich pochodnych caly czas si¢ zwigksza (INTRONA et al. 2001,
SKOWRONEK et CHOWANIEC 2010). Dlatego tak waznym jest, aby kontynuowa¢ badania
wplywu zwigzkdéw chemicznych na owady o znaczeniu medyczno-kryminalnym.

Gatunkiem modelowym wykorzystanym w niniejszych badaniach jest Lucilia sericata
(MEIGEN, 1826). Jest to muchowka heliotropowa, pospolita i szeroko rozprzestrzeniona
w strefie klimatu umiarkowanego. Dorosle samice sg silnie wabione zapachem padliny,
fekaliow czy otwartych ran, do ktorych sktadajg jaja (VALACHOVA et al. 2013). W wigkszoS$ci
przypadkow, Lucilia jako pierwsze dokonuja owipozycji na zwlokach, dlatego odgrywaja
kluczowa role w okres$laniu PMI (KACZOROWSKA et DRABER-MONKO 2010).

Przeprowadzone badania miaty na celu wykazanie, czy powszechnie dostgpny lek
Thiocodin (preparat ztozony, zawierajacy metylowa pochodna morfiny) zastosowany w
pozywce larw Lucilia sericata wplywa na czas rozwoju oraz tempo przeobrazen stadiow
preimaginalnych tego gatunku, a tym samym, czy obecno$¢ leku w pozywce larw L. sericata
moze zawazy¢ na szacowaniu PMI w analizach kryminologicznych.

MATERIALY I METODY

Materiat doswiadczalny stanowity wszystkie stadia rozwojowe Lucilia sericata. Muchowki
potawiano w okresie VI-IX 2016 roku, na terenie Sopotu Kamiennego Potoku. Postaci
doroste wabiono wytozong na nastonecznionym balkonie $wieza kurza watrobg i odtawiano
za pomocg siatki entomologicznej. Imagines umieszczano pojedynczo w osobnych
pojemnikach z pozywka, nastgpnie przenoszono do szafy termicznej. Po ztoZeniu jaj samice
usmiercano w 70% etanolu celem oznaczenia. Hodowle prowadzono w szafie termicznej
0 statej temperaturze 20°C. Jako pozywki uzyto zhomogenizowanej, $wiezej kurzej watroby
w proporcji 25 gram na 100 larw. Po wylegu, larwy pierwszego stadium rozdzielano w rowne;j
liczbie do czterech pojemnikéw stanowiacych od tego momentu probe kontrolng oraz trzy
proby badawcze — A, B i C. Badanym preparatem byt Thiocodin, ktérego substancje¢ aktywna
stanowi fosforan kodeiny — dobrze rozpuszczalna w wodzie i tatwo przyswajalna z przewodu
pokarmowego metylowa pochodna morfiny, stosowana w lekach przeciwbolowych
i przeciwkaszlowych (SzukaLskl 1997) oraz sulfogwajakol — substancja stymulujaca
wydzielanie gruczotow nablonka oskrzeli. Thiocodin to lek do stosowania doustnego,
dostepny bez recepty. Jedna tabletka zawiera 15 mg fosforanu kodeiny oraz 300 mg
sulfogwajakolu, jednocze$nie bez dodatku powszechnie faczonych z kodeing paracetamolu
I kofeiny. Do badan uzyto roztworéw wodnych z rozkruszonych tabletek leku Thiocodin
W trzech réznych stezeniach, wyrazonych w dawkach dla dorostego cztowieka (70 kg):

A: stezenie odpowiadajace 45 mg fosforanu kodeiny, maksymalnej dawce leczniczej na dobg;
B: stezenie odpowiadajace 300 mg fosforanu kodeiny, wywotujace efekt narkotyczny;

C: stgzenie odpowiadajace 800 mg fosforanu kodeiny, najnizsza stwierdzona dawka
$miertelna (MOFFAT 1986).
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Roztwory uzyskano poprzez calkowite rozpuszczenie jednej tabletki leku w objetosci
wody destylowanej pozwalajacej uzyska¢ pozadane stezenie w przeliczeniu na 25 gram
pozywki. Do pozywki w probach badawczych dodawano 1 ml odpowiedniego dla danej proby
stezenia roztworu z preparatem. Aby zachowa¢ jednakowa konsystencje pozywki, do proby
kontrolnej dodawano 1 ml wody destylowanej. Od momentu rozpoczecia hodowli, co dwa dni
zmieniano pozywke, przeliczano larwy oraz przeprowadzano pomiary: dlugosci ciala
z doktadnoscia do 0,01 milimetra oraz masy ciala z doktadnosciag do 0,001 grama. Postaci
preimaginalne u$miercano we wrzatku. Do konserwacji zastosowano 70% etanol. Moment
zakonczenia hodowli wyznaczal czas pojawienia si¢ stadium imago. Analizie poddano
5 hodowli, ktorych sumaryczna liczba poczatkowa wynosita 1240 larw.

WYNIKI I DYSKUSJA

W kazdej hodowli wykazano wptyw leku Thiocodin na czas rozwoju oraz tempo
przeobrazen Lucilia sericata — rozny w zaleznosci od zawartego w pozywce stezenia leku.
Krzywa wzrostu w hodowlach kontrolnych odpowiadata krzywej wzrostu dla L. sericata w
temperaturze 20°C (TAB. 1).

TABELA 1. Srednia dhugo$é [mm] larw Lucilia sericata w probach kontrolnych w pordéwnaniu
z wynikami badan GRASSBERGERA i REITERA (2001).

TABLE 1. Average length [mm] of Lucilia sericata larvae in control samples vs result published
by GRASSBERGER and REITER (2001).

Dlugo$¢ larwy [mm]
Dzien Srednia | GRASSBERGER
) K1 K2 K3 K4 K5
hodowli z préb K1-5 | 1 REITER (2001)
4 13,78 16,18 12,45 13,58 15,45 14,28 13,80
6 16,21 15,18 15,13 16,39 14,72 15,52 16,30
8 12,83 14,1 16,38 15,89 15,1 14,86 14,00

CZzAS ROZWOJU | TEMPO PRZEOBRAZEN

Stezenie A

Przeprowadzone pomiary wykazaty, ze obecno$¢ leku w stezeniu odpowiadajacym dawce
leczniczej przyspieszyta sredni catkowity czas rozwoju o ok. 48 godzin (TAB. 2, RycC. 1). Taka
zawarto$¢ leku Thiocodin zwigkszyta wyrazane dtugoscig 1 masg ciala tempo przeobrazen
larw Lucilia sericata przez pierwsze osiem dni od owipozycji, natomiast juz dwa dni pozniej
obecno$¢ leku wykazata wplyw hamujacy. Najwicksza dysproporcja parametrow
pomiarowych w stosunku do proby kontrolnej wystgpita w pierwszych czterech i po
dziesigciu dniach (TaB. 3, Ryc. 2-3).
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TABELA 2. Sredni czas rozwoju [dni] stadiéw preimaginalnych Lucilia sericata dla wszystkich
hodowli. W nawiasach podano wartosci skrajne.

TABLE 2. Average time [days] of development of Lucilia sericata larvae and pupae from all samples.
Ranges are in brackets.

Stadium
Proba Jajo Larwa Poczwarka Calkowity czas rozwoju
Kontrola 1 15,68 (13-20,6) 13,26 (12,5 -14,4) 29,94 (26-36)
A 1 12,68 (12-22,8) 14,26 (13,4-16) 27,94 (27,3-37,2)
B 1 16,88 (12-18,6) 12,74 (12-13,2) 30,62 (26,1-39)
C 1 15,26 (12-22,8) 12,68 (11-14) 28,94 (26,7-37)

TABELA 3. Srednia masa [g] i dlugos¢ [mm] larw Lucilia sericata dla wszystkich hodowli
w zaleznosci od zawartego w pozywce stezenia leku Thiocodin.

TABLE 3. Average weight [g] and length [mm] of Lucilia sericata larvae for all samples, depending
of Thiocodin concentration in the medium.

Dni Kontrola A B C

Masa | Dlugos¢ | Masa | Dlugosé¢ | Masa | Dlugos¢ | Masa | Dlugosé

4 0,046 | 14,288 0,059 | 15,071 | 0,062 | 15,215 0,048 | 14,592

6 0,067 | 15,526 0,075 16,113 | 0,069 | 15,732 0,069 | 15,582

8 0,065 | 14,860 0,067 15,237 | 0,064 | 15,246 0,069 15,411

10 0,069 | 15,089 0,056 | 13,748 | 0,056 | 13,589 0,060 | 14,088

12 0,063 | 14,453 0,063 | 13,954 | 0,065 | 13,532 0,055 | 13,335

14 0,070 | 14,412 0,062 13,965 | 0,063 | 15,303 0,064 | 13,143

16 0,058 | 13,692 0,061 | 13,718 | 0,060 | 14,339 0,061 | 12,774

18 0,055 | 13,545 0,064 | 13,528 | 0,058 | 13,780 0,060 | 12,603

Stezenie B

Stezenie odpowiadajace dawce toksycznej wydluzyto catkowity $redni czas rozwoju o
kilkanascie godzin (TAB. 2, Ryc. 1). Larwy charakteryzowaly si¢ réwniez odmiennym
wzrostem masy i dtugosci ciata w stosunku do proby kontrolnej oraz proby odpowiadajacej
dawce leczniczej. Stezenie badanej substancji zastosowane w probie B zwickszyto tempo
przeobrazen wyrazone diugoscig larw do 6smego dnia od wylggu larwy L1. Jednocze$nie
wykazano nieznaczny wplyw hamujacy leku Thiocodin na tempo przeobrazeh wyrazone masg
larw od szostego dnia hodowli. W probie B takze zanotowano wptyw hamujacy badanego
preparatu w dziesigtym dniu hodowli, wyrazony zaré6wno dtugo$cig jak i masa larw (TAB. 3,
Ryc. 2-3).
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Stezenie C

Sredni catkowity czas rozwoju w przypadku tej proby byt krotszy o jeden dzien w
poroéwnaniu do $redniego czasu rozwoju z prob kontrolnych (TAB. 2, RYC. 1). Obecnos¢ leku
Thiocodin w pozywce o stezeniu odpowiadajagcym dawce $miertelnej rowniez stymulowato
tempo przeobrazen larw Lucilia sericata, zwlaszcza miedzy szostym i 6smym dniem
od owipozycji. Wykazano rowniez mniejszy wplyw hamujgcy w dziesigtym dniu hodowli w
stosunku do badanych stezen A i B (TAB. 3, Ryc. 2-3).

Kontrola A mB mC
35
29,04 3062

20 2794 28,94
25

20

16,88
15,68 14,26
15 13,26 12,74

12,68

10

Jajo Larwa Poczwarka Catkowity czas rozwoju

RYC. 1. Sredni czas rozwoju Lucilia sericata [dni] uzyskany ze wszystkich hodowli.
FiG. 1. Average time of development of larvae and pupae [days] from all samples.
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RYC. 2. Srednia dtugo$¢ larw [mm] Lucilia sericata zerujacych na pozywce z rozng zawartoscia leku
Thiocodin.

FiG. 2. Average length [mm] of Lucilia sericata larvae feeding on medium with diverse Thiocodin
content.
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RYC. 3. Srednia masa larw [g] Lucilia sericata zerujacych na pozywce z rézna zawartoécia leku
Thiocodin.

FiG. 3. Average weight [g] of Lucilia sericata larvae feeding on medium with diverse Thiocodin
content.

Wykazano, ze obecnos¢ leku Thiocodin w pozywce w kazdym z badanych stezen
stymuluje rozw6j larw Lucilia sericata (wyrazany w dlugosci - we wszystkich probach
I wmasie - w wigkszosci prob) do 8 dnia hodowli, przy czym najwyzsze badane st¢zenie
miato najmniejszy wptyw na wzrost larw w tym przedziale, w szczegdélnosci do 6 dnia
hodowli. Wigksza masa oraz dlugos¢ larw moga zaburzy¢ odczyt z wykresu
izomegalenicznego, zawyzajac czas, w jakim zwloki byly eksponowane i skolonizowane
przez L. sericata. Zawartos¢ leku Thiocodin odpowiadajgca dawce leczniczej (45 mg/70 kg)
wykazuje najwickszy wpltyw stymulujacy wzrost masy oraz dhlugosci larw w pierwszych
sze$ciu dniach ich rozwoju, jak réwniez najsilniej skraca catkowity czas rozwoju gatunku.
Obecno$¢ preparatu w stezeniu odpowiadajacym dawce $§miertelnej (800 mg/70 kg) réwniez
przyspiesza czas rozwoju, jednakze w mniejszym stopniu niz w przypadku prob badawczych
dla stgezenia A. Jedynie w przypadku hodowli larw na pozywce o zawartosci leku
odpowiadajacej dawce toksycznej (300 mg/70 kg) catkowity sredni czas rozwoju wydluza sig,
mogac powodowac blad w szacowaniu PMI rzedu kilkunastu godzin.

Stymulujacy wplyw kodeiny na czas rozwoju i tempo przeobrazen larw Lucilia sericata
znajduje potwierdzenie w danych publikowanych (KHARBOUCHE et al. 2007), gdzie
zastosowano znacznie wyzsze stezenia: od 0,05 mg/kg do 30 mg/kg, jednak nie testowano
preparatu zlozonego (kodeina + sulfogwajakol), ktorym jest Thiocodin. W tym przypadku nie
mozna wykluczy¢ oddziatywania obu sktadnikow (zintegrowanego lub kazdego niezaleznie)
na rozw0j badanego gatunku muchéwki. Przy wyborze samego preparatu oraz jego stezen
testowanych w niniejszych badaniach kierowano si¢ jednak przede wszystkim powszechnym
zastosowaniem leku Thiocodin w celach medycznych, jak réwniez intencjonalnym
uzyskiwaniu efektow narkotycznych, mogacych zagraza¢ zdrowiu a nawet zyciu, przy
przekroczeniu dawki krytycznej (VAN HouT et al. 2014). Zalozeniem byto przeprowadzenie
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badan o mozliwie najbardziej praktycznym zastosowaniu dla celéw entomotoksykologii
sadowej, tj. przy stezeniu leku odpowiadajagcemu wskazanej dawce leczniczej, wywotujacemu
efekt narkotyczny oraz dawce $miertelnej. Przeprowadzone testy wskazatly, ze obecnos¢ leku
Thiocodin moze wpltywaé na wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu metody rozwojowej, a
pominigcie efektu oddzialywania leku moze skutkowaé bigdnym szacowaniem PMI w
kazdym z trzech badanych st¢zen.
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SUMMARY

An aim of this research was to test the impact of the Thiocodin drug, containing codeine phosphate
(methyl morphine derivative) and guaiacolsulfonate, on growth rate and development time of the
blowfly Lucilia sericata (MEIGEN, 1826). Larvae of this species were cultured in the medium with
three different concentrations of Thiocodin. The results revealed that even a small dose of the test
substance stimulates both length and weight of larvae, and also affect the total time of development of
L sericata. The Thiocodin content corresponding to the therapeutic dose shows the greatest stimulating
effect on weight and length in the first six days and shortens the total development time for
approximately 48 hours. The presence of Thiocodin at a concentration corresponding to the lethal dose
also accelerates the development time, however, to a smaller extent than in the case of research tests
for the previous drug concentration. When rearing larvae on medium with a Thiocodin content
corresponding to a toxic dose, the total average development time is prolonged, which may cause an
error in PMI estimation of over a dozen hours.

* Editorial remarks:
* Papers of the 35th volume of Dipteron are dedicated to the late AGNIESZKA DRABER-MONKO.
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