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The aim of this article was to present laboratory methods used in veterinary
toxicology together with the choice of material or specimen for analysis,
securing the sample and procedure of preparing this chosen material for
sending to laboratory with covered letter. Poisoned animals are an important
group of veterinary patients. Finding of the cause of poisoning, gives not only
an opportunity to apply targeted treatment. It significantly helps to prevent
similar poisoning in the future, gives a confirmed diagnosis to the owner and
becomes one more important clinical experience to veterinarian. Laboratory result
may serve as an evidence in the court in a poisoning case also. Every step of
choosing the material for analysis, then securing the sample, and preparing it for
transportation, with properly constructed cover letter, to appropriate, preferably
authorized laboratory, is extremely important to the reliable result of investigation.
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ekarze weterynarii spotykajg si¢ w swojej prak-

tyce z zatruciami u réznych gatunkéw zwierzat.
Diagnostyka zatru¢ stanowi wiec bardzo wazna cze$é
medycyny weterynaryjnej, a identyfikacja substancji
bedacej przyczyna zatrucia umozliwia wtasciwe ukie-
runkowanie postepowania leczniczego. Nawet wte-
dy, gdy z przyczyn technicznych identyfikacja truciz-
ny nastepuje juz po wyleczeniu pacjenta lub po jego
$mierci, w dalszym ciggu peini wazna role. Pomaga

bowiem w zapobiezeniu podobnym zatruciom w przy-
szlosci, a takze w znalezieniu ewentualnego sprawcy
zatrucia. Daje takze odpowiedz wtascicielowi, jaka byta
pewna przyczyna choroby jego zwierzecia. Wzboga-
caréwniez wiedze i doswiadczenie lekarza. Ponadto
wynikibadania laboratoryjnego nierzadko stanowia
pézniejszy dowdd w sprawie sgdowej o umyslne za-
trucie. Obecne metody laboratoryjne dajq ogromne
mozliwosci w precyzyjnym rozpoznawaniu zwigzkéw
bedacych przyczynami zatrué. Niniejszy artykut ma
za zadanie przedstawic sposoby pobierania i zabez-
pieczania prébek do badan toksykologicznych, przy-
gotowanie ich do transportu i transport oraz sposo-
by napisania pisma przewodniego. Oméwione zostaty
réwniez niektére metody diagnostyki laboratoryjnej
wykorzystywane do identyfikowania trucizn w me-
dycynie weterynaryjne;j.

Sposoby pobierania i zabezpieczania probek
do badan toksykologicznych,
przygotowanie do transportu i transport

Jednym z najwazniejszych czynnikow analizy toksy-
kologicznej jest odpowiednio pobrany materiat. Nie-
jednokrotnie warunkuje on postawienie prawidtowej
diagnozy zatrucia. O wyborze decyduja dane z wywia-
du oraz znajomos$¢ wtasciwo$ci trucizny, jej metabo-
lizmu, droga wnikniecia do organizmu oraz czas, jaki
uptynat od chwili zatrucia (1). Dlatego tez do badan
toksykologicznych wybiera si¢ materiat, w ktérym
najtatwiej wykry¢ trucizne (znajduje sie w najwiek-
szej ilodci i niezmienionej postaci bagdz ma powino-
wactwo do okreslonych tkanek i narzadow.
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W przypadku zatruc¢ zawsze nalezy zaktadac, ze
wtasciciel zatrutego zwierzecia (zwierzat) moze na
drodze sadowej domagac sie odszkodowania za po-
niesione straty. Materiat zatem musi by¢ pobrany,
przechowywany i transportowany tak, aby jego po-
chodzenie byto nie tylko znane, ale i mozliwe do udo-
wodnienia. Do minimum nalezy ograniczy¢ liczbe
0s0b stykajgcych sie z probkami oraz zachowaé pet-
na dokumentacje przypadku (1).

Probki od zwierzat podejrzanych o zatrucie moz-
na pobieraé¢ przyzyciowo (przed podaniem lekow)
i poSmiertnie. JeSli zwierze zyje, ale wykazuje obja-
wy wskazujace na zatrucie, nalezy jak najszybciej je
zabezpieczy¢ i w miare mozliwosci, biorac pod uwage
kondycje zwierzecia, pobra¢ krew, mocz, kat, wymio-
ciny lub poptuczyny z zotadka (2). Mocz jest szczegdl-
nie wazny, gdyz wydalanych w nim jest wiele trucizn
iich metabolitéw (arsen, otdw, barbiturany, nikotyna,
antymon i inne). Probki siersci, skory lub jej wytwordw
sg odpowiednie przy skérnym narazeniu na trucizne,
np. pestycydy fosforoorganiczne czy permetryna (3).

Wersenian sodu (EDTA) jest preferowanym antyko-
agulantem przy pobieraniu petnej krwi (3), za wyjat-
kiem badan w kierunku podejrzenia o zatruciu metala-
mi ciezkimi (1). Heparyna jest akceptowalna w pewnym
przypadkach, jednak wystepuje tendencja do jej unie-
czynnienia, powstawania skrzepow i tym samym
niepowodzenia testéow (3). Krew petna przed anali-
z3 powinna zostac¢ schtodzona. Osocze lub surowi-
caréwniez sg odpowiednim materiatem do badan (4).

W przypadku $mierci zwierzecia nalezy bezzwtocz-
nie przeprowadzi¢ sekcje zwtok (2). Jesli nie jest to
mozliwe bezposrednio po upadku, zwtoki trzeba po-
zostawi¢ w warunkach chtodniczych lub zamrozic.
W trakcie sekcji nalezy pobiera¢ odpowiedni mate-
riat do badan toksykologicznych. Najczesciej pobie-
rane s3: watroba, tre$¢ przewodu pokarmowego, ner-
ki, §ledziona, ptuca, serce, mézg, z61¢, gatka oczna,
ttuszcz brzuszny (3). Krew mozna pobrac¢ bezposred-
nio z serca, za$ mocz bezposrednio z pecherza mo-
czowego. Zwloki matych zwierzat mozna przesta¢ do
placowki badawczej w catosci. W celu wykluczenia
innych przyczyn $mierci rdownolegle mozna pobrac¢
probki do badania histopatologicznego (10% forma-
lina) i mikrobiologicznego (do jatowych, sterylnych
pojemnikéw) — dotyczy to tylko probek §wiezych. Po
przeprowadzeniu sekcji, pobraniu i zabezpieczeniu
prébek nalezy wykonac raport ze szczeg6étowym opi-
sem wszystkich zaobserwowanych zmian.

Czasami zdarza sie przesytanie prébek srodowisko-
wych — gleby czy wody, ale bez tkanek pochodzacych
od zatrutych zwierzat (np. ryb) czy ptynéw ustrojo-
wych. Ustalenie przyczyny moze by¢ w takim przy-
padku utrudnione, gdyz w §rodowisku trucizna ulega
bardzo duzemu rozcieniczeniu i jej stezenie musi by¢
bardzo wysokie, aby mozna je byto wykry¢.

Poszczegdlne probki umieszcza sie w czystych po-
jemnikach szklanych lub atestowanych pojemnikach
plastikowych (5). Nie nalezy wktada¢ materiatéw ab-
sorbujacych (gaza, wata, reczniki). Nie wolno prze-
syta¢ probek w pojemnikach metalowych, brudnych,
a zwtlaszcza z pozostato$ciami po réznych Srodkach
chemicznych.
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Suchy materiat biologiczny, jak wlosy, powinien
by¢ pobierany do oddychajacych pojemnikéw (papie-
rowe koperty, papierowe torby). Pasze tre§ciwe moz-
na przesta¢ w torbach papierowych lub plastikowych,
pasze objetosciowe wworkach papierowych, akiszon-
ki w czystych opakowaniach szklanych. Przyktady
probek, wraz z zalecang iloScig, sposobem przecho-
wywania i celem analizy doktadniej oméwiono w ta-
beli 1. W przypadku zatru¢ pszcz6t do badania nalezy
przestaé probke podstawowgq zawierajaca minimum
200 sztuk martwych owadow (ok. 1 szklanka) oraz
skazone rosliny, probke preparatu uzytego do zabie-
gu agrotechnicznego, probke ziemi z plantacji podda-
nej zabiegowi oraz probki plastréw ulowych (pierzgi,
miodu, czerwiu o wymiarach 10 x 10 cm).

Kazda prébka powinna by¢ zapakowana oddzielnie,
a pojemnik opatrzony etykietg z kolejnym numerem
i opisem zawarto$ci. Nie wolno oznakowywa¢ nakretki,
poniewaz moze ulec zgubieniu lub pomieszaniu. Jed-
nym z najczesciej popetnianych btedow jest przesytanie
probek réznych narzadéw w jednym opakowaniu. Od-
réznienie poszczegolnych tkanek po rozmrozeniu moze
by¢ problematyczne, ponadto warunki takie sprzyjaja
kontaminacji poszczegdlnych tkanek. Pobrane prébki
powinny by¢ zabezpieczone przed przypadkowym lub
umyslnym uszkodzeniem, zanieczyszczeniem lub in-
gerencja 0s0b postronnych. Mozna opakowanie oklei¢
ta$ma i umie$ci¢ na niej pieczed firmowa, datownik itp.

Prébki po pobraniu nalezy jak najszybciej dostar-
czy¢ do laboratorium (najlepiej schtodzone lub za-
mrozone). Nie nalezy dodawac zadnych srodkéw kon-
serwujacych (chyba, zZe laboratorium wskaze inaczej).
Aby prébki dotarty w odpowiednim stanie, nalezy je
umiesci¢ w styropianowym pudetku z wktadami mro-
Zacymi lub zamrozong butelka wody.

Stan, w jakim probki dotra do laboratorium, decy-
duje o tym, czy zostang one dopuszczone do badan.
Osoba przeprowadzajaca badanie toksykologiczne
moze odstgpic od badan, jesli uzna, ze probka nie jest
zdatna do badan (np. daleko posuniety proces rozkta-
du, rozmrozenie) lub jesli przystapi do badan, to wy-
nik moze by¢ niereprezentatywny.

Pismo przewodnie

Pismo przewodnie jest dokumentem, ktdry nalezy
przesta¢ do laboratorium wraz z materiatem prze-
znaczonym do badania toksykologicznego. Popraw-
nie wypeinione pismo powinno zawiera¢ informacje
niezbedne do prawidtowego przeprowadzenia badania
toksykologicznego oraz pozwalajace na zredukowa-
nie czasu i kosztow procesu analitycznego. Zazwyczaj
laboratoria posiadaja wtasne formularze. W doku-
mencie nalezy poda¢ powdd podjecia badania toksy-
kologicznego oraz jego kierunek, a takZe istotne in-
formacje dotyczace pobranego materiatu oraz samego
pacjenta, ktére moga by¢ pomocne w toku identyfi-
kacji trucizny. Pismo przewodnie powinno zawierac:
1) informacje podstawowe: dane wtasciciela zwierze-
cia/zwierzat (imig, nazwisko, adres), dane zwie-
rzecia (gatunek, rasa, pte¢, wiek);
2) informacje na temat pobranego materiatu: rodzaj
(np. krew/surowica/mocz/tres¢ zotgdka/cate zwloki
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Tabela 1. Pobieranie prébek do badan toksykologicznych

Materiat llos¢ Sposob przechowywania Cel analizy
Probki pobierane przyzyciowo
probowki z antykoagulantem (EDTA,
_ heparyna), schtodzone e .
Krew 5-10ml Uwaga: nie stosowaé EDTA przy podejizeniu metale ciezkie, cyjanki, antykoagulanty, amoniak, pestycydy
zatrucia metalami ciezkimi
. probowki bez antykoagulantu (na tzw. skrzep), metale, azotany (1ll) i azotyny (V), amoniak, glikol
Surowica 5-10 ml . . .
schtodzone etylenowy, alkaloidy, toksyna botulinowa, elektrolity
Ptyn mézgowo-rdzeniowy 1ml probowki bez antykoagulantu (na tzw. skrzep) = sod
plastikowy jatowy kubeczek lub stoik, alkaloidy, metale, leki, antybiotyki, szczawiany, insektycydy,
Mocz 50 ml .
schtodzony herbicydy
plastikowy jatowy kubeczek lub stoik, . . L
Kat 2509 schiodzony leki, trucizny wydalane gtéwnie z Z6tcig
Wymiociny, 100 plastikowy jatowy kubeczek lub stoik, metale, pestycydy, antykoagulanty, mykotoksyny, rosliny
poptuczyny z zotadka g schtodzony toksyczne
Mieko 30 ml plastikowy jatowy kubeczek lub stoik, aptyblotykl, pestycydy, polichlorowane
schtodzony bifenyle
Wiosy, siersé 5-10¢g Papierowe opa_kowama, przechowywac metale, pestycydy, przewlekta selenoza
w suchym miejscu
Probki pobierane posmiertnie
Mocz, krew, surowica, 1-50 ml zasad_y takle_same jak przy prébkach jak przy probkach ad zwierzat zywych
inne plyny ustrojowe od zwierzat zywych
Watroba 100-250 g worek strunowy lub czysty pojemnik metale, pesty«_:ydy, alkaloidy, antykoagulanty, aflatoksyny,
toksyna botulinowa
. metale, zwigzki fenolowe, szczawiany, witamina D3
Nerki 100-250 g worek strunowy .
(rodentycyd), glikol etylenowy
] polowa do worka strunowego, druga pofowa ZW|q_zk| lotne, |nsekltycydy, fos_foroorganlc_zne, alkaloidy,
Moézg potowa s . barbiturany, tal, rte¢ oraz trucizny wykazujace
do badania histopatologicznego . . . .
powinowactwo do tkanki nerwowej oraz tluszczowej
Tluszez 100 g worek strunowy pestycydy, dioksyny
Ptuca 100 g worek strunowy parakwat
Trzustka 100¢ worek strunowy metale (cynk)
Tresé przewodu L .
pokarmowego 100 ¢ czysty pojemnik szklany lub plastikowy metale, antykoagulanty, pestycydy
Kosci 100 g, najlepiej = worek strunowy lub innego rodzaju worek fluor

Probki srodowiskowe

jedna kos¢ diuga

plastikowy

sucha: opakowania papierowe

metale, pestycydy, jonofory, antybiotyki, witaminy,

Pasza 2 kg X ) . . stymulatory wzrostu, toksyny roslinne, sél NaCl,
mokra: opakowania plastikowe — zamrozi¢ :
mykotoksyny, toksyna botulinowa
. plynne: pojemnik szklany . -
Przynety, trutki 200 mllub g state: opakowanie plastikowe niezidentyfikowane chemikalia
Rosliny cate rosliny $wieze lub sprasowane identyfikacja roslin
Woda 11 pojemniki szklane azotany (I_II)_, azotyny (V), pestycydy, metale [1], s6l NaCl,
toksyny sinicowe, siarczyny
Gleba 1kg pojemniki szklane pestycydy, metale ciezkie [5]
Owady, pancerze owadéw 3-5¢ ) zywe Iu!o martwe |dentyﬁkaCJa. owadow, toksyny organiczne, metale ciezkie,
(~100 okazow) = pojemniki szklane farmaceutyki

itp.), data i godzina pobrania materiatu/wykona-
nia sekcji, opis zmian anatomopatologicznych;
informacje na temat pacjenta: czas i miejsce wy-
stapienia objawoéw/padniecia, doktadny opis obja-
wow klinicznych, okres trwania choroby, stosowa-
ne leki, spos6b zywienia, warunki srodowiskowe,
informacje nt. innych zwierzat w gospodarstwie
iich stanu zdrowia.

Nalezy zwrdci¢ uwage, aby opis i numeracja prze-
sytanych probek zgadzaty sie z ich wykazem umiesz-
czonym w pi$mie przewodnim. W pi$mie mozna réw-
niez umiesci¢ podejrzenie lub rozpoznanie zatrucia
oraz sugestie odno$nie kierunku badania laborato-
ryjnego. Dokument powinien takze zawiera¢ dane
wypelniajacego go lekarza (podpis, pieczatka, ad-
res, telefon).

3
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Wybrane metody diagnostyki laboratoryjnej
stosowane w toksykologii weterynaryjnej

Chromatografia

Chromatografia jest metoda rozdzielania sktadni-
kow jednorodnych mieszanin w wyniku réznego ich
podziatu miedzy faze ruchoma i nieruchomg ukta-
du chromatograficznego (6). Faza ruchoma moze by¢
gaz, ciecz lub fluid nadkrytyczny, a fazg nierucho-
ma (stacjonarng) ciato state lub ciecz. Czasteczki obu
sktadnikéw dzielg sie miedzy obie fazy w réznych sto-
sunkach, charakterystycznych dla tych sktadnikéw.
Dzigki odmiennym wtasciwo$ciom fizykochemicznym
substancji mozliwa jest ich pdZniejsza identyfikacja.

Chromatografia cienkowarstwowa
(thin-layer chromatography, TLC)

Jest rodzajem chromatografii cieczowej. Ze wzgledu
na swoja niska cene, prostote i mozliwosc¢ identyfika-
cji zar6wno zwigzkow polarnych, jak i niepolarnych,
metoda TLC jest chetnie uzywana w weterynarii (7).
Niestety, cechuje sie duzo nizszg swoistoscig niz inne
dostepne metody (8). TLC znajduje czesto zastosowa-
nie wbadaniach przesiewowych. Czuto$¢ metody wy-
nosil0”® — 107 g ().

Materiat do badan stanowi¢ moze krew, mocz, z6t¢,
zawarto$¢ zotadka, $lina, kat, ptyn mézgowo-rdze-
niowy (4). W wiekszo$ci przypadkdéw materiat biolo-
giczny jest mieszaning zlozong, dlatego tez probki
wymagaja odpowiedniego przygotowania — oczysz-
czenia oraz osiggniecia odpowiedniego stezenia do
przeprowadzenia procesu chromatografii cienkowar-
stwowej. NajczeSciej uzywang metodg jest ekstrak-
cjaw uktadzie chloroform-metanol (2:1) poprzedzo-
na przemywaniem fazy organicznej 0,88% roztworem
KCI (metoda Folcha).

Chromatografia cienkowarstwowa czesto wyko-
rzystywana jest do wykrywania takich zwigzkdw,
jak: leki — np. NLPZ, barbiturany, benzodiazepiny (8),
tetracykliny (10), pestycydy — np. insektycydy fos-
foroorganiczne (11), narkotyki — np. amfetamina (8),
kannabinoidy (8), mykotoksyny: aflatoksyny (7), DON
(12), toksyny penicylin (12). Warunkiem analizowa-
nia zwigzkow za pomoca chromatografii cieczowej
jest ich rozpuszczalno$¢ w fazie ruchome;j.

Chromatografia gazowa (gas chromatography, GC)

Jest jedna z niewielu technik pozwalajgcych na réw-
noczesne rozdzielenie, zidentyfikowanie oraz iloScio-
we oznaczenie sktadnikéw ztozonych mieszanin, mo-
gacych zawieraé nawet kilkaset komponentdow. Jest to
jedna z najpowszechniejszych metod stosowanych
w analizie chemicznej (6, 13, 14). Wyrdznia sie dwa
rodzaje chromatografii gazowej: adsorpcyjna chro-
matografie gazowa — w ukladzie gaz-cialo state (gas-
-solid chromatography, GSC) i podziatowg chroma-
tografie gazowa — w ukladzie gaz-ciecz (gas-liquid
chromatography, GLC; 13, 14). Chromatografia gazo-
wa pozwala na analizowanie substancji gazowych,
ciektych i statych, ktérych temperatura wrzenia lub
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sublimacji nie przekracza 350—-400°C i w warunkach
chromatografowania wystepuja pod postacia gazéw
lub par (6, 13, 14).

Chromatografia gazowa pozwala na analize jako-
Sciowa, czyli identyfikacje badanych substancji. Bar-
dzo czesto do celdw analizy toksykologicznej taczy sie
metode chromatografii gazowej z technikami spek-
troskopowymi (m.in. MS, IR, AAS, AES) — spektrome-
try pelnig wéwczas funkcje detektoréw jakosciowych
i umozliwiajq szybsza, doktadniejsza i mniej praco-
chtonng analize jakosciowa badanych substanciji (6,
14). Najczesciej stosuje sie sprzezenie chromatogra-
fii gazowej ze spektrometriag masowa (GC-MS), kt6-
ra daje mozliwo$¢ komputerowego przeszukiwania
baz danych bibliotek widm masowych zawierajacych
widma ponad 40 000 zwigzkdw (1, 14, 7). Polaczenie to
stanowi jedng z najskuteczniejszych technik pozwa-
lajacych na identyfikacje i ilo§ciowe oznaczenie nie-
znanych substancji bedacych sktadnikami skompli-
kowanych mieszanin zwigzkow organicznych i jest
uwazane za ,,ztoty standard” w analizie chemicznej.
Obok chromatografii cieczowej potaczonej ze spektro-
metrig masowa (LC-MS), GC-MS jest najszerzej stoso-
wang metodologia w analizie toksykologicznej i obie
te metody sa ogélnie akceptowane jako jednoznaczna
identyfikacja ksenobiotykow (5, 6, 13, 15). Gtownymi
wadami techniki GC-MS sg: droga aparatura, skom-
plikowane procedury ekstrakcji i oczyszczania pro-
bek przed ich analizg oraz brak mozliwosci badania
substancji, ktérych nie mozna wprowadzi¢ do chro-
matografu w postaci gazowej — przyktadami takich
zwiazkow sag metale, sole, liczne antybiotyki i anty-
kogulanty, mykotoksyny, toksyny bakteryjne, jady
itoksyny grzybow (13).

Inng, przydatng metodg specjalng stosowang w po-
laczeniu z chromatografig gazowa jest technika ) he-
adspace”. Polega ona na analizie fazy gazowej beda-
cej w rownowadze termodynamicznej nad trudno
lotna cieczg lub ciatem statym. Potgczenie tych me-
tod jest przydatne w badaniu lotnych trucizn, np. al-
koholi, aldehyddw, tlenku wegla (11), weglowodordw,
siarkowodoru, cyjanowodoru m.in. w probkach krwi,
srodkach spozywczych i wodzie (1, 14).

Chromatografia gazowa pozwala na oznaczanie
jedynie tych substancji, ktére sa co najmniej w pew-
nym stopniu lotne, stabilne termicznie i nie sg silnie
polarne. Zwigzki takie jak chlorowane pestycydy, pe-
stycydy fosforoorganiczne, polichlorowane bifenyle,
benzyna, wielopierscieniowe weglowodory aroma-
tyczne, niektdre alkaloidy roslinne, rozpuszczalni-
ki i leki oraz wiele innych moga by¢ z powodzeniem
analizowane tg technika. Do substancji, ktére sg zbyt
polarne, aby zastosowac¢ w ich analizie chromatogra-
fie gazowa, naleza m.in. zwigzki z kwasem karboksy-
lowym, pierwszorzedowg aming lub wieloma grupa-
mi karboksylowymi, jednakze mozna je analizowac
za pomoca specjalistycznych kolumn lub innych spe-
cjalistycznych technik. Ponadto substancje nielotne,
do ktérych naleza m.in. steroidy, aminokwasy, wyz-
sze kwasy ttuszczowe, cukry mozna poddac tzw. de-
rywatyzacji, czyli modyfikacji chemicznej, w wyniku
ktorej otrzymuje sie pochodng o zwiekszonej lotno-
$ci (13, 14, 16).
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Materiat pobierany do analizy za pomocg chro-
matografii gazowej, to m.in. prébki osocza, surowi-
¢y, krwi, moczu, katu, tkanek, $liny, potu, wtoséw,
bton ptodowych, wymiocin, tresci przewodu pokar-
mowego, paszy (7,12,17, 18, 19, 20). Przyktadowe tok-
syny istotne w diagnostyce weterynaryjnej, ktore
mozna wykrywac z zastosowaniem chromatografii
gazowej, podano w tabeli 2. Chromatografia gazowa
umozliwia rozdziat, identyfikacje i iloSciowe oznacze-
nie sktadnikow ztozonych mieszanin, jednak jej uzy-
teczno$¢ w diagnostyce toksykologicznej jest ogra-
niczona przez dtugi czas analizy (wyniki zwykle nie
sg dostepne przez kilka dni). Metoda ta nie sprawdza
sie w przypadku zatru¢ ostrych, kiedy trucizna musi

zostac zidentyfikowana w jak najkrotszym czasie, aby
jak najszybciej rozpocza¢ ukierunkowane leczenie.
Jednakze jest bardzo uzyteczna do identyfikacji tok-
syn w badaniach po$miertnych oraz do potwierdze-
nia oznaczenia trucizn innymi metodami (12, 17, 19).

Wysokosprawna chromatografia cieczowa
(high performance liquid chromatography, HPLC)

Jest to rodzaj chromatografii kolumnowej. Analize
przeprowadza sie przy uzyciu chromatografu cieczo-
wego (6). Analiza jakoSciowa polega na identyfika-
cji pikdw odpowiadajacych poszczegolnym sktadni-
kom badanej probki. Porownuje sie czas retencji piku

Tabela 2. Przyktadowe substancje toksyczne oznaczane za pomoca technik chromatografii gazowej w toksykologii weterynaryjnej

Substancja toksyczna

Glikol etylenowy

Metanol

Etanol

Glikol propylenowy

Strychnina

Fosforek cynku (rodentycyd i insektycyd)

Gaz musztardowy i jego metabolity

THC
Kokaina
Amfetamina
Barbiturany
Amitraza

Amitraza

Brometalina (rodentycyd)

Ropa naftowa

Kantarydyna (toksyna chrzaszcza pryszczela

lekarskiego)

Alkaloidy cisu (alkaloidy taksynowe)
Toksyny cyjanobakterii [19]

Jonofory (antybiotyki jonoforowe z polieterowymi

kwasami)

Olejki eteryczne
Salbutamol
Cykutotoksyna
Amoniak
Naftalen

Fenole

Terpentyna

Insektycydy chloroorganiczne

Metaldehyd
Metyloksantyny

Mykotoksyny tremorgeniczne (rokwefortyna,

penitrem A)

Opioidy

krew, mocz
krew
krew

surowica, mocz, inne plyny ustrojowe

wymiociny, krew, osocze, mocz, poptuczyny zotgdkowe, narzady trzewne

(watroba, nerki)

mocz
krew, osocze

Mocz, osocze, tre$¢ zotgdka
mocz, 0socze

mocz, krew, tkanki

osocze

mocz, kat, tkanki, tres¢ zotgdka

krew, mocz

probki wody
pasza, tkanki

mocz
osocze

tres¢ przewodu pokarmowego
pasza, mleko, surowica

mocz

mocz

surowica

(zatrucia przewlekte)
wymiociny, tres¢ zotadka

wymiociny, tres¢ zotadka
wymiociny, tre$¢ Zotadka

mocz, osocze

Zalecany materiat

tkanki (watroba, nerki, tkanka tluszczowa, mézg)

mocz, krew, tkanki (nerki), tres¢ przewodu pokarmowego

tres¢ przewodu pokarmowego (zwtaszcza zotadka/zwacza)

Zalecana technika

GC-MS

GC +,headspace”
GC-FID

GC-MS, GC-FID

wymiociny, tre$¢ zotadka, watroba, nerki

GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-NPD
GC-MS
GC-ECD

GC-MS

GC-MS
GC-MS

GC-MS

GC-MS
GC-MS
GC-MS

krew, watroba, mézg (zatrucia ostre), thuszcz mleczny, tkanka ttuszczowa

GC-MS
GC-MS

GC-MS

GC-MS

Objasnienia: GC - chromatografia gazowa, MS — spektrometria mas, FID — detektor ptomieniowo-jonizacyjny, NPD - detektor azotowo-fosforowy,
ECD - detektor wychwytu elektrondw.
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wzorca z pikiem identyfikowanej substancji. Ilo$cio-
wa zawarto$¢ sktadnikéw w prébce oblicza sie, wy-
korzystujac fakt, ze ilo$¢ tych sktadnikéw jest pro-
porcjonalna do powierzchni lub wysokosci ich pikow.

Stosujac chromatografie cieczowa, mozna analizo-
wac znacznie wiecej zwigzkéw niz za pomoca chro-
matografii gazowej. Rozdzielczo$¢ sktadnikéw mie-
szanin zloZonych jest jednak zwykle gorsza, a czas
analizy dtuzszy niz w chromatografii gazowej. Mozli-
we jest rozdzielenie szerokiego wachlarza farmaceu-
tykow, ktore nie sa mozliwe do uzyskania w chroma-
tografii gazowej (10). Czuto$¢ metody HPLC wynosi
107 -10"% g (1).

Materiat do badan stanowi¢ moze krew petna (in-
hibitory AchE), surowica, osocze (np. acetaminofen;
4), tkanki (rodentycydy; 11), przynety (rodentycydy;
11), mocz (rodentycydy; 11), pozywienie (rodentycy-
dy; 21), nawéz (21), gleba (21), osad morski (21), woda
(21), $winska gnojowica (altrenogest, ksylazyna; 21),
atakze inny materiat biologiczny, wspomniany cho-
ciazby przy metodzie TLC.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa wy-
korzystywana jest do wykrywania takich substan-
cji, jak: antybiotyki (makrolidy; 21), fluorochinolony
(22), NLPZ (4), benzodiazepiny (9), iwermektyna (23),
amitraza (4), salbutamol (4), antykoagulanty (warfa-
ryna, strychnina; 11), narkotyki (amfetamina; 9), ko-
kaina (9), LSD (9), kanabinoidy (9), opioidy (9), myko-
toksyny (aflatoksyny; 23), toksyny sinic (23), toksyny
chrzaszczy (kantarydyna; 23), toksyny roslin truja-
cych (kostrzewa; 23), pestycydy (insektycydy fosfo-
roorganiczne; 11), karbaminiany (4), alkaloidy (4), gli-
kol etylenowy (4). HPLC znajduje takze zastosowanie
w monitorowaniu terapii (9).

Spektrofotometria

Metoda ta wykorzystuje zjawisko absorpcji promie-
niowania elektromagnetycznego przez analizowane
substancje. Metody spektrofotometryczne majace za-
stosowanie w analizie toksykologicznej to spektro-
fotometria UV-Vis oraz spektrofotometria w pod-
czerwieni (IR).

Spektrofotometria UV-Vis wykorzystuje promie-
niowanie w zakresie nadfioletu (180—400 nm) oraz
Swiatta widzialnego (400—-800 nm) i stanowi jedna
z najstarszych metod instrumentalnych uzywanych
do identyfikacji substancji toksycznych (1, 13, 14). Po-
lega na pomiarze stosunku natezen dwdéch wigzek
promieniowania elektromagnetycznego — wigzki pa-
dajacej nabadang prébke i wigzki odniesienia — badz
funkcji tego stosunku przy odpowiedniej dtugosci fali
(24). Spektrofotometrie UV-Vis najczesciej stosuje sie
w analizie ilo§ciowej, majacej na celu oznaczenie ste-
zenia badanej substancji. Jednak ze wzgledu na obec-
no$¢ wysokiego podobiefistwa widm elektronowych
w okreslonych grupach zwigzkdéw ma ona ograniczo-
ne zastosowanie w analizie jako$ciowej, dlatego sto-
sowana jest gtdwnie jako metoda wstepna lub uzupet-
niajgca identyfikacje jako$ciowa zwigzkdow, zwtaszcza
organicznych, oraz w polaczeniu z innymi metoda-
mi analitycznymi, m.in. spektroskopig IR czy spek-
trometrig mas (14).
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Spektrofotometria UV-Vis pozwala na oznacza-
nie zwigzkow zawierajacych grupy chromoforowe,
absorbujacych promieniowanie elektromagnetyczne
w réznym stopniu i przy réznych dtugosciach fali (13,
14, 24). W praktyce spektrofotometrie UV-Vis w ana-
lizie toksykologicznej wykorzystuje sie m.in. do po-
miaru aktywnos$ci enzyméw, np. enzymu acetylo-
cholinoesterazy (AChE), ktorej aktywnos$¢ zostaje
obnizona w wyniku narazenia na m.in. karbaminiany
i pestycydy fosforoorganiczne w préobkach krwi lub
moézgu wedtug tzw. metody Ellmana (16) czy pomia-
ru aktywnos$ci hamujacej alfamannozydazy w przy-
padku zatrucia alkaloidami indolizydynowymi (18),
atakze do oznaczania w ptynach ustrojowych i tkan-
kach stezenia niektérych substancji toksycznych,
m.in. cyjankéw (16), parakwatu (herbicydu dipiry-
diolowego; 12), niektdrych srodkdw zwiotczajacych
mieénie szkieletowe oraz metabolitow alkaloidow
pirolizydyny (18).

Spektrofotometria IR wykorzystuje zjawisko ab-
sorpcji promieniowania w zakresie S$wiatta podczer-
wonego (800-105 nm) oraz fakt, ze kazdy zwigzek
chemiczny ma charakterystyczne widmo IR, co po-
zwala na jego identyfikacje ta metoda (13, 14). Otrzy-
mane informacje na temat czestotliwos$ci, natezenia
i ksztattu pasm absorpcyjnych i ich dtugosci fal po-
zwalaja na interpretacje jako$ciowa badanych sub-
stancji. Analiza ilo§ciowa w spektrofotometrii IR, tak
samo jak w spektrofotometrii UV-Vis, opiera sie na
zaleznos$ci absorbancji badanej probki od jej steze-
nia. Pomiary w spektrofotometrii IR mozna prowadzi¢
metoda transmisyjng pozwalajgca na badanie probek
ciektych, gazowych i statych (prébki state musza by¢
w formie roztworéw, zawiesin olejowych lub pasty-
lek) lub odbiciowa (refleksyjng), ktéra mozna badac
ciecze i ciata state (m.in. tkanki; 14, 24). Spektrofo-
tometria IR znalazla zastosowanie m.in. w alkoma-
tach mierzacych zawarto$c alkoholu etylowego w po-
wietrzu wydychanym w obrebie charakterystycznego
dla etanolu pasma absorpcji (13). Bardziej zaawanso-
wana technika jest spektrofotometria IR z transfor-
macja Fouriera (FT-IR), ktéra posiada wyzszg czu-
tos¢, lepsza zdolno$c¢ rozdzielczg oraz pozwala na
krotszy czas analizy niz klasyczna spektrofotome-
tria IR. FT-IR pozwala m.in. na oznaczanie niezna-
nych substancji w minimalnych ilo$ciach badanej
probki, co ma zastosowanie m.in. w toksykologicz-
nej analizie kryminalistycznej. Spektrofotometry IR
oraz FT-IR sg rownieZ uzywane w potaczeniu z chro-
matografem gazowym. Polaczenie to, dzieki wyso-
kiej czuto$ci analizy, stosuje sie m.in. w oznaczaniu
ksenobiotykéw w prébkach biologicznych na pozio-
mie ppb (13, 14).

Spektrofluorymetria nie nalezy co prawda do metod
spektrofotometrycznych, ale zasada jej dziatania jest
bardzo podobna. Pozwala na pomiar natezenia pro-
mieniowania fluorescencyjnego emitowanego przez
analizowana substancje po jej wzbudzeniu przez pro-
mieniowanie o odpowiedniej dtugosci fali. Spektro-
fluorymetria czuto$cig znacznie przewyzsza spek-
trofotometrie UV-Vis i IR (13, 24). Metoda ta jednak
nadaje sie jedynie do oznaczania niewielkich iloSci
substancji i najlepiej sprawdza si¢ przy oznaczaniu
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zwigzkow planarnych zawierajacych uktad aroma-
tyczny, w tym salicylanéw i barbituranéw, niektérych
alkaloidéw (m.in. chininy) oraz wielopierScieniowych
weglowodoréw aromatycznych. Ponadto spektroflu-
orymetria moze by¢ réwniez wykorzystana do ozna-
czania stezenia ozonu w powietrzu oraz herbicydow
dipirydiolowych (m.in. parakwatu) w prébkach gle-
by iwody (13).

Szybkie metody identyfikacji i oznaczania lekow
i narkotykow

Szybka diagnoza i wdrozZenie leczenia czesto sg klu-
czowe dla przezycia pacjenta. W takich sytuacjach
przydatne moga okazac sie szybkie metody identy-
fikujgce substancje toksyczne. Jednakze doktadno$é¢
takich testéw jest dyskusyjna (25). Szybkie testy iden-
tyfikujgce substancje toksyczne to testy immunoen-
zymatyczne, wykorzystujace przeciwciata do identyfi-
kacjiipomiaru iloSci danych substancji chemicznych.
Testy te opierajg sie na metodzie chromatografii ad-
sorpcyjnej (26). Odczyt wyniku mozliwy jest dzieki
zmianie koloru, ktéry wskazuje na obecno$¢ lub nie-
obecnos¢ poszczegdlnych sktadnikow.

Szybkie testy sg czesto uzywane w badaniach prze-
siewowych w medycynie ludzi. Pomimo duzej wraz-
liwosci testy te moga mieé niska specyficzno$é, co
skutkuje otrzymywaniem fatszywie dodatnich wy-
nikow poprzez reakcje krzyzowe z innymi substan-
cjami. Dlatego tez otrzymane wyniki dodatnie po-
winny by¢ dodatkowo potwierdzone przy pomocy
innych metod, np. chromatografii gazowej (GC/MS),
ktdrajednak jest technika duzo bardziej pracochton-
naiprzede wszystkim drozsza (5).

Na rynku weterynaryjnym dostepne s3 szybkie
testy na obecnos¢ glikolu etylenowego (popularne-
go sktadnika samochodowego ptynu chtodnicze-
go) we krwi. Materiat do badan, w zaleznosci od te-
stu, stanowi surowica lub osocze (25). Niestety, testy
te czesto daja wyniki fatszywie dodatnie, chociaz-
by po spozyciu przez zwierze glikolu propylenowe-
go lub gliceryny. Zbyt wczesne lub zbyt pézne wy-
konanie testu z kolei moze prowadzi¢ do otrzymania
wynikow fatszywie ujemnych (testy nie wykrywa-
ja metabolitow).

Dostepne na rynku amerykanskim testy dla lu-
dzi sg w stanie wykrywac substancje, takie jak: bar-
biturany, benzodiazepiny, opiaty, metadon, amfeta-
ming, metamfetamine, kokaine, THC i fencyklidyne
(26). Materiatem diagnostycznym wykorzystywanym
do testow jest mocz, ktdrego niewielka ilo$¢ nalezy
nakropli¢ na wyznaczone przez producenta miejsce.
Badania przeprowadzone na grupie pséw wykazaty,
ze testy te sg skuteczne w przypadku identyfikacji
barbiturandw, opiatéw, benzodiazepin, amfetaminy
imetamfetaminy w moczu psow. Testy nie okazaty sie
skuteczne w przypadku identyfikacji THC i metado-
nu. W przypadku kokainy i fencyklidyny nie dyspo-
nowano odpowiednig liczbg préb, by potwierdzic lub
zaprzeczy¢ skutecznos$ci testow.

Na polskim rynku dostepne sg szybkie testy po-
twierdzajace obecno$¢ narkotykéw i lekow w mo-
czu. S3 to testy stosowane w toksykologii ludzi

o niepotwierdzonej do tej pory skutecznosci w przy-
padku badan weterynaryjnych. Istniejg jednak prze-
stanki, ze réwniez te testy moga okazac sie skutecz-
ne w przypadku zwierzat.

Absorpcyjna spektrometria atomowa
(atomic absorption spectrometry; AAS)

Jest jedna z podstawowych metod stosowanych do
oznaczania w analizowanych prébkach zawartoSci
metali. Pozwala na oznaczanie ok. 70 pierwiastkow
(13, 14). Wykorzystuje zjawisko absorpcji promienio-
wania elektromagnetycznego o charakterystycznej
dtugosci fali przez wolne atomy, ktére przechodza ze
stanu podstawowego do stanu wzbudzonego. Pozwala
na ilo$ciowa analize oznaczanego pierwiastka w ba-
danym materiale. Przed analizg badana probka musi
zosta¢ poddana odparowaniu, atomizacji i wzbudze-
niu. W tym celu stosuje si¢ dwie gtéwne techniki: pto-
mieniowga (flame atomic absorption spectrometry;
F-AAS), oraz bezptomieniowa (electrothermal ato-
mic absorption spectrometry; ET-AAS lub graphite
furnance atomic absorption spectrometry; GFAAS).
W metodzie ptomieniowej probka musi by¢ w postaci
roztworu, natomiast metoda bezptomieniowa pozwa-
lana analizowanie substancji ciektych i w niektorych
przypadkach statych oraz oznaczanie bardzo niskich
stezen takich pierwiastkow, jak glin, chrom, kobalt,
mangan, nikiel, wanad, molibden (13, 14). Ponadto
bezptomieniowa absorpcyjna spektrometria atomo-
wa pozwala na oznaczanie pierwiastkéw w prébkach
o bardzo niskiej objetosci (od 5 nl), co jest przydat-
ne w przypadku pacjentéw o niewielkich rozmiarach
ciata, takich jak ptaki albo mate zwierzeta egzotycz-
ne, od ktérych mozna pobrac¢ bardzo ograniczong ilos¢
krwi (7, 13). Oprocz wymienionych wyzej dwdch pod-
stawowych metod atomizacji stosuje sie tez technike
zimnych par do oznaczania rteci, technike wodorko-
wa oraz technike wykorzystujgcg atomizery dla sub-
stancji statych, w ktérej atomizacja zachodzi w pla-
zmie laserowej (14, 27).

Absorpcyjna spektrometria atomowa pozwala na
badanie, najlepiej w postaci roztworu, probek krwi,
surowicy, moczu, innych ptynéw ustrojowych, katu,
tkanek, koSci, wtosow, zebow (13, 17). Jest szeroko sto-
sowana do oznaczania stezenia pierwiastkow toksycz-
nych w materiale biologicznym, m.in. otowiu (12, 18,
28, 29, 30, 31), cynku (12), glinu (18), kadmu (28, 29),
rteci (32, 33), wapnia (34, 35), magnezu (35). Meto-
da tajest bardzo przydatna do oznaczania akumula-
cji metali toksycznych w tkankach i z powodzeniem
jest uzywana w monitoringu skazenia §rodowiska (13,
28, 29, 32, 33). Gtéwnymi zaletami absorpcyjnej spek-
trometrii atomowej sg bardzo wysoka czutos¢, niska
granica wykrywalno$ci pozwalajaca na oznaczanie
sktadnikéw sladowych, wysoka selektywnos¢, odtwa-
rzalno$¢ oznaczen, szybko$¢ analizy, prostota obstu-
gi, uniwersalno$c oraz niedroga aparatura (13, 14, 16).
Z kolei podstawowg wadg jest konieczno$¢ wymiany
lampy bedacej Zrodtem promieniowania, za kazdym
razem kiedy oznacza sie inny pierwiastek, oraz moz-
liwo$¢ oznaczenia tylko jednego pierwiastka w jed-
nym cyklu pomiarowym (13, 16).
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Wtasciwe pobranie materiatu, zabezpieczenie prob-
ki i przestanie jej do laboratorium to czynnosci, kt6-
rych jako$¢ wykonania decyduje w duzym stopniu
o p6zniejszych mozliwo$ciach identyfikacji truciz-
ny, a takze o wiarygodnos$ci uzyskanych wynikdow.
Zwtlaszcza ze moga by¢ one dowodami w pdzniejszej
ewentualnej sprawie sagdowej. Na decyzje dotycza-
ca wyboru metody oznaczania laboratoryjnego ma
wplyw wiele czynnikéw. Oprécz tych zwigzanych
z sama trucizng nalezy réwniez wzia¢ pod uwage do-
stepnosc sprzetu i wykwalifikowanego personelu, a co
za tym idzie czas oczekiwania na wynik oraz pono-
szone przez wtaSciciela koszty. Odnoszac sie nato-
miast do samego postegpowania z zatrutym pacjentem
w kontekscie pobierania probek do badan toksykolo-
gicznych i oczekiwania na ich wynik, miejmy w glo-
wie stare powiedzenie: Lecz pacjenta, nie trucizne, bo
cho¢ identyfikacja substancji, ktéra spowodowata
zatrucie, jest niezwykle wazna, to absolutny prymat
w podejmowanych czynnoSciach powinno mie¢ za-
wsze ratowanie Zycia i zapobieganie pogarszaniu sie
stanu zdrowia pacjenta.

Pismiennictwo

—

. BarskiD., Spodniewska A.: Toksykologia weterynaryjna. Wybrane za-
gadnienia. Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Olsztyn
2014.

. Giergiel M., Sell B., Cybulski W., Posyniak A.: Wspétczesne wyzwa-
nia diagnostyki toksykologicznej — postepowanie w przypadkach
podejrzeri o zatrucia zwierzat. Zycie Wet. 2017, 92, 876—880.

. Volmer P.A., Meerdink G.L.: Diagnostic toxicology for the small ani-
mal practitioner. Vet. Clin. North Am.: Small Anim. Pract. 2002, 32,
357-363.

4, Sherma]., Fried B.: Thin Layer Chromatographic Analysis of Biolo-
gical Samples. A Review. J. Liq. Chromatogr R T 2005, 28, 2297-2314.

. Gwaltney-Brant S.M.: Veterinary forensic toxicology. Sage Journals.
2016, 53,1067-10717.

. Witkiewicz Z.: Podstawy chromatografii. Wydawnictwo Naukowo-
-Techniczne.Warszawa 2005.

7. Poppenga R.H., Braselton W.E.: Effective Use of Analytical La-
boratories for the Diagnosis of Toxicologic. Problems in Small
Animal Practice. Vet. Clin. North Am.: Small Anim. Pract. 1990, 20,
293-306.

. Wilard M.D, Tvedten H.: Small animal. Clinical diagnosis by laborato-

ry methods. Elsevier Saunders. 2012.

Barile F.: Clinical Toxicology. Principles and Mechanisms. CRC Press.

2004.

10. Babi¢ S., Asperger D., Mutavdzi¢ D., Horvat A., Kastelan-Macan M.:

Solid phase extraction and HPLC determination of veterinary phar-

maceuticals in wastewater. Talanta, 2006, 70, 732-738.

Covey T., Henion J.: High Performance Liquid Chromatography in

Veterinary Toxicology. J. Liq. Chromatogr R T 1984, 7 (S-2), 205-315.

12. Peterson M. E., Talcott P.A.: Small Animal Toxicology. Elsevier Saun-
ders. 2006.

13. Brandys J.: Toksykologia - wybrane zagadnienia. Wydawnictwo Uni-
wersytetu Jagiellonskiego. 1999.

14. Szczepaniak W.: Metody instrumentalne w analizie chemicznej. Wy-
dawnictwo Naukowe PWN. Warszawa. 1996.

15. Gupta P.K.: Concepts and Applications in Veterinary Toxicology: An In-
teractive Guide. Springer Nature Switzerland AG, 2019.

16. Filigenzi, M.: Analytical Toxicology and Sample Submission Requ-
irements. W: Veterinary Toxicology: Basic and Clinical Principles. 3" ed.,
2018, 1119-1137.

17. Gupta R.C.: Veterinary Toxicology: Basic and Clinical Principles. 3" ed.,
Academic Press, 2018.

18. Plumlee K. H.: Clinical Veterinary Toxicology. Mosby Inc., 2004.

19. Osweiler G.D, Hovda L.R., Brutlag A.G., Lee ].A.: Small Animal Toxi-
cology. W: Blackwell’s Five-Minute Veterinary Consult Clinical Compa-
nion. Blackwell Publishing Ltd., 2011.

20. KrzyzewskaI., Kozarska A.: Zastosowanie chromatografii gazowej

do detekcji narkotykow w technice kryminalistycznej. LAB Labora-

toria, Aparatura. Badania 2016, 21, nr 2,12-20.

Srinivasan P.I., Sarmah A K., Manley-Harris M., Wilkins A.L.: Deve-

lopment of an HPLC method to analyze four veterinary antibiotics

N

w

vt

(=2

o

O

11.

jary

21

=

Zycie Weterynaryjne * 2020 * 95(12)

22.

23.

24,

25.

26.

2

28.

29.

30.

3L

—

32

33.

34.

35.

36.

37.

~

PRACE KLINICZNE | KAZUISTYCZNE

in soils and aqueous media and validation through fate studies.
J. Environ. Sci. Health. Part A. 2012, 47, 2120-2132.

Oliveira K.RW, Sversut R.A., Singh A K., Amaral M.S., Kassab N.M.:
Development and validation of HPLC assay method for marboflo-
xacin determination in veterinary chewable tablets. Acta Chroma-
togr. 2019, 31, 291-293.

Roder ].D.: Veterinary Toxicology (Practical veterinarian). Butterworth-
-Heinemann. 2001.

Cyganski A.: Metody spektroskopowe w chemii analitycznej. Wydanie
trzecie zmienione. Wydawnictwo Naukowo-Techniczne. Warsza-
wa 2002.

Polak K., Kommedal A.T.: Field Manual for Small Animal Medicine. Wi-
ley-Blackwell, 2018.

Teitler J.B.: Evaluation of a Human On-site Urine Multidrug Test for
Emergency Use With Dog. J. Am. Anim. Hosp. Assoc. 2009, 45, 59-66.
Farmakopea polska. Wydanie VIII, tom 1. Urzad Rejestracji Produk-
téw Leczniczych. Warszawa 2008.

KrupaJ., Kogut B.: Zawarto$¢ kadmu i otowiu w mig$niach, watro-
bie i nerkach kéz i owiec z okolic Rzeszowa. Zywnosé. 2000 1(22),
109-116.

SzkodaJ., Zmudzki J.: Determination of lead and cadmium in biolo-
gical material by graphite furnace atomic absorption spectrometry
method. Bull. Vet. Inst. Pulawy. 2005, 49, 89-92.

Selander S., Crami K.: Determination of Lead in Blood by Ato-
mic Absorption Spectrophotometry. Brit. J. Industr. Med., 1968, 25,
209-213.

Selander 8., Crami K.: Determination of Lead in Urine by Ato-
mic Absorption Spectrophotometry. Brit. J. Industr. Med. 1968, 25,
139-143.

Szkoda J., Zmudzki J., Grzebalska A.: Determination of total mer-
cury in biological material by atomic absorption spectrometry me-
thod. Bull. Vet. Inst. Pulawy.2006, 50, 363-366.

Hansen J.C, Danscher C.: Quantitative and Qualitative Distribution
of Mercury in Organs from Arctic Sledge dogs An Atomic Absorp-
tion Spectrophotometric and Histochemical Study of Tissue Sam-
ples from Natural Long-Termed High Dietary Organic Mercury-
-Exposed Dogs from Thule, Greenland. Pharmacol. Toxicol. 1995, 77,
189-195.

Saur PM.M,, Zielmann S., Roth A.) Frank L., Warneke G., Ensinkl
F.-B.M., Radke A.: Comparison of the Determination of Magne-
sium by Methylthymol Blue Spectrophotometry and Atomic Ab-
sorption Spectrophotometry. Eur. J. Clin. Chcm. Clin. Biochem. 1994,
32,539-542.

Thin C.G., Thomson P.A.: Estimation of calcium and magnesium in
serum and urine by atomic absorption spectrophotometry. J. Clin.
Path. 1967, 20, 280-282.

Galey F.D.: Diagnostic Toxicology for the food animal practitioner.
Vet. Clin. North Am.: Food Anim. Pract. 2000, 16, 409-421.

Tiwari R.M., Sinha M.: Veterinary toxicology. Oxford Book Company,
2010.

Lek. wet. Eliza Anna Niemczycka,
e-mail: eliza.niemczycka@uj.edu.pl

7


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Srinivasan P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22871010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sarmah AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22871010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Manley-Harris M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22871010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilkins AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22871010
http://yadda.icm.edu.pl/yadda/contributor/dd801ba0f74aa02c7f16bf22810789e1
http://yadda.icm.edu.pl/yadda/contributor/386d40706121f2d8e9e53e1601de007a
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teitler JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19258416
mailto:eliza.niemczycka@uj.edu.pl

