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Analiza pozostatosci lekow weterynaryjnych
— przydatnosé chromatografii cienkowarstwowej
do wstepnych oznaczen jakosciowych
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Summary

Analysis of veterinary drug residues: the usefulness of thin
layer chromatography for screening procedures

This survey provides a general discussion on drug re-
sidue analysis in biological material. Quality criteria for
the use of thin layer chromatography in residue analysis
have been evaluated and compared with those of other
methods. The present application of TLC in residue ana-
Iysis of antibacterials, growth promoters and neuroleptics
has been discussed.

Niektére leki stosowane w praktyce weterynaryjnej pozo-
stajac w organizmie zwierzgcym stanowia potencjalne zagro-
zenie dla zdrowia konsumentéw. W zwiazku z tym organizuje
si¢ systemy majace na celu kontrolg 1 eliminowanie zZywnosci
zawierajacej niedopuszczalne stezenia lekéw. W prébkach
miesni 1 narzadow pobranych w rzeZniach poszukuje si¢ obe-
cno$ci specyfikéw dopuszczonych do lecznictwa weteryna-

ryjnego oraz lekéw, na ktére obowiazuje bezwzgledny zakaz
stosowania u zwierzgt hodowlanych. Oprdcz pozostatosci
antybiotykéw i chemioterapeutykéw wykonywane sa badania
umozliwiajace wykrycie stymulatoréw wzrostu (hormonéw i
B-agonistéw), neuroleptykéw i 3-bloker6w oraz lekéw prze-
ciwpasozytniczych. W Instytucie Weterynarii oraz wyspe-
cjalizowanych Zaktadach Higieny Weterynaryjnej od wielu
juz lat prowadzi si¢ stala kontrolg wspomnianych grup lekéw
w produktach zwierzecych.

W analizie pozostatosci lekdw w zywnosci stosuje si¢ roz-
ne metody badawcze. Tradycyjnie, metody mikrobiologiczne
wykorzystywane sa do wykrywania §ladowych ilosci pozo-
statosci lekéw przeciwbakteryjnych. Wzrastajace zagrozenie
toksykologiczne ze strony niektérych lekéw np. chloramfeni-
kolu oraz wprowadzenie wymogu jednoczesnego badania sub-
stancji macierzystych wraz z ich metabolitami w znacznym
stopniu przyczynito si¢ do powstawania nowych procedur ana-
litycznych. Potrzebne byly bowiem metody, ktére umozliwia-
tyby analizowanie réznych grup lekéw z odpowiednig czutoscig
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i specyficznoscia. Stato si¢ wdéwcezas oczywiste, ze metody
fizykochemiczne moga sprosta¢ tym wymaganiom i obecnie
sa one szeroko wykorzystywane w badaniach zawartosci le-
kéw w produktach zwierzecych.

Przed procedurami analitycznymi stosowanymi w kontroli
pozostalosci stawiane sa bardzo wysokie wymagania. Oprécz
wspomnianej juz wykrywalnosci 1 specyficznoscl zastosowa-
ne metody winny charakteryzowaé si¢ niezawodnoscig, a
wiec uzyskiwaniem doktadnych i powtarzalnych wynikdw, a
ponadto praktycznoscia i dostepnoscia, czyli prostota i szyb-
koscia wykonania. Do$¢ czesto zdarza si¢, ze dla oznaczeid
tego samego leku dostgpne sa rézne procedury; wéwczas wy-
biera si¢ metode charakteryzujaca sie wieksza doktadnoscia
i precyzja. Niemniej wazne jest, aby metoda byla bezpieczna
w wykonaniu, a takze mozliwa do powtérzenia przy uzyciu
ogélnie dostgpnej aparatury i odczynnikéw. Bardzo istotnym
elementem w ocenie metody jest jej wiarygodno$¢ sprawdzana
w regularnych badaniach wewnatrzlaboratoryjnych i migdzy-
laboratoryjnych.

Sposréd metod fizykochemicznych w badaniach pozosta-
tosci lekéw najczesciej wykorzystuje si¢ rézne techniki chro-
matograficzne. Daja one mozliwo§¢ prowadzenia oznaczen
przesiewowych (skryningowych) oraz pozwalaja na wykonanie
pelnej analizy ilosciowej zawartosci leku. Techniki chromato-
graficzne preferowane sa takze w analizach potwierdzajacych.
Metody postgpowania analitycznego z zastosowaniem chro-
matografii zazwyczaj sktadaja si¢ z trzech etapéw. Najpierw
substancje lecznicze ekstrahuje si¢ z materiatu biologicznego
odpowiednim rozpuszczalnikiem, nastepnie ekstrat oczysz-
czany jest z substancji balastowych. W ostatnim etapie prze-
prowadzana jest identyfikacja 1 ewentualna ocena iloSciowa
zawartosci analizowanego leku w badanym materiale.

Analizowanie pozostatodci lekéw przeprowadza si¢ przede
wszystkim w mig$niach, nerkach i watrobach oraz mleku i
jajach. Do badad skryningowych przydatne moga by¢ row-
niez tatwo dostepne prébki katu, moczu, zélci i surowicy.
Do ekstrakcji dobiera si¢ rozpuszczalniki, ktére niemal cal-
kowicie wyodrebniaja analizowane leki z tak réznorodnego
i ztozonego materiatu. Niektére rozpuszczalniki, gléwnie me-
tanol i acetonitryl, wraz z analizowana substancja izoluja z
podloza minimalne ilosei lipidéw, a jednoczesnie denaturuja
biatka. Denaturacja jest o tyle korzystna, Ze nastepuje wow-
czas uwalnianie lekéw zwiazanych z biatkami. Obecnie do
oczyszczenia otrzymanych ekstraktéw najczesciej wykorzy-
stuje si¢ technike ekstracji do fazy statej (solid-phase extrac-
tion), ktéra w znacznym stopniu usprawnita i uproScita
postgpowanie w analizie lekdw.

Instrumentalne techniki chromatograficzne (chromatografia
gazowa i wysoko sprawna chromatogratia cieczowa) dyspo-
nuja czutymi i selektywnymi detektorami, umozliwiajacymi
precyzyjne okreslenie Sladowej zawartosci analizowanej sub-
stancji w badanym materiale. Wspéiczesne chromatografy
cieczowe 1 gazowe wyposazone sa w komputerowe sterowanie
procesami analizy i zbierania wynikéw badari. Taka aparatura
badawcza jest bardzo kosztowna i trudna do zastosowania w
warunkach laboratoriéw terenowych.

Czesto wystarczy zastosowanie mniej wyrafinowanego po-
stgpowania, zwlaszcza do wstgpnych oznaczen jakosciowych,
ktére preferowane sa przez rézne organizacje zajmujace sie
nadzorem handlu zywnoscia. Obserwuje si¢ dwa kierunki
rozwoju wstepnych metod jakosciowych: pierwszy — skiero-

wany jest na selektywne wykrycie konkretnego, pojedyncze-
go leku; maja tu zastosowanie przede wszystkim metody
immunochemiczne. W drugim — dajacym mozliwo$¢ jedno-
czesnej identyfikacji obok siebie réznych substancji leczni-
czych — preferuje si¢ metody chromatograficzne.

Wsréd metod chromatograficznych do wstepnych analiz
przesiewowych szczegdlnie przydatna jest chromatografia
cienkowarstwowa — bedaca technika prosta i tatwa do prze-
prowadzenia w warunkach laboratoriéw terenowych.

Chromatografia cienkowarstwowa
— charakterystyka techniki

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC - thin layer chro-
matography) w odréznieniu od innych technik chromatografi-
cznych, ktére realizowane sa w kolumnach, do rozdziatu
sktadnikéw analizowanej prébki wykorzystuje otwarte war-
stwy sorbentéw (faza stata) naniesione na ptytki szklane lub
folie. Rozpuszczalniki lub ich mieszaniny (faza ruchoma)
przemieszczajac sie przez warstwe sorbentu na zasadzie sit
kapilarnych powoduja rozdzial mieszaniny naniesionej na
plytke.

W klasycznej TLC uzywane sa plytki pokryte 0,25 mm
warstwa sorbentu, o $rednicy ziaren ok. 12 pm. natomiast
wysoko sprawne plytki (HPTLC) maja warstwy o grubosci
0,2 mm 1 uziarnienie sorbentu o $rednicy 6 pm. Ptytki HPTLC
sa bardziej efektywne, dzigki temu uzyskuje sie 4-krotne
skrécenie czasu analizy i poprawg czutosci. Wykrywalno§c
jest zazwyczaj o rzad wielkosci lepsza w poréwnaniu do kla-
sycznej TLC.

Identyfikacji dokonuje si¢ po rozwinigciu chromatogramu
i przeprowadzaniu na powierzchni plytki odpowiednich re-
akcji chemicznych. Powstale plamki ogladane sa w Swietle
widzialnym lub w §wietle UV przy dtugosciach fali A = 254
i 366 nm. Przy wizualnej ocenie chromatogramu nie powinna
wystepowad wyrazna réznica w jakosci barwy lub fluorescen-
cji pomigdzy plamka badanej substancji a plamka substancji
wzorcowej. Dla potwierdzenia uzyskanych wynikéw przepro-
wadza si¢ kilka reakcji charakterystycznych dla danej sub-
stancjl.

Rozdzielone sktadniki probki identyfikowane sa na pod-
stawie warto§ci wspoiczynnika Ry, kiéry wyrazany jest jako
stosunek drogi $rodka plamki analizowanej substancji do dro-
gi frontu rozpuszczalnika. W okreslonym uktadzie chromato-
graficznym warto$¢ wspétezynnika Ry jest charakterystyczna
dla analizowanej substancji i umozliwia przeprowadzenie
oceny jakosciowe;.

W analizie chromatograficznej istotne jest, aby rozdzial
wykonany zostal z odpowiednio dobrang rozdzielczoscia,
sprawnoscia i selektywnoscia (13). W badaniach prowadzonych
z zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej wymaga-
ne jest przede wszystkim prawidlowe okreslenie wspéiczyn-
nika Rg, ktéry winien odpowiadaé wartosci wspdiczynnika
Rf substancji wzorcowej. Warunek ten jest spetniony wowczas,
gdy blad w ocenie wartosci Rr substancji analizowanej 1
wzorcowej nie jest wigkszy od 3%, przy rozdziatach prze-
prowadzonych w tych samych warunkach. Rozdziaty musza byc¢
tak dobrane, aby na chromatogramie plamka analizowanej sub-
stancji byta oddalona od najblizszej plamki o potowg sumy ich
$rednic.
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Analiza za pomoca chromatografii cienkowarstwowej nie
ogranicza sie do podania wartosci wspoiczynnika Re substan-
cji rozdzielanych w jednym uktadzie. Ta sama prébka moze
by¢ rozwijana na réznych sorbentach (np. zelu krzemionko-
wym silica 60 lub zelu modyfikowanym tzw. odwrécona faza
RP-18 lub CN), jak ma to miejsce w przypadku badania ana-
bolikéw (35). Wykonanie kilku réwnolegtych rozdziatéw po-
prawia specyficznosé i zwicksza niezawodnos$¢ analizy.

W analizie TLC do$é czesto wykorzystuje si¢ dwukierun-
kowe rozwijanie chromatograméw. Wykazano, ze chromato-
grafia dwukierunkowa nie jest tym samym, co rozwijanie w
dwéch réznych rozpuszezalnikach. Rozdzielezos¢ i mozli-
wos¢ identyfikacji w chromatografii dwukierunkowej znacz-
nie przekracza jakos$¢ dwdch rozdzialéw uzyskanych przy
jednokierunkowym rozwijaniu. Jak to przedstawiono na ryc. 1.
przy pierwszym rozwijaniu nieznany sktadnik prébki przeszka-
dza w analizie klenbuterolu, natomiast przy drugim rozwijaniu
interferuje z cimaterolem. Przy chromatografii dwukierunkowej
mozliwy jest petny rozdzial obu lekéw od utrudniajacych
analize sktadnikéw probki.

Oprécz jakosciowej analizy TLC istnieje réwniez mozli-
woéé wykorzystania tej techniki jako metody iloSciowej.
Wdwczas stosuje si¢ specjalna aparature tzw. denzytometry,
ktére rejestrujg intensywnosc¢ zabarwienia lub fluorescencji
plamek znajdujacych si¢ na plytce.

W tab. 1, poréwnano wiasciwosci ilosciowej TL.C z innymi
technikami chromatograficznymi. Na podstawie przedstawio-

————
Lek Lek2 0
0 o Lek2
1 Lek2 | 2 Lek1 2 Lek 1
Ce C= @] e

Rozpuszczalnik 1 Rozpuszczalnik 2 Rozwijanie dwukierunkowe

Ryc. 1. Teoretyczne poréwnanie mozliwosci uzyskiwania rozdzialéw
TLC przy jedno- i dwukierunkowym rozwijaniu chromatograméw

Objasnienia: lek 1 — cimaterol, lek 2 — klenbuterol

Tab. 1. Poréwnanie wilasciwosci TLC z innymi technikami chromato-

graficznymi
Parametry TLC GC LC
Czas przygotowania + + 0
Czas analizy + ++ ++
Koszt ++ | + | 0
Doktadnos$é 1 powtarzalno$¢ 0 ++ ++
Zdolnosé rozdzielania + + ++
Niezawodno$¢ identyfikacji + ++ 0
Czulosé detekcji + + +
Analiza substancji nielotnych ++ 0 ++
Analiza substancji termolabil. ++ 0 [ ++

Objaénienia: TLC - chromatografia cienkowarstwowa, GC — chromato-
grafia gazowa, LC ~ chromatografia cieczowa. Parametry: 0 - niewystar-
czajace, + — dobre, ++ — bardzo dobre

nego zestawienia widaé, ze chromatografia cienkowarstwowa
nieznacznie ustepuje innym technikom, a w niektdrych przy-
padkach je przewyzsza.

W pracy dokonano przegladu metod wykorzystujacych
chromatografie cienkowarstwows w kontroli pozostalosci le-
kéw weterynaryjnych. Przedstawiono przyktady zastosowan
w analizie substancji leczniczych rutynowo stosowanych w
praktyce weterynaryjnej — gtéwnie chemioterapeutykow.
Wskazano takze na przydatno$¢ przy wykrywaniu obecnosci
substancji farmakologicznie czynnych nie dopuszczonych do
stosowania u zwierzat.

Analiza lekéw przeciwbakteryjnych

Ze wzgledu na szerokie wykorzystywanie lekow prze-
ciwbakteryjnych w praktyce weterynaryjnej, nalezy liczy¢ si¢
z mozliwoscia wystepowania ich pozostato§ci w zywnosci
pochodzenia zwierz¢cego. Wsréd duzej réznorodnosci grup
lekéw przeciwbakteryjnych chromatogratia cienkowarstwowa
znalazia praktyczne zastosowanie przede wszystkim do wy-
krywania pozostatosci sulfametazyny i innych sulfonamidow.
Problem wystgpowania pozostalosci tych chemioterapeutykéw
jest tym bardziej istotny, ze zaczeto podejrzewac sulfametazyne
o dzialanie kokancerogenne. Niektdre sulfonamidy dos¢ dtu-
go utrzymuja si¢ w organizmie zwierzgcym, w zwiazku z
tym wymagane jest przestrzeganie tzw. okresu wyczekiwania
(ok. 7 dni) dla usuniecia ich z tkanek i narzadéw ponizej
dopuszczalnych pozioméw tolerancji. W wielu krajach okre-
élono dozwolone stezenia sulfonamidéw na poziomie 0,1
mg/kg produktu spozywczego.

W praktyce do$¢ czesto kontrolg pozostatosci sulfonami-
déw w miesie i mleku przeprowadza si¢ metodami mikro-
biologicznymi, kiérych czutosé dla wigkszosci sulfonamidéw
waha siec w granicach 0,1 — 0,3 mg/kg. Dlatego tez proste testy
mikrobiologiczne wymagaja potwierdzer innymi metodami.

Klasyczna, kolorymetryczna metoda Brattonna-Marshalla
(38) jest czula metoda wykrywania sulfonamidow, jednak ze
wzgledu na mozliwosé wystepowania interferencji nie nadaje
sie zbytnio do oznaczer iloéei §ladowych. Natomiast potaczenie
chromatografii cienkowarstwowej z detekcja odczynnikiem
Brattonna-Marshalla po rozdziale na plytce z powodzeniem jest
stosowane do wykrywania pozostatosci sulfonamidéw (18).
W analizie sulfonamidéw wykorzystuje si¢ réwniez reakcjg
z flurescamina (31, 34, 42); mozliwe jest wéwczas wykrycie
w analizowanym miesie stgzefi ponizej 0,01 mg/kg.

Praktyczne zastosowanie znalazta TLC réwniez do przy-
zyciowego wykrywania sulfonamidéw u leczonych zwierzat.
W tym celu pobiera si¢ probki moczu i bez uprzedniej ob-
r6bki nanosi si¢ na ptytki chromatograficzne. Po wykonaniu
analizy mozliwe jest eliminowanie z uboju zZwierzat z wyso-
kimi stezeniami leku.

Podobnie jak sulfonamidy, réwniez i nitrofurany znalazly
szerokie zastosowanie w profilaktyce i leczeniu infekeji u
§wif, drobiu i bydta, wywolanych przez bakterie E. coli i
Salmonella. W odréznieniu od sulfonamidéw, furazolidon i1
jego S-nitrofuranowe analogi sa szybko eliminowane z mig$ni
i narzadéw leczonych zwierzat. Wobec faktu, ze nitrofurany
podejrzewane sa o mutagenne i kancerogenne dziatanie,
wprowadzono ostre limity na wystgpowanie ich pozostatosci.
W wielu krajach w ogéle nie dopuszcza si¢ mozliwosci wy-
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stepowania tych lekéw w zywnoS$ci, a w niektérych ustalono
dopuszczalne stgzenie na poziomie — 5 pg/kg.

Wprowadzenie tak ostrych limitéw tolerancji wymagato za-
stosowania czutych technik detekcji, gtéwnie chromatografii
cieczowej z detektorem UV, a do potwierdzed — polaczend z
detektorem diodowym lub masowym (25, 32, 41). Przy zasto-
sowaniu TLC mozliwa jest réwniez §ladowa analiza pochodnych
S-nitrofuranu (furazolidonu, nitrofurantoiny i nitrofurazonu)
dzigki specyficznej 1 bardzo czulej reakcji z pirydyna (20).

Podobnie jak w przypadku syntetycznych chemioterapeutykéw,
réwniez ze stosowaniem antybiotykéw wiaze si¢ mozliwosé wy-
stepowania ich pozostatosci w produktach spozywezych i istnieje
koniecznos¢ przestrzegania czasu potrzebnego do wydalenia
przez orgamizm leczonych zwierzat.

Najczesciej do wykrywania pozostatosci antybiotykéw sto-
suje si¢ testy mikrobiologiczne (22, 36), jednak metody te
moga czasami dawaé zawodne wyniki i nie maja mozliwosci
petnej identyfikacji wykrytych lekéw. W ostatnich latach co-
raz czedciej dla petnej identyfikacji i iloSciowych oznaczen
zawartosci réznych grup antybiotykéw opracowywane sa li-
czne metody z zastosowaniem chromatografii cieczowej i ga-
zowej z detekcja masowa (4, 21, 23).

Chromatografi¢ cienkowarstwowa wykorzystuje sig¢ takze
do wykrywania obecnosci niektdrych antybiotykéw w produ-
ktach zywnosciowych. W tym celu przeprowadza si¢ na ptyt-
ce specyficzne reakcje chemiczne, np. dla gentamycyny (40),
chloramfenikolu (33) i tetracyklin (2) lub wykonuje bioauto-
grafi¢ ze szczepem Bacillus subtilis (29). Potaczenie TLC z
detekcja mikrobiologiczng, pomimo Ze jest bardziej czaso- i
pracochfonne, to jednak pozwala na jednoczesne wykrycie
obok siebie antybiotykéw nalezacych do réznych grup.

Analiza stymulatoréw wzrostu

Oprécz grup lekéw dopuszczonych do leczenia stanéw cho-
robowych, czesto nieuczciwi hodowcy moga stosowaé sub-
stancje czynne, powodujace szybkie przyrosty masy ciata. Ze
wzgledu na udowodnione, uboczne skutki dziatania tych sub-
stancji obowiazuje bezwzgledny zakaz podawania ich zwie-
rzetom hodowlanym. Do wykrywania nieleganie stosowanych
stymulatoréw wzrostu wykorzystuje si¢ réwniez chromato-
grafi¢ cienkowarstwowsa.

W ostatnich latach zaobserwowano, ze podawanie zwierzg-
tom lekéw sympatykomimetycznych, tzw. agonistéw recep-
toréw B w dawkach wyzszych od terapeutycznych powoduje
przyrost masy ciala (3, 9, 28). Jednak okazato sig, ze po spo-
zyciu zywnosci z pozostato$§ciami klenbuterolu i innych le-
kéw tej grupy moga wystapié objawy szkodliwego dziatania
na uklad krazenia i zaburzenia hormonalne. W krajach, gdzie
prébowano zastosowac klenbuterol w tuczu wprowadzono za-
kaz stosowania lekéw tej grupy u zwierzat (27).

Chromatografie cienkowarstwowa wykorzystuje si¢ do wy-
krywania klenbuterolu, cimaterolu i innych B-agonistow w
moczu i tkankach zwierzat rzeZnych (8, 10, 37). Analiz¢ prze-
prowadza sig metoda dwukierunkowej chromatografii cien-
kowarstwowej, a rozdzielone zwiazki identyfikuje po reakcji
z odczynnikiem Ehrlicha. Opisane procedury umozliwiaja
stwierdzenie obecnosci ok. 1 ng klenbuterolu w analizowanej
probce, co pozwala okreslié granice wykrywalnosci metody
na poziomie 1 pg/l moczu lub 1 pg/kg tkanki.

W przeprowadzonych badaniach poréwnawczych wyniki
analizy TLC koresponduja z oznaczeniami przeprowadzony-
mi metodami immunochemicznymi: radioimmunologiczng i

immunoenzymatyczng (RIA 1 ELISA) oraz instrumentalnymi
technikami chromatograficznymi — cieczowg i gazowa z de-
tekcjag masowa (LC — MS i GC-MS).

W wielu krajach wprowadzono zakaz stosowania estrogenéw,
androgendw 1 gestagenéw u zwierzat (11, 12). Kontrole obe-
cnosci w produktach zywnosciowych niclegalnie stosowanych
anabolikéw prowadzi si¢ w dwéch kierunkach wykorzystujac
metody immunochemiczne oraz metody chromatograficzne,
umozliwiajgce jednoczesna analiz¢ ré6znych hormondw stery-
dowych.

Jednak niektére procedury przygotowujace probki do analiz
sa dos¢ mocno skomplikowane, pracochtonne i czesto zawodne.
Opracowano wigc metody, ktore migdzy innymi wykorzystuja
chromatografi¢ cieczowg do oczyszczania ekstraktow (5, 6).
Dzigki takiemu postgpowaniu otrzymuje si¢ czyste ekstrakty,
lecz koszt przeprowadzonej analizy jest do§é znaczny.

Chromatografi¢ cienkowarstwowa wykorzystuje si¢ do wy-
krywania pozostatosci hormonéw anabolicznych w prébkach
moczu lub katu pobranych na farmach lub w prébkach mie$ni
176kl (2, 16, 24, 26). Identyfikacj¢ analizowanych zwigzkéw
przeprowadza si¢ po reakcji z kwasem siarkowym, w wyniku
ktdrej powstaja fluoryzujace pochodne steroidéw. Metoda jest
dos¢ czuta 1 umozliwia oznaczenie w analizowanym materiale
stezed w granicach od 1 do 10 pg/kg.

Roéwniez stosowanie lekéw hamujacych funkcjg¢ gruczotéw
tarczycy objete jest prawnym zakazem stosowania u zwierzat
hodowlanych. Obecnos¢ tyreostatykéw wykrywa si¢ w tkan-
kach 1 ptynach ustrojowych po rozdziale chromatograficznym
w reakcjl z cysteing 1 wzbudzeniu tluorescencji (7). Zastoso-
wana metoda umozliwia wykrycie 50 pg leku w 1 kg ana-
lizowanego materiatu.

Analiza neuroleptykow i B-blokeréow

Weterynaryjne neuroleptyki i B-blokery podawane sa w ce-
lu zmniejszenia stresu (padnigcia, zmniejszenie masy ciata
lub pogorszenie jakosci migsa) zwigzanego z transportem zwie-
rzat rzeznych. W praktyce zastosowanie z grupy [-blokeréw
znalazt karazolol, a wéréd neuroleptykéw — acepromazyna, aza-
peron, chloropromazyna, propiopromazyna, ksylazyna i inne.
Leki te na ogét aplikowane sa kilka godzin przed ubojem,
co moze prowadzi¢ do wystepowania ich pozostalosci w tkan-
kach i narzadach. Wprowadzono 3-dniowy okres karencji po
zastosowaniu u $wif karazololu i azaperonu, za$ dopuszczal-
ne stezenie azaperonu, propiopromazyny i chloropromazyny
w nerkach ustalono na poziomie 50 pg/kg, a dla karazololu
-5 pg/kg.

Do wykrywania i oznaczania pozostatosci neuroleptykéw
i B-blokeréw wykorzystuje si¢ rézne techniki chromatografi-
czne, fluorymetri¢ oraz metody immunochemiczne (1, 14, 15).

W oznaczeniach prowadzonych przy pomocy chromatogra-
fii cienkowarstwowej mozliwe jest wykrycie niedozwolonych
stezen tych lekéw przy zastosowaniu reakcji barwnych z od-
czynnikiem Dragendorffa lub roztworem kwasu siarkowego.
Ponadto azaperon posiada wiasciwos¢ fluoryzowania na ptyt-
ce w Swietle UV — na niebiesko, a propiopromazyna — na
réozowo (17, 19).

Przedstawiony przeglad nie wyczerpuje mozliwosci zasto-
sowari chromatografii cienkowarstwowej w analizie pozosta-
tosci lekéw weterynaryjnych. Wskazano jedynie na kierunki
badan zwigzane bezposrednio z ochrong zdrowia 1 majgce na
celu eliminacj¢ produktéw zwierzgcych ze szkodliwymi dla
czlowieka substancjami farmakologicznie czynnymi.
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Technika ta moze by¢ réwniez wykorzystywana do wy-
krywania przyczyn padnieé zwierzat po niewtasciwym poda-
waniu lekéw lub substancji toksycznych, np. pestycyddéw.
Stosuje si¢ ja takze do wykrywania §rodkéw dopingujacych
u zwierzat uzywanych w zawodach sportowych (39).
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Summary

Calf morbidity caused by Clostridium perfringens A and C

Twelve Clostridium perfringens strains were isolated in
12 calves that had died with diarrhoea on two farms. On
the basis of seroneutralization of antitoxins by diagnostic
sera, 10 strains were classified into serotype A and 2 into
serotype C. Most of the strains (7) were isolated from the
small intestines of calves that died 7-18 h from the onset
of diarrhoea. Characterization of the toxins revealed the
presence of alpha, beta, kappa, mi and ni toxins, as well
as enterotoxin. Pathogenic areobic microflora was absent.
The results point to the presence (for the first time) in
Poland of nonenterotoxigenic strains of C. perfringens A,
and in some cases together with C. perfringens C in the
etiology of diseases in calves. Such cases were also found
in other countries.

Choroby cielat, zwigzane etiologia z C. perfringens, sa to
zaburzenia uvogdélnione typu enterotoksemii o nadzwyczaj
gwaltownym przebiegu, najcz¢sciej z obecnoscia w tresei jelit
oraz we krwi serotypowo réznych jadéw letalnych (gléwnie
B, C, D, wg 5, 7, 16, 33, 36, rzadko A, E, wg 2, 6, 11, 26,
29, 30, 31), a takZze mniej poznane procesy lokalne, stano-
wiace stany zapalne jelit (enteritis anaerobica), coraz czgsciej
taczone z oddziatywaniem toksyn (5, 22, 35), z reguly jednak
trudnych do wykrycia, bowiem wiazanych niemal natych-
miast w tkankach in situ dzialtania (dotyczy szczepéw sero-
typu A wg 4, 17, 35), wzglednie szybko po wytworzeniu
inaktywowanych przez enzymy trawienne (odnosi sie¢ takze
do typu C, wg 10, 12, 19, 22). Zatem w przypadkach niewy-
krywalnosci antygenéw letalnych maleje znaczenie klasycznych
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