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ANDRZEJ POSYNIAK, STANISŁAW SEMENIUK, JOLANTA NIEDZIELSKA. JAN ZMUDZKI

artykuł prze7lądoua

ryjnego oraz leków, na które obowiązuje bezwzględny zakaz
stosowania u zwierząt hodowlanych. Oprócz pozostałości
antybiotyków i chemioterapeutyków wykonywane są badania
umozliwiające wykrycie stymulatorów wzrostu (hormonów i
B-agonistów), neuroleptyków i P-blokerów oraz leków prze-
ciwpasożytniczych, W Instytucie Weterynarii oraz wyspe-
cjalizowanych Zakładach Higieny Weterynaryjnej od wielu
jużlat prowadzi się stałą kontrolę wspomnianych grup leków
w produktach zwierzęcych,

W analizie pozostałości leków w żywności stosuje się róż-
ne metody badawczę, Tradycyjnie, metody mikrobiologiczne
wykorzystywane są do wykrywania śladowych ilości pozo-
stałości leków przeciwbakteryj nych. Wzrastaj ą ce zagtożęnle
toksykologicznę ze strony niektórych leków np. chloramfeni-
kolu oraz wprowadzenie wymogu jednoczesnego badania sub-

stancji macierzystych wraz z ich metabolitami w znacznym
stopniu przyczynlło się do powstawania nowych procedur ana-

litycznych. Potrzebne były bowiem metody, które umożliwia-
łyby analizow anie różnych $up leków z odpowiednią czułością

Anal iza pozostałości Ieków weterynaryj nych
- przydatnoŚĆ chromatografi i cienkowarstwowej

do wstępnych oznaczeń jakościowych
Zakład Farmakologii i Toksykologii Instytutu Weterynarii, Al. Partyzantów 57,24-100 Puławy

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.

Niektóre leki stosowane w praktyce weterynaryjnej pozo-
stając w organizmie zwierzęcym stanowią potencjalne zagro-
zenie dla zdrowia konsumentów. W związku z tym organizuje
się systemy mające na celu kontrolę i eliminowanie zywności
zawierającej niedopuszcza|ne stężenia lekQw. W próbkach
mięśni i narządów pobranych w rzęźniach poszukrrje się obe-
cności specyfików dopuszczonych do lecznictwa weteryna-
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i specyficznością. Stało się wówczas oczywiste, że metody
fizykochemiczne mogą sprostać tym wymaganiom i obecnie
są one szeroko wykorzystywane w badaniach zawartości 1ę-

ków w produktach zwierzęcych.
Przed procedurami analitycznymi stosowanymi w kontroli

pozostałości stawiane są bardzo wysokie wynragania, Oprócz
wspomnianej już wykrywalności i specyficzności zastosowa-
ne metody winny charakteryzować się niezawodnością, a
więc uzyskiwaniem dokładnych i powtarzalnych wyników, a

ponadto praktycznością i dostępnością, czyli prostotą i szyb-
kością wykonania, Dość często zclarza się, ze dla oznaczeń
tego samego leku dostępne są rózne procedury; wówczas wy-
biera się metodę charakteryzującą się większą dokładnością
l, precyzją. Niemniej ważnę jest, aby metoda była bezpieczna
w wykonaniu, a takze możliwa do powtórzenia ptzy użyciu
ogólnie dostępnej aparatury i odczynników. Bardzo istotnym
elementem w ocenie metody jest jej wiarygodność sprawdzana
w regularnych badaniach wewnątrzlaboratoryjnych i między-
1aboratoryjnych.

Spośród metod fizykochemicznych w badaniach pozosta-
łości leków najczęściej wykorzystuje się rózne techniki chro-
matograficzne. Dają one możliwość prowadzenia oznaczeń
przes i ewo wych (skq, ningowych) oraz pozw alaj ą na wykon ani e

pełnej analizy ilościowej zawartości leku. Techniki chromato-
graficzne preferowane są takze w analizach potwierdzających,

Metody postępowania analitycznego z zastosowaniem chro-
matografii zazwyczaj składają się z trzech etapów, Najpierw
substancje leczntczę ekstrahuje się z materiału biologicznego
odpowiednim rozpuszczalnikiem, n astępnie ekstrat oczy sz-

czany jest z substancji balastowych. W ostatnim etapie prze-
prowadzana jest identyfikacja i ewentualna ocena ilościowa
zawartości analizowanego leku w badanym inateriale.

Analizowanje pozostałości leków przeprowadza się przede

wszystkim w mięśniach, nerkach i wątrobach oraz mleku i

jajach, Do badań skryningowych przydatne mogą być rów-
niez łatwo dostępne próbki kału, moczu, żólci i surowicy,
Do ekstrakcji dobiera się rozpuszczalniki, które niemal cał-
kowicie wyodrębniają analizowane leki z tak różnorodlrego
i złożonego materiału. Niektóre rozpllszczalniki, głównie me-

tanol i acetonitryl, wraz z analizowaną substancją izolują z
podłoża minimalne ilości lipidów, a jednocześnie denaturują

białka. Denaturacja jest o tyle korzystna, że następuje wów-
czas uwalnianie leków związanych z białkami, Obecnie do

oczy szczenia otrzymanych ekstraktów n ajczęści ej wykorzy-
stuje się technikę ekstracji do fazy stałej (solid-phase extrac-

tion), która w znacznym stopniu usprawniła i uprościła
postępowanie w analizie leków.

Instrumentalne techniki chromatograficzne (chromatografia
gazowa i wysoko sprawna chromatografia cieczowa) dyspo-
nują czułymi i selektywnymi detektorami, umozliwiającymi
precy zy jne określenie śladowej zawartości an aJizowanej sub-

stancji w badanym materiale, Współczesne chromatografy
cieczowe i gazowe wyposaŻone są w komputerowe sterowanie
procesami analizy i zbierania wyników badań. Taka aparatura

badawcza jest bardzo kosztowna i trudna do zastosowania w

warunkach laboratoriów terenowych.
Często wystarczy zastosowanie mniej wyrafinowanego po-

stępowan ia, zwlaszcza do wstępn ych oznaczeń j akościo w ych,

które preferowane są przez różne organizacje ,zajmujące się

nadzorem handlu żywnością, Obserwuje się dwa kierunki
rozwoju wstępnych metod jakościowych: pierwszy - skiero-

wany jest na selektywne wykrycie konkretnego, pojedyncze-
go leku; mają tu zastosowanie przede wszystkim metody
immunochemiczne. W drugim - dającym możliwość jedno-

czesnej identyfikacji obok siebie różnych substancji leczni-
czych - preferuje się metody chromatograficznę.

Wśród metod chromatograficznych do wstępnych analiz
przesiewowych szczególnie przydatna jest chromatografia
cienkowarstwowa - będąca techniką prostą i łatwą do prze-
prowadzenia w warunkach laboratoriów terenowych,

Chromatografia cienkowarstwowa
- charakterystyka techniki

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC - thin layer chro-

matography) w odróżnieniu od innych technik chromatografi-
cznych, które realizowane są w kolumnach, do rozdziału
składników analizowanej próbki wykorzystuje otwarte war-

stwy sorbentów (faza stała) naniesione na płytki szklane lub
folie. Rozpuszczalniki lub ich mieszaniny (faza ruchoma)
ptzemieszczając się przez warstwę sorbentu na zasadzie sił
kapilarnych powodują rozdztał mieszaniny naniesionej na

płytkę,
W klasycznej TLC uzywane są płytki pokryte 0,25 mm

warstwą sorbentu, o średnicy ziaren ok. 12 1lm. natomiast
wysoko sprawne płytki (HPTLC) mają warstwy o grubości

0,2 mm i uziarnienie sorbentu o średnicy 6 pm. Płytki HPTLC
są bardziej ef'ektywne, dzięki temu uzyskuje się 4-krotne

skrócenie czasl analizy i poprawę czułości. Wykywalność
jest zazwyczaj o rząd wielkości lepsza w porównaniu do kla-
sycznej TLC,

Identyfikacji dokonuje się po rozwinięciu chromatogranu
i przeprowadzaniu na powierzchni płytki odpowiednich re-

akcji chenicznych, Powstałe plamki oglądane są w świetle

wiclzialnym lub w świetle UV przy długościach fali X = 254
i 366 nm. Przy wizualnej ocenie chromatogramu nie powinna

występować wyraźnaróżnica w jakości barwy lub fluorescen-
c|i pomiędzy plamką badanej substancji a plamką substancji

wzorcowej. Dla potwierdzenia uzyskanych wyników przepro-

wadza się kilka reakcji charakterystycznych dla danej sub-

StancJl.
Rozdzielone składniki próbki identyfikowane są na pod-

stawie wartości współczynnika Rt, który wyrazany jest jako

stosunek drogi środka plamki analizowanej substancji do dro-
gi frontu rozpuszczalnika, W określonym układzie chromato-
graficznym wartość współczynnika Rr jest charakterystyczna
dla analizowanej substancji i umożliwia przeprowadzenie
oceny jakościowej.

W analizie chromatograticznej istotne jest, aby rozdział
wykonany został z odpowiednio dobraną rozdzielczością,
sprawnością i selektywnością (13). W badaniach prowadzonych

z zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej wymaga-

ne jest przede wszystkin prawidłowe określenie współczyn-
nika Rr, który winien odpowiadaó wartości współczynnika
R1 substancji wzorcowej. Warunek ten jest spełniony wówczas,
g<ly błąd w ocenie wartości Rf substancji analizowanej i
wzorcowej nie jest większy od 37a, przy rozdzl.ałach prze-

prowadzonych w tych samych warunkach, Rozdziały muszą być

tak dobrane, aby na chromatogramie plamka analizowanej sub-

stancji była oddalona od najbliższej plamki o połowę sumy ich
średnic.
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Analiza za pomocą ctu,omatografii cienkowarstwowej nie
ogranicza się do podania wartości współczynnika Rf substan-
cjl rozdzielanych w jednym układzie. Ta sama próbka może
być rozwijana na różnych sorbentach (np. zelu krzemionko-
wym silica 60 lub żelu modyfikowanym tzw. odwróconąfazą
RP-18 lub CN), jak ma to miejsce w przypadku badania ana-
bolików (35). Wykonanie kilku równoległych rozdziałów po-

prawia specyficzność i zwiększa niezawodnośó analtzy.
W analizie TLC dość często wykorzystuje się dwukierun-

kowe rozwijanie chromatogramów. Wykazano, ze chromato,
grafia dwukierunkowa nie jest tym samyln. co rozwijanie w

dwóch róznych rozpuszczalnikach. Rozdzięlczość i możli-
wość identyfikacji w chromatografii dwukierunkowej znaQz-

nie przekracza jakość dwóch rozdziałów uzyskanych przy
jednokieruŃowym rozwijaniu. Jak to przedstawiono na ryc. 1.

przy pierwszym rozwijaniu nieznany składnik próbki przeszka-

dza w analizie klęnbuterolu, natomiast przy drugim rozwijaniu
interferuje z cimaterolem. Przy chromatografii dwukierunkowej
możliwy jest pełny rozdział obu leków od utrudniających
analtzę składników próbki,

Oprócz jakościowej andrizy TLC istnieje również możli-
wość wykorzystania tej techniki jako metody ilościowej,
WÓwczas stosuje się specjalną aparaturę tzw. denzytometry,
które rejestrują intensywność Źabarwienia lub fluorescencji
plamek znajdujących się na płytce.

W tab. 1, porównano właściwości ilościowej TLC z innymi
technikami chromatograficznyni. Na podstawie przedstawio-

1

nego zestawienia widać, że chromatografia cienkowarstwowa
nteznacznie ustępuje innym technikom, a w niektórych przy-
pedkach 1e przewyższa.

W pracy dokonano przeglądu metod wykorzystujących
chromatografię cienkowarstwową w kontroli pozostałości le-
ków weterynaryjnych. Przedstawiono przykłady zastosowań
w analizie substancji leczniczych rutynowo stosowanych w

praktyce weterynaryjnej - głównie chęmioterapeutyków,
Wskazano także na przydatność przy wykrywaniu obecności
s ubstancj i l'armakolo gic znie czy nny ch ni e dopuszczonych do

stosowania u zwierząt,

Analiza leków przeciwbakteryjnych

Ze względu na szerokie wykorzystywanie leków prze-

ciwbakteryjnych w praktyce weterynaryjnej, należy liczyÓ się
z możliwością występowania ich pozostałości w żywności
pochodzenia zwierzęcego. Wśród dużej różnorodności grup

leków przeciwbakteryjnych chromatografia cienkowarstwowa
znalazła praktyczne zastosowanie przede wszystkim do wy-

krywania pozostałości sulfametazyny i innych sulfonamidów.
Problem występowania pozostałości tyclr chemioterapeutyków
jest tym bardziej istotny, że zaczęto podejrzewać sulfametazynę

o działanie kokancerogenne, Niektóre sulfonamidy dość dłu-

go utrzymują się w organjzmie zwtęrzęcym, w związku z
tym wymagane jest przestrzeganie tzw, okresu wyczekiwania
(ok, 7 dni) dla usunięcia ich z tkanek i narządów ponizej

dopuszczalnych pozionrów tolerancji, W wielu krajach okre-

ślono dozwolone stężenia sulfonamidów na poziomie 0, 1

mg/kg produktu spożywczego.
W praktyce dość często kontrolę pozostałości sulfonami-

dów w mięsie i mleku przeprowadza się metodami mikro-
biologicznymi, których czułość dla większości sulfonamidów

waha się w granicach 0,1 - 0,3 mg/kg. Dlatego tez proste testy

mikrobiologiczne wymagają potwierdzeń innymi metodami,

Klasyczna, kolorymetryczna metoda Brattonna-Marshalla
(38) jest czułą metodą wykr-ywania sulfonamidów, jednak ze

względu na możliwość występowania interferencji nie nadaje

się zbytnio do oznaczęń ilości śladowych. Natomiast połączenie

chromatografii cienkowarstwowej z detekcją odczynnikiem
Brattonna-Marshalla po rozdzlalę na płytce z powodzeniem jest

stosowane do wykrywania pozostałości sulfonanidów (18).

W analizie sulfonamidów wykorzystuje się również reakcję

z flurescaminą (31,34, 42); możIiwe jest wówczas wykrycie
w analizowanym mięsie stęzeń ponizej 0,0l mg/kg,

Praktyczne zastosowanie znalazła TLC również do przy-

życiowego wykrywania sulfonamidów u leczonych zwierząt.

W tym celu pobiera się próbki moczu i bez uprzedniej ob-

róbki nanosi się na płytki chronatograficzne. Po wykonaniu
analizy możIiwe jest eliminowanie z uboju zwierząt z wyso-

kimi stężeniami leku.
Podobnie jak sulfonamidy, również i nitrofurany znalazły

szerokie zastosowanie w profilaktyce i leczeniu infekcji u

świń, drobiu i bydła, wywołanych przez bakterię E. coli t

salmonella. w odróznieniu od sulfonamidów, furazolidon i

jego 5-nitrof'uranowę analogi są szybko eliminowane z mięśni

i narządów leczonych zwierząt. Wobec faktu, że nitrofurany

podejrzewane są o mutagennę i kancerogenne działanie,

wprowadzono ostre limity na występowanie ich pozostałości,

W wielu krajach w ogóle nie dopuszcza się możliwości wy-

RRozpuszczolnik 1 2 Rozwijoniedwukierunkowe

Ryc. 1 Teoretyczne porównanie możliwości uzyskiwania rozdziałów
TLC przy jedno- i dwukierunkowym rozwijaniu chromatogramów

Objaśnienia: lek 1 - cimaterol, lek 2 - klenbuterol

Tab. l. Porównanie właściwości TLC z innymi technikami chronllto-
graficznymi

Objaśnienia: TLC - chromatografia cienkowarstwowa, GC
grafia gazowa, LC - chromatografia cieczowa Par-ametry: 0

czające, + - dobre, ++ - bardzo dobre

- chromato-

- nlewystar-

0
Lek 2

a

Parametry TLC Gc LC

Czas przygotowania + # 0

Czas analizy + + ++

Koszt ++ + 0

Dokładność i powtarzalność 0 # ++

zdolność rozdzielania + + ++

Niezawodność identyfikacji + + 0

Czułość detekcji + + +

Analiza substancji nielotrrych + 0 +

Analiza substancji termolabil ++ 0 ++



Medycyna Wet. 50 ('7) 1994 315

stępowania tych leków w żywności, a w niektórych ustalono
dopuszczalne stężenie na poziomie - 5 pg/kg.

Wprowadzenie tak ostrych limitów tolerancji wymagało za-
stosowania czułych technik detekcji, głównie chromatografii
cieczowej z detektorem UV, a do potwierdzeń - połączeń z
detektorem diodowym lub masowym (25, 32, 4I). Przy zasto-
sowaniu TLC możliwa jest również śladowa analizapochodnych
5-nitrofuranu (furazolidonu, nitrofurantoiny i nitrofurazonu)
dzięki specyticznej i bardzo czułej reakcji z pirydyną (20).

Podobnie jak w przypadku syntetycznych chemioterapeutyków,
również ze stosowaniem antybiotyków wiąże się możliwość wy-
stępowania ichpozostałości w produktach spożywczych i istnieje
konieczność przestrzegania czasu potrzebnego do wydalenia
przez or ganizm leczonych zw l,erząt.

Najczęściej do wykrywania pozostałości antybiotyków sto-
suje się testy mikrobiologiczne (22, 36), jednak rnetody te
mogą czasami dawać zawodne wyniki i nie mają mozliwości
pełnej identyfikacji wykrytych leków. W ostatnich latach co-
raz częściej dla pełnej identyfikacji i ilościowych oznaczeń
zawartości różnych grup antybiotyków opracowywane są li-
czne nretody z zastosowaniern chromatografii cieczowej i ga-
zowe1 z detekcją masową (4, 21, 23).

Chromatografię cienkowarstwową wykorzystuje się także
do wykrywania obecności niektórych antybiotyków w produ-
ktach żywnościowych. W tym cęlu przeprowadza się na płyt-
ce specyficzne reakcje chemiczlre, np. dla gentamycyny (40),
chloramfenikolu (33) i tetracyklin (2) lub wykonuje bioauto-
graflę ze szczepem Bacillus subtilis (29), Połączerrie TLC z
detekcją mikrobiologiczną, pomimo ze jest bardziej czaso- i
pracochłonne, to jednak pozwala na jednoczesne wykrycie
obok siebie antybiotyków należących do róznych grup.

Analiza stymulatorów wzrostu

Oprócz grup leków dopuszczonych do leczenia stanów cho-
robowych, często nieuczciwi hodowcy mogą stosowaĆ sub-
stancje czynnę, powodujące szybkie przyrosty masy ciała. Ze
względu na udowodnione, uboczne skutki działania tych sub-
stancji obowiązuje bezwzględny zakaz podawania ich zwie-
rzętom hodowlanynr. Do wykrywania nieleganie stosowanych
stymulatorów wzrostu wykorzystuje się również chrornato-
grafię cienkowarstwową.

W ostatnich latach zaobserwowano, że podawanie zwierzę-
tom leków sympatykomimetycznych, tzw. agonistów recep-
torów P w dawkach wyzszych od terapeutycznych powoduje
przyrost masy ciała (3,9,28). Jednak okazało się, że po spo-
zyciu żywności z pozostałościami klenbutęrolu i innych le-
ków tej grupy mogą wystąpić objawy szkodliwego dztałania
na układ krążenia j zaburzenia hormonalne. W krajach, gdzie
próbowano zastosować klenbuterol w tuczu wprowadzono za-
kaz stosowania leków tej grupy tl zwierząt (ż7).

Chromatografię cienkowarstwową wykorzystuje się do wy-
krywania klenbuterolu, cimaterolu i innych B-agonistów w
moczu i tkankach zwięrząIrzeźnych (8, 10, 37), Analtzę prze-
prowadza się metodą dwukierunkowej chromatografii cien-
kowarstwowe1, a rozdzielone związki identyfikuje po reakcji
z odczynnikiem Ehrlicha. Opisane procedury umozliwiają
stwięrdzenie obecności ok. 1 ng klenbuterolu w analizowanej
próbce, co pozwala określić granicę wykrywalności metody
na poziomie l pg/l moczu lub 1 pglkg tkanki.

W przeprowadzonych badaniach porównawczych wyniki
analizy TLC korespondują z oznaczeniami przeprowadzony-
mi metodami imrnunochemicznymi: radioimmunologiczną i

immunoenzymatyczną (RIA i ELISA) oraz instrumentalnymi
technikami chromatograficznymi - cieczową l, gazową z de-
tekcją masową (LC - MS i GC-MS).

W wielu krajach wprowadzono zakaz stosowania estrogenów,
androgenów i gestagenów u zwierząt (II, I2). Kontrolę obe-
cności w produktach zywnościowych nielegalnie stosowanycl,l
anabolików prowadzi się w dwóch kierunkach wykorzystując
metocly immunochem iczne oraz metody chromatograftczne,
urnożliwiaj ące j ednoczesn ą atallzę r ó żny ch hormonów stery-
dowych.

Jednak niektóre procedury przygotowujące próbki do analiz
są dość mocno skomplikowane, pracochłonne i często zawodne.
Opracowano więc metody, które między innymi wykorzysĘą
chromatografię cieczową do oczyszczania ekstraktów (5, 6),
Dzięki takiemu postępowaniu otrzymuje się czyste ekstrakty,
lecz koszt przeprowadzonej analizy jest dość znaczly.

Chromatografię cienkowarstwową wykorzystuje się do wy-
krywania pozostałości hormonów anabolicznych w próbkach
moczu lub kału pobranych na farmach lub w próbkach mięśni
i żółct (2, 16,24,26). Identyfikację analizowanych związków
przeprowadza się po reakcji z kwasem siarkowym, w wyniku
której powstają fluoryzujące pochodne steroidów. Metoda jest
dość czuła i umożliwia oznaczenie w analizowanym materiale
stęzeń w granicach od 1 do l0 pglkg.

Równięż stosowanie leków hamujących funkcję gruczołów
tarczycy objęte jest prawnym zakazem stosowania u zwierząt
hodowlanych, Obecność tyreostatyków wykrywa się w tkan-
kach i płynach ustroj owych po rozdziale chromatograficznym
w reakcji z cysteiną i wzbudzeniu fluorescencji (7). Zastoso-
wana metoda umożliwia wykrycie 50 pg leku w 1 kg ana-
lizowanego materiału.

Analiza neuroleptyków i B.blokerów

Weterynaryjne neuroleptyki i P-blokery podawane są w ce-
lu zmniejszenia stresu (padnięcia, zmniejszenie masy ciała
lub pogorszenie jakości mięsa) związanego z transportem zwie-
rząt rzeźnych. W prŃtyce zastosowanie ż grupy P-blokerów
znalazł karazolol, a wśród neuroleptyków - acepromazyna, aza-
peron, chloropromazyn a, propioproma zy na, ksylazyna i inne.
Leki te na ogół aplikowane są kilka godzin przed ubojem,
co może prowadzić do występowania ich pozostałości w tkan-
kach i narządach, Wprowadzono 3-dniowy okres karencji po
zastosowaniu u świń karazololu i azaperonu, zaś dopuszczal-
ne stęzenie azaperonu, propiopromazyny i chloropromazyny
w nerkach ustalono na poziomie 50 pg/kg, a dla karazololu
- 5 Ltg/kg.

Do wykrywania i oznaczania pozostałości neuroleptyków
i B-blokerów wykorzystuje się rózne techniki chromatografi-
czne, fluorymętńę oraz metody immunochemiczne (l, 14, 15),

W oznaczęniach prowadzonych przy pomocy chromatogra-
fii cienkowarstwowej mozliwe jest wykrycie niedozwolonych
stężeń tych leków przy zastosowaniu reakcji barwnych z od-
czynnikiem Dragendorffa lub roztworem kwasu siarkowego.
Ponadto azaperon posiada właściwośó fluoryzowania na płyt-
ce w świetle UV - na niebiesko, a propiopromazyna - na
rózowo (I7, 19).

Przedstawiony przegląd nie wyczerpuje mozliwości zasto-
sowań chromatografii cienkowarstwowej w analizie pozosta-
łości leków weterynaryjnych, Wskazano jedynie na kierunki
badań związane bezpośrednio z ochronązdrowia i mające na
celu eliminację produktów zwleruęcych ze szkodliwymi dla
człowieka substancjami farm akologi c znie czynnymi.
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Technika ta może być równiez wykorzystywana do wy-
krywania przyczyn padnięć zwierząt po niewłaściwym poda-
waniu leków lub substancji toksycznych, np. pestycydów.
Stosuje się ją takze do wykrywania środków dopingujących
u zwierząt używanych w zawodach spoltowych (39).
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Summary

Calf morbidiĘ caused by Clostridium perfringens A and C

Twe|ve Closlńdium perfringens strain§ were isolated in
12 calves that had died with diarrhoea on tłvo farms. on
the basis of seroneutralization of antitoxins by diagnostic
§era, 10 strains were classified into serotype A and 2 into
serotype C. Most of the strains (7) were isolated from the
small intestines of calyes that died 7-18 h from the onset
of diarrhoea. characterization of the toxins revealed the
pre§ence 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 strain§ 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 cieląt, związane etiologią z C. perfringe,?§, są to
zaburzenia uogólnione typu enterotoksemii o ladzwyczaj
gwałtownym przebiegu, najczęściej z obecnością w treści jelit
oraz wę krwi serotypowo róznych jadów letalnych (głównie
B, C, D, wg 5, 7, 16,33,36, rzadko A, E, wg 2, 6, II, 26,

29, 30, 3I), a takżę mniej poznane procesy lokalne, stano-

wiące stany zapa]ne jelit (enteritis anaerobica), coraz częśclej
łączone z oddziaływaniem toksyn (5,22,35), z reguly jednak

trudnych do wykrycia, bowiem wiązanych niemal natych-
miast w tkankach in situ działania (dotyczy szczepów sero-

typu A wg 4, 11 , 35), względnie szybko po wytworzeniu
inaktywowanych przez enzymy trawienne (odnosi się takźe

do typu C, wg l0, 12, 19,22). Zatem w przypadkach niewy-

kry w al n o ści anty genów letalnych malej e znaczęnię klasy cznych
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