
1. In tro duc tion 

Rodenticides con tain ing com pounds that re duce
blood clot ting called an ti co ag u lants are widely used
by both in di vid ual cus tom ers and spe cial ist com pa nies 
car ry ing out pest con trol. The gen eral avail abil ity of
com mer cial prep a ra tions has caused an in crease in ac -
ci den tal and in ten tional poi son ings of hu mans and an i -
mals by these agents [3]. Rodenticides which re duce
blood clot ting are a het er o ge neous group of com -
pounds that ex hibit dif fer ent tox ic ity in hu mans and
ro dents. Their tox ic ity is most de pend ent on re peated
ex po sure to even small doses. When in tro duced into
the bod ies of hu mans and an i mals, they in hibit the gen -
er a tion of an ac tive form of vi ta min K, which leads to
haem or rhag ing. Larger doses or re peated ex po sures
cause multiorgan haem or rhage and con se quently death.

To day, most of the com mer cial rodenticides avail -
able in Po land con tain one or more ac tive com pounds
that are an tag o nists of vi ta min K. Multicomponent pre -
parations have more ef fec tive ac tion; there fore, many
man u fac tur ers have in tro duced such for mu la tions onto 
the mar ket. In Ger many, ro dent baits con tain ing mix tu -
res of coumatetralyl and cholecalciferol or difethialone
and sulfaquinoxaline and also 24 dif fer ent reg is tered
prep a ra tions con tain ing bromadiolone as the sin gle ac -
tive in gre di ent  [6] are freely avail able on the mar ket.
The ac tive com pounds which are most fre quently pres -
ent in prep a ra tions alone or in a mix ture are: broma -
diolone, brodifacoum, difethialone, difenacoum, war -
fa rin and coumatetralyl (Fig ure 1).

War fa rin and coumatetralyl are con sid ered first-
gen er a tion rodenticides. They were first re leased onto
the mar ket in the 1940s and 1950s. Bromadiolone,
brodifacoum, difethialone and difenacoum are re fer -
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red to as superwarfarins or sec ond-gen er a tion an ti co -
ag u lants. They act lon ger and with much greater
ef fi ciency. Their con cen tra tions in the prep a ra tions are 

from 0.0025% to 0.005%, so from 5 to 10 times lower
than the con cen tra tions of the ac tive com po nents of
the first-gen er a tion rodenticides. Some re search ers be -
lieve that superwarfarins have a hun dred times stron -
ger ac tiv ity than war fa rin [12] and can cause health
disorders even after a single dose. 

The wide spread ap pli ca tion of these prep a ra tions,
re sult ing in an in crease in the num ber of poi son ings or
sus pi cions for poi son ings by rodenticides, as well as
low doses of ac tive in gre di ents lead ing to their oc cur -
rence in bi o log i cal ma te rial also at very low con cen tra -
tions, has cre ated a need to use very sen si tive ana ly-
 tical meth ods for their detection in biological material.

In our lab o ra tory, we of ten deal with sam ples of
var i ous ma te ri als that are sus pected to con tain an ti co -
ag u lants. These are non-bi o log i cal ma te ri als in the
form of res i dues of com mer cial prep a ra tions (re ceived
with out the orig i nal pack ag ing) and also food prod ucts 
(in clud ing sam ples of drink ing wa ter, tea, cof fee, sugar, 
soup), to which ad di tion of these com pounds for crim i -
nal pur poses is sus pected. Bi o log i cal ma te rial such as
body flu ids (blood and/or urine sam ples) col lected
from liv ing per sons is sub mit ted for di ag nos tic and ju -
di cial pur poses, whilst post-mor tem ma te rial col lected
dur ing au top sies of hu mans and an i mals (dogs, seals,
spoon bills) con sti tutes the ba sis for con fir ma tion or
ex clu sion of poi son ing [1].

The pos si bil ity of oc cur rence of symp toms of poi -
son ing by superwarfarins with a de lay of 1–2 days and
the rate of elim i na tion of these com pounds from liv ing
or gan isms are ad di tional rea sons for us ing highly sen -
si tive, spe cific and se lec tive meth ods for their de tec -
tion and quantitation. These re quire ments are met only 
by mod ern tech nol o gies, of which the hy phen ated  tech -
niques are the best.

Thin-layer chro ma tog ra phy (TLC) tech niques are
con sid ered to be suf fi ciently ef fec tive for the anal y sis
of com mer cial prep a ra tions. Un til re cently, most
meth ods for the de ter mi na tion of an ti co ag u lants were
based on high-per for mance liq uid chro ma tog ra phy
(HPLC) tech niques [4, 5, 8, 12]. HPLC meth ods with
spec tro pho to met ric (UV) or flu o res cent (FL) de tec tion 
for anal y sis of sam ples of blood, se rum, plasma, urine
and tis sues were de vel oped. Re versed-phase C8 and
C18 col umns were used. Since most coumarin de riv a -
tives are char ac ter ised by nat u ral flu o res cence, the de -
tec tion lim its of an ti co ag u lants ana lysed by HPLC-FL
in se rum are from sev eral to sev eral dozen nanograms
per milli litre. These values are approximately a dozen
times lower than with UV detection [4, 11].  

Tech niques us ing gas chro ma tog ra phy cou pled
with mass spec trom e try (GC-MS), es pe cially af ter ap -
pli ca tion of the derivatisation pro cess are sat is fac to rily 
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Fig ure 1. Chem i cal struc tures of ana lysed com pounds.
A – coumatetralyl; B – war fa rin; C – bromadiolone;
D – brodifacoum; E – difethialone; F – difenacoum,
G – nimesulide (IS).



ef fec tive meth ods for de ter min ing rodenticides from
the group of an ti co ag u lants. This tech nique al lows the
de ter mi na tion of ac tive sub stances and their me ta b o -
lites [13].

In re cent times, screen ing meth ods us ing tech niques
of liq uid chro ma tog ra phy cou pled to mass spec trom e try
(LC-MS), with dif fer ent types of ion iza tion, es pe cially
by electrospray (ESI) and at mo spheric pres sure chem i -
cal ion iza tion (APCI) have been de vel oped. Grobosh
et al. [6] de vel oped an LC-ESI-MS method for si mul -
ta neous iden ti fi ca tion of 10 an ti co ag u lants in se rum,
in clud ing 5 rodenticides from the group of super -
warfarins (brodifacoum, bromadiolone, difenacoum,
difethialone and flocumafen) and 5 other vi ta min K
an tag o nists (acenocumarol, coumatetralyl, couma -
chlor, fenprocumon and war fa rin). Jin et al. [9], on the
other hand, de scribed a tan dem mass spec trom e try
LC-MS/MS method for the de ter mi na tion of roden -
ticides in dif fer ent bi o log i cal ma te ri als. Meth ods with
MS/MS de tec tion in mul ti ple re ac tion mon i tor ing
(MRM) mode ap pear to be the best for screen ing  ana -
ly ses for the pres ence of pes ti cides from dif fer ent
groups [7].

Dif fer ent ex trac tion tech niques are de scribed in the 
lit er a ture. An ti co ag u lants have been ex tracted from the
orig i nal [4], acidic [6] and ba sic [12] me dia by a liq -
uid-liq uid (LLE) tech nique. Dif fer ent in di vid ual sol -
vents, e.g. di ethyl ether [14], hex ane [12], acetonitri-
le [4], or their mix tures, e.g. acetonitrile with ethyl
ether [5, 14, 15], have been used. Some of the meth ods
in volve a pro tein pre cip i ta tion step of the se rum by ad -
di tion of acetonitrile [4]. Solid phase ex trac tion (SPE)
col umns, par tic u larly with a diol phase, have also been 
used for clean ing ex tracts ob tained by the LLE tech -
nique from urine con tain ing hydroxycoumarin an ti co -
ag u lants [13]. Re cov er ies av er aged from 55% to 131%,
which in some cases can not be ex plained [4, 11]. 

The pur pose of this study was to de velop a sen si -
tive method for the de tec tion in bi o log i cal ma te rial of
ac tive in gre di ents of com mon superwarfarins in Po -
land. To this end, LC-MS and LC-MS/MS tech niques
were se lected, be cause of their sen si tiv ity and  spe -
cificity.

2. Ma te ri als and meth ods

2.1. Chem i cals

Stan dards: war fa rin, coumatetralyl, bromadiolone
and brodifacoum were ob tained from Riedel-de Haën
(Seelze, Ger many), difethialone and difenacoum were
from Dr Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Ger many),

and nimesulide, used as an in ter nal stan dard, was bought
from LGC GmbH (Luckenwalde, Ger many). Chlo ro -
form and ac e tone were pur chased in Lach-Ner s.r.o.
(Neratovice, Czech Re pub lic). Ac e tate buffer was pre -
pared from an hy drous so dium ac e tate that was ob tained
from Polskie Odczynniki Chemiczne S.A. (Gli wi ce,
Po land) and ace tic acid from Odczynniki Sp. z o.o.
(Lublin, Po land). Acetonitrile (AcCN) and for mic acid
98–100% were bought from Merck (Darmstadt, Ger -
many). Dis tilled wa ter was pur chased from Baker (De -
ven ter, The Neth er lands). Con trol blood sam ples, free
from analytes, used for the de vel op ment and val i da tion
of meth ods were ob tained from a blood do na tion cen tre.

2.2. Ex trac tion

Nimesulide (IS) so lu tion was added to 1 ml of blood
in a 20 ml vial, achiev ing a con cen tra tion of 500 ng/ml
of blood. Next, 1 ml of ac e tate buffer (pH 5.5) and 6 ml 
of chlo ro form-ac e tone (1:1, v/v) mix were added. The
sam ple was shaken for 20 min utes, fol lowed by cen -
trifugation at 6000 ´ g for 5 min. 5 ml of or ganic layer
was trans ferred to a clean tube and evap o rated to dry -
ness un der a stream of ni tro gen on a heat ing block at
50°C. The dry res i due was re con sti tuted in 100 ml of
mo bile phase con sist ing of AcCN and dis tilled wa ter
(1:1, v/v) with ad di tion of 1ml for mic acid for each
litre of mo bile phase, and trans ferred into in serts for
autosampler vi als. An aliquot of 20 ml was injected on
a col umn us ing the autosampler.

2.3. LC pa ram e ters

Anal y sis was car ried out us ing a Wa ters 2695 Al li -
ance liq uid chromatograph con nected to a Quattro Mi -
cro Micromass mass spec trom e ter. Sep a ra tion was
per formed on a LiChroCART (125 ´ 3 mm) col umn
filled with Purospher RP-18e (Merck) which was ther -
mostated at 25oC. The mo bile phase was com posed of
a mix ture of 0.1% (v/v) for mic acid in AcCN and wa -
ter. The flow rate was 0.8 ml/min. All anal y ses were
car ried out in gra di ent mode (shown in re la tion to con -
tent of AcCN): 0 min – 10%, 10 min – 100%, 15 min –
100%, 16 min – 10%, 20 min – 10%. To tal anal y sis
time was 20 min. Re ten tion times of ana lysed com -
pounds are pre sented in Ta ble I.

2.4. MS and MS/MS pa ram e ters

Us ing MS, sam ples were ana lysed in neg a tive
electrospray ion is ation ESI(–) mode. Pa ram e ters of the 
mass de tec tor, which was re cord ing neg a tive ions,
were as fol lows: cap il lary volt age – 3 kV, ex trac tor
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volt age – 2 V, al ter nat ing volt age with ra dio fre quency 
(RF) – 0.1 V, mul ti plier volt age – 650 V, source tem -
per a ture – 100°C, desolvation gas flow (ni tro gen) –
540 l/h, desolvation gas tem per a ture – 300°C. Dwell
and de lay times were 0.2 and 0.05 s, re spec tively. 

In the MS/MS method, high pu rity ar gon was used
as a col li sion gas at a pres sure of 2.0–2.2 ́  10–4 torr. In
the MRM method, op ti mal volt ages in the col li sion
zone (hence forth re ferred to as fragmentor volt age) os -
cil lated in the range of 40–80 V for re spec tive com -
pounds. Main te nance of the ap pa ra tus and anal y sis of
the ob tained re sults were car ried out us ing MassLynx
soft ware ver sion V4.0 by Wa ters.

TA BLE I. RE TEN TION TIMES OF 6 RODENTICIDES

AND IN TER NAL STAN DARD 

Com pou nd Re tent ion time
[min]

Re lat ive
re tent ion time

Warfarin 7.21 0.99

Nimesulide-IS 7.28 1.00

Coumatetralyl 7.90 1.08

Bro mad iolo ne 9.27 1.27

Difenacoum 10.22 1.40

Brodifacoum 10.80 1.48

Difethialone 11.50 1.58

3. Re sults and dis cus sion

An ti co ag u lant rodenticides, be cause of their wide -
spread use, play an im por tant role in clin i cal and fo ren -
sic tox i col ogy as a cause of many sui cidal, ho mi cidal
and ac ci den tal poi son ings. The tox ic ity of first gen er a -
tion rodenticides caus ing re duced blood clot ting de -
pends pri mar ily on re peated ex po sure, even to rela -
tively small doses, while com pounds from the sec ond-
gen er a tion ex hibit toxic ac tion af ter a sin gle dose. 

The oral bioavailability of war fa rin (first-gen er a -
tion) and superwarfarins (sec ond-gen er a tion) is nearly
100%. War fa rin is highly bound (ap prox i mately 97%)
to plasma pro tein, mainly al bu min. Re duc tion of blood 
clot ting af ter a sin gle dose of war fa rin usu ally lasts for
5–7 days; how ever, this pe riod may ex tend to weeks or 
even months.

The toxic doses are highly vari able. Gen er ally,
a sin gle in ges tion of war fa rin (at a dose of 10–20 mg)
does not cause se ri ous in tox i ca tion. In con trast,
chronic or re peated in ges tion of even smaller amounts
(2–5 mg/day) can cause sig nif i cant anticoagulation.

Superwarfarins are ex tremely po tent and can pro duce
pro longed ef fects even af ter in ges tion of a small sin gle 
dose. As lit tle as 1 mg in an adult can cause coagulo -
pathy. Bleed ing is the only sig nif i cant symp tom. In se -
vere poi son ing multiorgan haem or rhag ing oc curs.
Phy s i cal ev i dence of bleed ing af ter an acute poi son ing
can be seen for at least 24 hours. Peak ef fects are
 commonly de layed un til at least 1–2 days post-in ges -
tion [2].

Cases of se ri ous poi son ings are gen er ally as so ci -
ated with se rum con cen tra tions of superwarfarins
higher than 5 mg/ml [10], but for some de riv a tives, e.g.
bromadiolone, tox ic ity ap pears at much lower con cen -
tra tions. There are also cases of acute rodenticides poi -
son ings in hu mans with full re cov ery, de spite ascer -
tainment of high con cen tra tions (ex pressed in ng/ml)
of these com pounds in se rum, e.g. brodifacoum – 630,
710 and 731, difenacoum – 600 and 970, broma -
diolone 40 and 440 [6]. In ges tion of brodifacoum,
in the form of 0.005% prep a ra tion caused death, with
dis tri bu tion in par tic u lar tis sues: in blood from the
heart ven tri cles – 2240 ng/ml, in blood from the fem o -
ral vein – 3919 ng/ml, in the bile – 4276 ng/ml, in
liver – 50 ng/ml, in the spleen – 34 ng/ml and in the
lungs 31 ng/ml [16]. The re ported con cen tra tions in di -
cate that meth ods for the de ter mi na tion of super war -
farins in bi o log i cal ma te ri als should be char ac ter ized
by a high sen si tiv ity and wide range of lin ear ity. 

Com bined (ex trac tion and de tec tion) meth ods that
have been de vel oped for the si mul ta neous de tec tion
and quantitation of 6 superwarfarins are based on LLE
and anal y sis by LC-MS and LC-MS/MS tech niques.
Ap pli ca tion of chlo ro form-ac e tone as an ex trac tion
mix ture, from a weak acid (pH 5.5) me dium, pro vided
re pro duc ible re cov er ies within the range from 65% to
81%. Good sol u bil ity of superwarfarins in ac e tone
means that it is an ex trac tion agent of choice, but un -
for tu nately it is used in com bi na tion with toxic chlo ro -
form [8, 11, 17].

Deuterated de riv a tives of superwarfarins are not
com mer cially avail able. In the pres ent stud ies,
nimesulide was used as an IS. Dif fi cul ties with se lec -
tion of IS re sulted from the fact that few com pounds
un dergo neg a tive ion is ation pro vid ing suf fi ciently in -
ten sive and re pro duc ible an a lyt i cal sig nals. Many
other more pop u lar com pounds were elim i nated dur -
ing op ti mi sa tion of frag men ta tion, and sat is fac tory an -
a lyt i cal sig nals were ob tained for paracetamol and
furosemide. In turn, these com pounds are very pop u lar 
drugs, mak ing it highly prob a ble for them to be pres ent 
in the bod ies of in tox i cated pa tients or per sons sus -
pected of be ing poi soned by rodenticides, es pe cially
dur ing hos pi ta li sa tion of poi soned pa tients, when ad -
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min is tra tion of furosemide as a med i cine en forc ing
diuresis is very com mon. A lit er a ture re view shows
that the most fre quently used in ter nal stan dards up till
now have been coumarin de riv a tives. War fa rin has been
used for the de ter mi na tion of bromadiolone [9], and
7-acetoxy-6-(2,3-dibromopropyl)-4,8-dimethylcouma- 
rin was used in a screen ing method for 10 an ti co ag u -
lants [6] and in a method for si mul ta neous de ter mi na -
tion of 8 rodenticides from this group [18].

LC-MS/MS and LC-MS tech niques were used for
the anal y sis of the an ti co ag u lants cov ered by the sur -
veys. De tec tion pa ram e ters of 6 com pounds, i.e. bro-
ma diolone, brodifacoum, difethialone, difenacoum,
war fa rin and coumatetralyl were op ti mised. Sat is fac -
tory in ten si ties of an a lyt i cal sig nals for ana lysed com -
pounds, with the ex cep tion of difethialone, were ob -
tained us ing ESI(–) with se lected ions mon i tor ing, in -
clud ing par ent and daugh ter ions. The fol low ing pa -
ram e ters were taken into ac count dur ing the
op ti mi sa tion of frag men ta tion: fragmentor volt age, en -
ergy of ions un der go ing col li sion (hence forth re ferred
to as col li sion en ergy), and the time of reg is tra tion of
ion and de lay of reg is tra tion of sub se quent ions. Neg a -
tive ions were pro duced in the se lected ion mon i tor ing
(SIR) method, from which the two most in ten sive for
each com pound were se lected. Mon i tored ions, tran si -
tions, fragmentor voltages and collision energies are
presented in Table II.

9 point cal i bra tion curves (0, 10, 50, 100, 200, 500,
1000, 2000, 5000 ng/ml) were pre pared. The val ues of

the lin ear re gres sion co ef fi cients of the cal i bra tion
curves (with num ber of rep li cates n = 4) were not
lower than 0.971. The lim its of de tec tion (LOD) de ter -
mined by S/N ³ 3 for the MS method ranged from 3
(for coumatetralyl) to 60 ng/ml (for difethialone), and
for the MS/MS method ranged also from 3 for
coumatetralyl to 84 ng/ml for difethialone. The lim its
of quan ti fi ca tion (LOQ) (at S/N > 10, ex pressed in
ng/ml) var ied within the lim its of 10–200 and 10–280,
for MS and MS/MS re spec tively. Both meth ods were
lin ear from LOQ of each analyte up to 5 mg/ml. 

The ac cu racy of both meth ods, i.e. within-day pre -
ci sion (intragroup vari abil ity), was cal cu lated on the
ba sis of three rep e ti tions of anal y ses of an ti co ag u lants
in con trol blood sam ples spiked with tested com -
pounds to a con cen tra tion of 100 and 500 ng/ml for
each method. Be tween-day pre ci sion (in ter group vari -
abil ity) was cal cu lated on the ba sis of the re sults ob -
tained for a pe riod of 2 weeks from six mea sur ing
se ries. Both within-day and be tween-day pre ci sion
were less than 15% RSD. Re cov er ies av er aged from
65% (for war fa rin) to 81% (for brodifacoum). The
worked out val i da tion pa ram e ters of the method are
sum ma rised in Ta ble III.

The spec i fic ity of the method was checked us ing
ten dif fer ent blood sam ples free from analytes col -
lected from liv ing per sons (from blood bank) and
taken dur ing au topsy. No in ter fer ing peaks eluting
from the col umn with re ten tion times com pat i ble with
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TA BLE II. DATA FOR MS AND MS/MS DE TEC TION. IONS (m/z) USED FOR QUAN TI FI CA TION IN BOLD 

Compound MS MS/MS

Ion 
[m/z]

Cone voltage
[V]

Transition
[m/z ® m/z]

Cone voltage 
[V]

Collision energy
[eV]

Warfarin 307, 161, 250 60 307 ® 250
307 ® 161

60 20

Nimesulide-IS 229 31 229 ® 229 31 2

Coumatetralyl 292, 291 60 291 ® 141
291 ® 247

40 30

Bro mad iolo ne 525, 527 60 527 ® 250
525 ® 250

80 40

Difenacoum 443, 444 60 443 ® 135
443 ® 293

60 60

Brodifacoum 523, 521 60 523 ® 523
521 ® 521

80 2

Difethialone 539, 537 60 539 ® 540
537 ® 537

60 2



the analytes were ob served on the ob tained chro mato -
grams. 

Analytes in dis solved ex tracts were sta ble for more
than 24 hours dur ing stor age at room tem per a ture or
10 days dur ing stor age at a tem per a ture of –4°C. 

Chromatograms of se lected ions (SIR) from the
LC-MS method and mon i tored tran si tions (MRM)
from the LC-MS/MS MRM method for an ti co ag u lants 
in the blood sam ple ex tract, with the ad di tion of
analytes to a con cen tra tion of 100–400 ng/ml, are
shown in Fig ures 2 and 3.

From a com par i son of LOQ val ues and in ten sity of
an a lyt i cal sig nals, it can be con cluded that: both meth -
ods are equally sen si tive for coumatetralyl, lower con -
cen tra tions of war fa rin and bromadiolone can be de-
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TA BLE III. VAL I DA TION DATA OF SIX AN TI CO AG U LANTS FOR LC-MS AND LC-MS/MS METH ODS

Compound Extrac tion
re covery [%]

Pre cis ion*

RSD [%]
MS

[ng/ml]
MS/MS
[ng/ml]

be tween day wi thin day LOD
(3 ´ S/N)

LOQ
(10 ´ S/N)

LOD
(3 ´ S/N)

LOQ
(10 ´ S/N)

Warfarin 65 3.6 2.8 5 15 50 150

Coumatetralyl 74 13.6 8.4 3 10 3 10

Bro mad iolo ne 79 7.8 6.7 15 50 60 200

Difenacoum 76 14.9 13.3 18 60 9 30

Brodifacoum 81 14.2 5.3 18 60 5 15

Difethialone 76 11.8 8.6 60 200 84 280

*pre ci sion data ob tained for: n = 6, c = 500 ng/ml

Fig ure 2. LC-MS chromatogram (mass de tec tor op er ated in
ESI (–) and SIR modes, col umn Purospher RP-18e). The ex -
tract of con trol blood spiked at the fol low ing con cen tra tions

(mg/l) with: 100 of war fa rin (A); 500 of nimesulide (IS) (B);
100 of coumatetralyl (C); 200 of bromadiolone (D);
difenacoum (E) and brodifacoum (F); 400 of difethialone
(G). Some sub stances used for method de vel op ment were
mix tures of diastereoisomers, caus ing the sep a ra tion of peaks. 

Fig ure 3. LC-MS/MS chromatogram (mass de tec tor op er ated
in ESI (–) and MRM modes, col umn Purospher RP-18e).
The ex tract of con trol blood spiked at the fol low ing con cen tra -

tions (mg/l) with: 400 of war fa rin (A); 500 of nimesulide (IS)
(B); 100 of coumatetralyl (C); 200 of bromadiolone (D); di -
fenacoum (E) and brodifacoum (F); 400 of difethialone (G).



termined us ing the MS method, and the MS/MS
method is 2 and 4 times more sen si tive for difenacoum
and brodifacoum, re spec tively.

4. Summary

Two meth ods for the si mul ta neous de tec tion and
de ter mi na tion of 6 rodenticides in 1 ml blood sam ples
were de vel oped. Sep a ra tion of analytes, af ter a sim ple
liq uid-liq uid ex trac tion, was car ried out us ing liq uid
chro ma tog ra phy, and sin gle stage and tan dem MS
were used for de tec tion with se lected ion re cord ing
and mul ti ple re ac tion mon i tor ing of neg a tive ions. 

The method proved to be spe cific for anal y sis of
blood sam ples col lected from liv ing per sons and dur -
ing au topsy.
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1. Wstêp

Ro dent ycy dy za wier aj¹ce zwi¹zki ob ni¿aj¹ce krzep-
li woœæ krwi, zwa ne an tyk oag ulan tami, s¹ w Pol sce sze -
roko sto sow ane zar ówno przez in dyw idu aln ych od bior -
ców, jak i spe cjal ist yczne zak³ady prze prow adz aj¹ce dera-
 tyzacjê. Ogól na dost êpno œæ han dlow ych pre para tów spo -
wod owa³a wzrost przy padk owy ch i umyœ lnych zatr uæ lu -
dzi oraz zwierz¹t tymi œrodkami [3]. Ro dent ycy dy obni -
¿aj¹ce kr zepl iwo œæ krwi s¹ nie jedn oro dn¹ grup¹ zwi¹z-
ków, któ re wy kaz uj¹ ró¿n¹ to ksy cznoœæ dla lu dzi i gry -
zoni. Tok syc znoœæ ich w naj wiê kszym stop niu zale ¿y od
po wtar zanej eks poz ycji na wet na ma³e daw ki.  Wprowa -
dzo ne do or gan izmu lu dzi i zwierz¹t ha muj¹ wy twar zanie
ak tywn ej for my wi tam iny K, co pro wad zi do wyst¹pie nia
krwa wien ia. W wiêk szych daw kach lub przy prze d³u ¿a -
j¹cej siê ekspozycji powoduj¹ krwawienie wie lo n arz¹ -
dowe i w konsekwencji zgon. 

Obecn ie wiêks zoœæ han dlow ych rod enty cydów  do -
stêpnych w Pol sce za wiera je den lub kil ka sk³adn ików
czyn nych bêd¹cych an tag oni sta mi wi tam iny K. Wie lo -
sk³ad nik owe pre par aty cha rakt ery zuj¹ siê wiê ksz¹ sku -
tecz noœ ci¹ dzia³ania, dla tego wie lu pro ducentów wpro -
wa dza ta kie do ob rotu. W Niem czech do puszc zono do
po wszechn ego u¿ ytku pre par aty w po staci pr zynê ty dla
gry zoni za wier aj¹ce mi esza ninê ku mat etr alylu i ko le k al -
ci fer olu lub di fet ialo nu i sul fac hino ksa li ny, przy 24 ró¿ -
nych za rej est rowan ych pre par ata ch za wier aj¹cych bro -
ma diol on jako po jed ynczy czyn ny sk³ad nik [6]. Zwi¹z-
kami czyn nymi wyst êpuj¹cymi w pre par ata ch  samo dziel- 
nie lub w mie szan inie naj czêœ ciej s¹: bromadiolon, bro di -
f akum, difetialon, difenakum, warfaryna i kumatetralyl
(rycina 1). 

War far yna i ku mat etr alyl s¹ uw a¿a ne za ro dent ycy dy
pierw szej ge ner acji. Zo sta³y one wpro wad zone do ob rotu 
w la tach 40. i 50. dwu dzies tego stu lec ia. Bro mad iolon,
bro dif akum, di fet ialon i di fen akum na zwano su perw arfa -
ryn ami, czy li an tyk oag ulan tami dru giej ge ner acji. Dzia -
³aj¹ one d³u¿ej i ze znacz nie wiêksz¹ efekt ywnoœci¹. Ich
stê¿e nia w pre par ata ch s¹ rzê du od 0,0025% do 0,005%,
czy li od 5 do 10 razy ni¿ sze od zaw artoœci sk³adn ików
czyn nych rode ntycydów pierw szej ge ner acji. Ni ekt órzy
ba dac ze uw a¿aj¹, ¿e su perw arfa ryny cha rakt ery zuj¹ siê
sto razy sil niejs zym dzia³aniem ni¿ war far yna [12] oraz
mog¹ wywo³aæ rozstrój zdrowia nawet po jednorazowej
dawce.

Pow sze chn oœæ sto sow ania tych pre par atów po wod u -
j¹ca wzrost licz by zatr uæ lub pode jrzeñ o za truc ia  roden -
ty cydami oraz ni skie daw ki ak tywne sk³ad ników czyn -
nych, pro wadz¹ce do wys têpowania ich w ma ter iale bio -

log icznym rów nie¿ w bar dzo ni skich st ê¿eniach,  narzu -
ca j¹ ko niec znoœæ sto sow ania do ich wy kryw ania w ma -
ter iale bio log icznym bardzo czu³ych metod anal i tycz-
nych.

W In styt ucie Eks pert yz S¹do wych bie gli czê sto maj¹
do czy nien ia z pró bkami ró¿ nych ma ter ia³ów, co do kt ó -
ry ch ist nieje po dejr zenie, ¿e mog¹ za wier aæ an tyk oag u -
lan ty. S¹ nimi ma ter ia³y nie biol ogi czne w po staci po -
zo sta³oœci pr epa ratów han dlow ych (na des³anych bez ory -
g ina lnych opak owañ) oraz prod ukt ów ¿ywn oœc iowy ch
(wœród nich prób ek wody do pi cia, her baty, kawy, cu kru,
zupy), do kt órych po dejr zewa no do dan ie tych zwi¹zków
w ce lach pr zestêpczych. Ma ter ia³ bio log iczny w po staci
p³ynów ustroj owy ch (prób krwi i lub mo czu) po brany od
osób ¿y wych nad sy³any jest w ce lach dia gnos tyczny ch
i s¹do wych, a sek cyjny po brany w cza sie sek cji zw³ok lu -
dzi i zwierz¹t (psów, fok, warzêchy) stanowi³ podstawê
potwierdzenia lub wykluczenia zatrucia [1]. 

Mo¿liwoœæ wyst¹pie nia obj awów za truc ia su perw ar -
fa ryn ami z op óŸni eniem 1–2 dnio wym oraz szyb koœæ
elim ina cji tych zwi¹zków z orga niz mów ¿ywy ch po -
twierd za ko nieczn oœæ sto sow ania bar dzo czu³ych, spe -
cyf iczny ch i se lekt ywny ch me tod do ich wy kryw ania
i oznac zania. Ta kie wy mag ania spe³niaj¹ tyl ko  nowo -
czes ne techniki, najlepiej sprzê¿one.

Tec hnikê chro mat ogr afii cien kow arst wowej (TLC)
mo¿na uznaæ za wy starc zaj¹co efekt ywn¹ do anal izy pre- 
para tów han dlow ych. Do nie dawna wiê kszo œæ me tod
ozna cza nia antyk oagu lantów ba zowa³a na tech nice wy -
sok osp rawnej chro mat ogr afii cie czow ej (HPLC) [4, 5, 8,
12]. Z jej za stos owa niem oprac owa no me tody HPLC
z de tekcj¹ spek trof oto met ryc zn¹ (UV) lub flu ores cency j -
n¹ (FL) do anal izy prób krwi, su row icy, osoc za, mo czu,
narz¹dów we wnêtrznych. Sto sow ano ko lumny C8 i C18
w od wróc onym uk³adzie faz. Wiêkszoœæ ku mar yno wych
po chodn ych cha rakt ery zuje siê na tur aln¹ zd oln oœci¹ do
flu ores cencji, dla tego gra nice wyk ryw alnoœci dla ant yko -
agulantów anal izo wan ych w su row icy me tod¹ HPLC-FL
wy nosi³y od kil ku do kil kudziesiêciu nan ogramów na mi -
lil itr. Wy mien iony za kres wa rtoœci jest oko³o ki lkanaœcie
razy ni ¿szy ni¿ przy de tekc ji UV [4, 11].

Za daw alaj¹co efekt ywny mi me tod ami oznac zania ro -
dent ycydów z gru py ant ykoagulantów cha rakt ery zuj¹ siê
tech niki wy kor zyst uj¹ce ch rom atog rafiê ga zow¹ po³¹ -
czon¹ ze spek trom etri¹ mas (GC-MS), zw³asz cza po za -
stos owa niu pro cesu de ryw aty zac ji. U¿ ycie tej tech niki
umo¿ liw ia oznac zanie – oprócz sub stanc ji czyn nych –
równie¿ ich metabolitów [13]. 

W ostatn im cza sie zo sta³y oprac owy wane me tody
prze siew owe wy kor zyst uj¹ce te chn ikê chro mat ogr afii cie -
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czow ej po³¹czo nej ze spek trom etri¹ mas (LC-MS) z  ró¿ -
nymi ro dzaj ami jo niz acji, zw³asz cza przez elek troroz-
py lan ie (ESI) i jo niz acji che miczn ej pod ciœ nieni em at -
mosf ery cznym (APCI). Gro bosh i in. [6] oprac owa li me -
todê LC-ESI-MS równo cze snej ident yfi kac ji 10 anty- 
ko agu lantów w su row icy, w tym 5 ro den tyc ydów z gru py 
su perw arfa ryn (bro dif akum, bro mad iolon, di fen akum,
di fe tial on i flo kum afen) i 5 in nych an tagonistów  wita -
miny K (aceno kuma rol, ku mat etr aryl, ku mac hlor, fen -
prok umon i war far yna). Na tom iast Jin i in. [9] opis ali
meto dê wy kor zyst uj¹c¹ tan dem ow¹ spe ktr ometriê mas
LC-MS/MS do oznac zania roden tycy dów w ró¿ny ch ma -
ter ia³ach bio log iczny ch. Me tody wy kor zyst uj¹ce de tek -
cjê MS/MS w try bie mo nit oro wan ia wie lok rotny ch re -
ak cji (MRM) wy daj¹ siê naj leps zymi w anal iza ch prze -
siew owy ch na obec noœæ pest ycyd ów z ró¿n ych grup [7].

W li ter atu rze przed miotu opis ano równ ie¿ ró¿ne tech -
niki eks trakc ji. An tyk oag ulan ty by³y eks trah owa ne z na -
tur alne go [4], kw aœn ego [6] i za sad owe go [12] œrodo-
wi ska tech nik¹ ciecz-ciecz (LLE). U¿ywano ró¿nych po -
jed yncz ych ro zpu szcz alników, np. eter diety lowy [14],
hek san [12], acet oni tryl [4] lub ich mie szan in, np. acet o -
ni tryl z eter em etyl owym [5, 14, 15]. W niek tór ych me -
tod ach sto sow ano str¹ca nie bia³ek su row icy przez do -
da nie acet oni try lu [4]. Ko lumny sto sow ane do eks trakc ji
do fazy sta³ej (SPE), szc zegól nie z faz¹ dio low¹, by³y
rów nie¿ u¿y wane w celu oczyszc zania ekstrak tów otrzy-
ma nych tech nik¹ LLE z mo czu za wier aj¹cych hy droks y -
ku mar yno we an tyk oag ulan ty [13]. Wy daj noœ ci  ekstrak -
cji waha³y siê w granicach od 55% do 131%, czego
w nie który ch przypadkach nie da siê wyjaœniæ [4, 11]. 

Ce lem ni niejs zych ba dañ by³o oprac owa nie czu³ej
me tody oznac zania w ma ter iale bio log icznym sk³adn i -
ków ak tywn ych su perw arfa ryn po pul arny ch w Pol sce.
Do tego celu wy brano tech niki LC-MS oraz LC-MS/MS
ze wzgl êdu na ich czu³oœæ i spec yfi cznoœæ.

2. Materia³y i metody

2.1. Od czynn iki

Sub stanc je wzor cowe: warf ary nê, ku mat etr alyl, bro -
mad iolon i bro dif akum otrzym ano z fir my Rie del-de Haën
(Se elze, Niem cy), di fet ialon i difen akum z fir my Dr Eh -
rens torfer GmbH (Au gsb urg, Niem cy), a ni mes ulid, za -
stos owa ny jako wzo rzec wew nêtrzny (IS), z fir my LGC
GmbH (Luc kenw alde, Niem cy). Chlo rof orm i acet on ku -
piono w fir mie Lach-Ner s.r.o. (Ne rat ovice, Cze chy). Bu -
for octa nowy sporz¹dzo no z bez wodn ego octa nu sodu
po chodz¹cego z fir my Pol skie Od czynn iki Che miczne
S.A. (Gli wice, Pol ska) oraz kwa su octo wego fir my Od -
czynn iki Sp. z o.o. (Lu blin, Pol ska). Acet oni tryl (AcCN)
i kwas mrów kowy 98–100% po chod zi³y z fir my Merck
(Darm stadt, Niem cy). Woda de styl owa na zo sta³a ku pio-

na w fir mie Ba ker (Deven ter, Ho land ia). Pr óby krwi kon -
trol ne, wol ne od ana litów, sto sow ane do oprac owa nia
i wa lid acji me tody po chod zi³y ze sta cji krwio daws twa. 

2.2. Eks trakc ja

W bu tel eczka ch o po jem noœci 20 ml umieszc zano
1 ml krwi, do których do daw ano ro ztw ór ni mes luli du
(IS), osi¹gaj¹c st ê¿e nie 500 ng/ml krwi. Na stê pnie do -
daw ano 1 ml bu foru octa now ego (pH 5,5) i 6 ml  miesza -
ni ny chlo rof orm-acet on (1:1, v/v). Ca³oœæ wytrz¹sano
przez 20 mi nut, a na stêpnie wi row ano przy 6000 ́  g przez
5 min. Piêæ ml fazy or gan icznej po prze nies ieniu do czy -
stej bu tel eczki od par owy wano do su cha w blo ku grzew -
czym w tem per atu rze 50oC w stru mien iu azotu. Such¹
po zos ta³oœæ roz puszc zano w 100 ml fazy ru chom ej, czy li
mie szan iny AcCN i wody de styl owa nej (1:1, v/v) z do -
datk iem kwa su mró wkowego w ilo œci 1 ml na 1 l fazy
i prze nos zono do wk³adów od pow iedni ch dla bu tel ecz ek
do au tom aty cznego po dajn ika pr óbek. Na ko lumnê na -
strzyk iwa no 20 ml pr óbki przy u¿ yciu po dajn ika.

2.3. Pa ram etry LC

An ali zê an ali tów pro wad zono przy za stos owa niu chro -
ma tog rafu cie czow ego Wa ters 2695 Al liance po³¹czo -
nego ze spek trom etr em mas Qu att ro Micro fir my Micro -
mass. Roz dzia³ pro wad zono na ko lumn ie Li ChroC ART
(125 ́  3 mm) z wype³nie niem Pu ros pher RP-18e (Merck) 
utrzym ywa nej w tem per atu rze 25oC. Faza ru choma sk³a -
da³a siê z mie szan iny 0,1% (v/v) kwa su mró wkowego
w AcCN i wo dzie. Przep³yw fazy wy nosi³ 0,8 ml/min.
Wszyst kie anal izy pro wad zono w try bie gra dientu sk³adu 
fazy (wyr a¿one go w sto sunku do zaw arto œci AcCN):
0 min – 10%, 10 min – 100%, 15 min – 100%, 16 min –
10%, 20 min – 10%. Ca³ko wity czas anal izy wy nosi³
20 min. Cza sy re tenc ji ba dan ych zwi¹zków przed staw io -
no w ta beli I. 

2.4. Pa ram etry MS i MS/MS

Me tod¹ MS pr óbki by³y anal izo wane w try bie  ujem -
nej jo niz acji przez elekt roro zpyl anie ESI(–). De tekt or
mas re jes truj¹cy jony ujemne pra cowa³ w nas têp uj¹cych
wa runk ach: na piêc ie ka pil ary – 3 kV, na piê cie eks trakt o -
ra – 2 V, nap iêcie zmien ne o czêst oœci ra diow ej (RF) –
0,1 V, na piêc ie po wiel acza – 650 V, tem per atu ra Ÿród³a
jon ów – 100oC, przep³yw gazu roz pyl aj¹cego (azotu) –
540 l/h, tem per atu ra gazu roz pyl aj¹cego – 300oC. Czas
oraz opó Ÿni enie re jes tracji wy nosi³y od pow iednio 0,2
i 0,05 s. 

W me tod zie MS/MS ga zem ko liz yjnym by³ ar gon
wy sok iej cz yst oœci, kt óre go ci œni enie wy nosi³o
2,0–2,2×10–4 tor ra. W me tod zie MRM opty malne na piê -
cia w stre fie zder zeñ (zwa ne da lej na piêciem  fragmen -
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tora) waha³y siê w za kres ie 40–80 V dla po szcz ególnych
zwi¹zków. Obs³uga apar atu oraz anal iza otrzym any ch
wyników od bywa³a siê za po moc¹ oprog ramo wan ia
Mas sLynx w wer sji V4.0 fir my Wa ters. 

3. Wyniki i dyskusja

Ro dent ycy dy z gru py zwi¹zków obn i¿aj¹cych krze p -
liw oœæ krwi ze wzg lêdu na sze rok ie roz pow szechni enie
od gryw aj¹ znacz¹c¹ rolê w kli niczn ej i s¹do wej  toksy -
kologii jako przy czyny wie lu sam obójstw, zab ójstw oraz
przy padk owy ch zatr uæ. Toks yczn oœæ rode ntyc ydów  ob -
ni ¿aj¹cych krze pliw oœæ krwi za lic zany ch do pierw szej
ge ner acji za le¿y w g³ów nej mie rze od po wtar zanej eks -
poz ycji na wet na sto sunk owo ma³e daw ki, na tom iast
zwi¹z ki z dru giej ge ner acji wykazuj¹ dzia³anie  tok sycz -
nie ju¿ pojedynczej dawce. 

Do stê pno œæ bio log iczna war far yny (pierw sza ge ner a -
cja) i su perw arfa ryn (dru ga ge ner acja) po do ustn ym
 przy jêciu jest bli ska 100%. War far yna jest w wy sok im
stop niu (w oko³o 97%) wi¹zana z bia³kami osoc za, g³ów -
nie al bum ina mi. Ob ni¿ enie kr zep liw oœci krwi utrzym uje
siê zwy kle przez 5–7 dni po jed nor azo wej daw ce  warfa -
ry ny, cho cia¿ mo¿e przed³u¿yæ siê nawet do tygodni,
a na wet miesiêcy. 

Daw ki tok syczne s¹ zró ¿nico wane. Z regu³y jed nor a -
zo we prz yjê cie war far yny (w daw ce 10–20 mg) nie po -
wo d uje po wa¿ nego za truc ia. Z ko lei d³ugot rwa³e lub
po w tar zane przyj mow anie na wet mniej szych da wek
(2–5 mg/dz ieñ) mo¿e po wodowaæ znacz¹c¹  antykoagu -
lacjê. Su perw arfa ryny s¹ zwi¹zka mi sil nie dzia³aj¹cymi
i mog¹ wywo³aæ d³ugot rwa³e efekty po przyj êciu  jedno -
razowej ma³ej daw ki. Na wet 1 mg zwi¹zku z tej gru py
mo¿e pow odowaæ koa gulopatiê u do ros³ych.  Krwawie -
nie jest je dyn ym istotn ym ob jaw em. Przy ci ê¿k im  zatru -
ciu wy stêp uje krwa wien ie wie lon arz¹dowe. Fi zyk alne
ob ja wy krwa wien ia po ostrym za truc iu mog¹ byæ wi -
doczne przez przy najmn iej 24 go dziny. Wyst¹pie nie na j -
gro Ÿ niejszych obj awów jest zwy kle opó Ÿnione do co
naj mniej 1–2 dni po prz yjêciu [2]. 

Przy padk om ciê¿ kich zatr uæ to war zyszy za zwyc zaj
st ê¿en ie su perw arfa ryn w su row icy wy ¿sze ni¿ 5 mg/ml
[10], ale dla ni ekt óry ch po chodn ych, np. bro mad iolo nu,
tok syczne efekty mog¹ pojaw iæ siê przy znacz nie  ni¿ -
szych stê¿e niach. Zna ne s¹ tak ¿e przy padki ostrych za -
truæ lu dzi ro dent ycy dami za koñc zone ca³ko wit ym po-
wro tem do zdro wia po mimo stwier dzen ia wy sok ich st ê -
¿eñ (wy ra¿ onych w ng/ml) tych zwi¹zków w su row icy,
np. bro dif akum – 630, 710 i 731, di fen akum – 600 i 970,
bro mad iolon 40 i 440 [6]. Prz yjê cie bro dif akum w po -
staci 0,005% pre par atu skut kowa³o zejœ ciem œmie rte l -
nym przy jego dys tryb ucji w pos zcze gól nych tka nak ach:
we krwi z kom ór ser ca – 2240 ng/ml, we krwi z ¿y³y
udow ej – 3919 ng/ml, w ¿ó³ci – 4276 ng/ml, w w¹tro bie – 

50 ng/ml, w œle dzionie – 34 ng/ml i w p³ucach – 31 ng/ml
[16]. Przy toc zone wart oœci stê¿ eñ wska zuj¹, ¿e me tody
oznac zania su perw arfa ryn w ma ter ia³ach bio log iczny ch
po winny ch arak teryzowaæ siê wy sok¹ czu³oœci¹ i  szero -
kim za kres em li niow oœci. 

Oprac owa ne ³¹czo ne (eks trakc ja i de tekc ja) me tody
ró wno czesnego wy kryw ania i oznac zania 6 su perw arfa -
ryn oparto na me tod zie LLE i anal izie tech nik ami LC-MS 
i LC-MS/MS. Za stos owa nie do eks trakc ji mie szan iny
chlo rof ormu z acet onem ze œrod owi ska s³abo kwaœ nego
(pH 5,5), za pewni³o po wtar zalne wy dajn oœci eks trakc ji
mieszcz¹ce siê w gra nic ach od 65% do 81%. Do bra ro z -
pus zczalnoœæ su perw arfa ryn w acet onie spra wia, ¿e jest
on eks trah entem z wy boru, zw³asz cza w po³¹cze niu z nie -
stety toksycznym chloroformem [8, 11, 17]. 

Deu ter owa ne po chodne su perw arfa ryn nie s¹ ko mer -
c yjnie do stêp ne. W ni niejs zych ba dan iach jako IS  zasto -
sowano ni mes ulid. Tr udn oœci w do bor ze IS wy nika³y
z fak tu, ¿e nie wiele zwi¹zków ulega jo niz acji ujemn ej,
daj¹c wy starc zaj¹co in tens ywne i po wtar zalne sy gna³y
anal ity czne. Przy opty mal iza cji frag ment acji wy elim ino -
wano wie le in nych bar dziej po pul arny ch zwi¹zków, a za -
daw alaj¹ce sy gna³y anal ity czne uzys kano po nadto dla
pa rac eta molu i fu ros emi du. Te zwi¹zki z ko lei s¹ zbyt po -
pul arny mi le kami, co po wod uje, ¿e ich wspó³ob ecn oœæ
w or gan izm ie osób za trut ych lub po dejr zany ch o za truc ie
ro dent ycy dami jest wy soce praw dop odo bna, zw³asz cza
przy ho spit ali zac ji za trut ego, kie dy po daw anie fu ros emi -
du jako leku wy mus zaj¹cego di ure zê spo tyk ane jest bar -
dzo czê sto. Z przegl¹du piœmiennictwa wy nika, ¿e naj -
cz êœc iej do tychc zas sto sow any mi wzor cami  wewnêtrz -
ny mi by³y po chodne ku mar yny. Do oznac zania  broma -
dio lonu u¿yto war far yny [9], a w me tod zie prze siew owej
dla 10 anty koag ula ntów [6] i me tod zie ró wno czesnego
oznac zania 8 roden tycy dów z tej gru py [18] za stos owa no 
7-acet oksy-6-(2,3-di brom opr opyl)-4,8-di mety lok umar nê.

Do anal izy objê tych ba dan iami zwi¹zków zmniej -
szaj¹cych krzepl iwoœæ krwi za stos owa no tech niki
LC-MS oraz LC-MS/MS. Zop tym ali zow ano pa ram etry
de tekc ji 6 zwi¹zków, czy li bro mad iolo nu, bro dif akum,
di fet ialo nu, di fen akum, war far yny i ku mat etr alylu. Za -
daw alaj¹ce in ten syw noœci sy gna³ów anal ity cznych dla
ba dan ych zwi¹zków, z wyj¹tkiem di fet ialo nu, uzys kano
przy za stos owa niu ESI(–), mo nit oruj¹c wy brane jony,
w tym jony ma cier zyste i po tomne. Przy opty mal iza cji
frag ment acji uwzg lêdn iono nast êpuj¹ce pa ram etry: na -
piê cie frag ment ora, energ ia jonów uleg aj¹cych ko liz ji
(zwa na da lej energi¹ ko liz ji) oraz czas re jes tracji da nego
jonu i op óŸn ienie re jes tracji ko lejn ych jo nów. W  meto -
dzie mo nit oro wan ia wy bran ych jo nów (SIR) two rzono
jony ujemne, z który ch wy brano po dwa naj bard ziej in -
tens ywne dla ka ¿dego zwi¹zku. Monitorowane jony, re -
akc je oraz napiêcia fragmentora i energie kolizji, przed -
sta wiono w tabeli II. 
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Sporz¹dzo no 9-punk towe krzy we ka lib racy jne (0, 10, 
50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 ng/ml). Wa rto œci
wspó³cz ynn ików re gres ji li niow ej krzy wych ka lib racy j -
nych (przy licz bie powt órzeñ n = 4) nie by³y ni¿s ze ni¿
0,971. Gra nice de tekc ji (LOD) wy znac zone przy S/N ³ 3
dla me tody MS wy nosi³y od 3 (dla ku mat etr arylu) do
60 ng/ml (dla di fet ialo nu), a dla me tody MS/MS ró wni e¿
od 3 dla ku mat etr arylu do 84 ng/ml dla di fet ialo nu. Gra -
nice ozn acz alnoœci (LOQ) (przy S/N > 10, wyr a¿o ne
w ng/ml) waha³y siê w gra nic ach 10–200 i 10–280 od -
pow iednio dla MS i MS/MS. Obie me tody za chow ywa³y
li niow oœæ od LOQ po szcz egó lnych an alit ów do 5 mg/ml.

Pr ecyzjê obu me tod, czy li zmi ennoœæ w ci¹gu jed nego 
dnia (pre cyz ja wewn¹trz grup owa) ob lic zono na pod sta -
w ie trzech powtórzeñ oznaczeñ ka¿d¹ z me tod,  anty ko -
agulantów w kon trol ny ch pró bkach krwi, do któ rych
do dano ba dane zwi¹zki w st ê¿e niu 100 i 500 ng/ml.
 Zmiennoœæ mi êdz ydniowa (pre cyz ja miê dzy grupowa)
zo sta ³a ob lic zona na pod staw ie wyn ików otrzym any ch
przez okres 2 ty god ni z sz eœc iu se rii po miar owy ch. Za -
równo zm ienn oœæ wewn¹trz grup owa, jak i miê dzyg rup o -
wa, nie prze krac za³a 15% RSD. Od zysk waha³ siê w gra-
ni cach od 65% (dla war far yny) do 81% (dla  brodi fakum). 
Opra c owa ne pa ram etry wa lid acy jne me tody ze staw iono
w ta beli III. 

Specy fic zno œæ me tody zo sta³a zwe ryf iko wana przez
analizê ekstraktów dziesiêciu ró¿nych prób krwi wol nych 
od ana litów po chodz¹cych od osób ¿y wych (z ban ku
krwi) oraz po bran ych pod czas sek cji zw³ok. Na  otrzy -
manych chro mat ogr afach nie za obs erwo wano in terf eru -
j¹cych pi ków eluuj¹cych siê z ko lumny o cza sie re tenc ji
zgodnym z analitami.

Anal ity znaj duj¹ce siê w roz puszc zony ch eks trakt ach
by³y sta bilne przez okres d³u¿szy ni¿ 24 go dziny przy
prze chow ywa niu w tem per atu rze po koj owej lub 10 dni
przy prze chow ywa niu w tem per atu rze  –4oC. 

Chro mat ogr amy wy bran ych jo nów (SIR) w me tod zie
LC/MS i mo nit oro wan ych pr zej œæ (MRM) w me tod zie
LC-MS/MS an tyk oagulantów w eks trakc ie pró by krwi
z do datk iem an alit ów w st ê¿en iu 100–400 ng/ml przed -
staw iono na ry cin ach 2 i 3. 

Z po rów nania wa rto œci LOQ i in ten sywnoœci sy g na -
³ów anal ity cznych mo¿na stwi erd ziæ, ¿e obie me tody s¹
jed nak owo czu³e dla ku mat etr arylu, me tod¹ MS mo ¿na
oz naczyæ ni ¿sze st ê¿enia war far yny i bro mad iolo nu,
a me toda MS/MS jest 2 i 4 razy czul sza od pow iednio dla
di fen akum i bro dif akum.

4. Wnioski

Oprac owa no dwie me tody ró wno czesnego wy kryw a -
nia i oznac zania 6 roden tycy dów w 1 ml próbk ach krwi.
Roz dzia³ ana litów, po pro stej eks trakc ji tech nik¹ ciecz-
ciecz, pro wad zono z za stos owa niem chro mat ogr afii cie -

czow ej, a do de tekc ji u¿ yto po jed yncz¹ i tan dem ow¹ MS,  
re jes truj¹c wy brane jony i mo nit oruj¹c wy brane re akc je
jo nów ujemn ych. Me toda okaza³a siê spe cyf iczna do ba -
dan ia prób krwi po chodz¹cych od osób ¿ywych i  po bra -
nych w czasie sek cji.     
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