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Abstract

Sensitive and reliable liquid chromatographic-mass spectrometric methods (LC-MS and LC-MS/MS) were developed for the de-
termination of anticoagulants in whole blood. Six coumarin derivative anticoagulant rodenticides — bromadiolone, brodifacoum,
difethialone, difenacoum, warfarin, and coumatetralyl — can be detected, identified and quantified simultancously with this
method. The method involves a weak acid (pH 5.5) liquid-liquid extraction with a mixture of chloroform-acetone. It allows sepa-
ration of anticoagulants from each other and from major background compounds. Selected ion recording (SIR) and multiple-reac-
tion monitoring (MRM) were used for the monitoring of negative ions for the detection of analysed compounds. Nimesulide was
used as an internal standard (IS). The method is specific for analysis of post-mortem blood samples and blood samples taken from

living persons suspected of having been poisoned by these compounds.
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1. Introduction

Rodenticides containing compounds that reduce
blood clotting called anticoagulants are widely used
by both individual customers and specialist companies
carrying out pest control. The general availability of
commercial preparations has caused an increase in ac-
cidental and intentional poisonings of humans and ani-
mals by these agents [3]. Rodenticides which reduce
blood clotting are a heterogeneous group of com-
pounds that exhibit different toxicity in humans and
rodents. Their toxicity is most dependent on repeated
exposure to even small doses. When introduced into
the bodies of humans and animals, they inhibit the gen-
eration of an active form of vitamin K, which leads to
haemorrhaging. Larger doses or repeated exposures
cause multiorgan haemorrhage and consequently death.

Today, most of the commercial rodenticides avail-
able in Poland contain one or more active compounds
that are antagonists of vitamin K. Multicomponent pre-
parations have more effective action; therefore, many
manufacturers have introduced such formulations onto
the market. In Germany, rodent baits containing mixtu-
res of coumatetralyl and cholecalciferol or difethialone
and sulfaquinoxaline and also 24 different registered
preparations containing bromadiolone as the single ac-
tive ingredient [6] are freely available on the market.
The active compounds which are most frequently pres-
ent in preparations alone or in a mixture are: broma-
diolone, brodifacoum, difethialone, difenacoum, war-
farin and coumatetralyl (Figure 1).

Warfarin and coumatetralyl are considered first-
generation rodenticides. They were first released onto
the market in the 1940s and 1950s. Bromadiolone,
brodifacoum, difethialone and difenacoum are refer-
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Figure 1. Chemical structures of analysed compounds.
A — coumatetralyl; B — warfarin; C — bromadiolone;
D - brodifacoum; E — difethialone; F — difenacoum,
G — nimesulide (IS).

red to as superwarfarins or second-generation antico-
agulants. They act longer and with much greater
efficiency. Their concentrations in the preparations are

from 0.0025% to 0.005%, so from 5 to 10 times lower
than the concentrations of the active components of
the first-generation rodenticides. Some researchers be-
lieve that superwarfarins have a hundred times stron-
ger activity than warfarin [12] and can cause health
disorders even after a single dose.

The widespread application of these preparations,
resulting in an increase in the number of poisonings or
suspicions for poisonings by rodenticides, as well as
low doses of active ingredients leading to their occur-
rence in biological material also at very low concentra-
tions, has created a need to use very sensitive analy-
tical methods for their detection in biological material.

In our laboratory, we often deal with samples of
various materials that are suspected to contain antico-
agulants. These are non-biological materials in the
form of residues of commercial preparations (received
without the original packaging) and also food products
(including samples of drinking water, tea, coffee, sugar,
soup), to which addition of these compounds for crimi-
nal purposes is suspected. Biological material such as
body fluids (blood and/or urine samples) collected
from living persons is submitted for diagnostic and ju-
dicial purposes, whilst post-mortem material collected
during autopsies of humans and animals (dogs, seals,
spoonbills) constitutes the basis for confirmation or
exclusion of poisoning [1].

The possibility of occurrence of symptoms of poi-
soning by superwarfarins with a delay of 1-2 days and
the rate of elimination of these compounds from living
organisms are additional reasons for using highly sen-
sitive, specific and selective methods for their detec-
tion and quantitation. These requirements are met only
by modern technologies, of which the hyphenated tech-
niques are the best.

Thin-layer chromatography (TLC) techniques are
considered to be sufficiently effective for the analysis
of commercial preparations. Until recently, most
methods for the determination of anticoagulants were
based on high-performance liquid chromatography
(HPLC) techniques [4, 5, 8, 12]. HPLC methods with
spectrophotometric (UV) or fluorescent (FL) detection
for analysis of samples of blood, serum, plasma, urine
and tissues were developed. Reversed-phase C8 and
C18 columns were used. Since most coumarin deriva-
tives are characterised by natural fluorescence, the de-
tection limits of anticoagulants analysed by HPLC-FL
in serum are from several to several dozen nanograms
per millilitre. These values are approximately a dozen
times lower than with UV detection [4, 11].

Techniques using gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC-MS), especially after ap-
plication of the derivatisation process are satisfactorily
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effective methods for determining rodenticides from
the group of anticoagulants. This technique allows the
determination of active substances and their metabo-
lites [13].

In recent times, screening methods using techniques
of liquid chromatography coupled to mass spectrometry
(LC-MS), with different types of ionization, especially
by electrospray (ESI) and atmospheric pressure chemi-
cal ionization (APCI) have been developed. Grobosh
et al. [6] developed an LC-ESI-MS method for simul-
taneous identification of 10 anticoagulants in serum,
including 5 rodenticides from the group of super-
warfarins (brodifacoum, bromadiolone, difenacoum,
difethialone and flocumafen) and 5 other vitamin K
antagonists (acenocumarol, coumatetralyl, couma-
chlor, fenprocumon and warfarin). Jin et al. [9], on the
other hand, described a tandem mass spectrometry
LC-MS/MS method for the determination of roden-
ticides in different biological materials. Methods with
MS/MS detection in multiple reaction monitoring
(MRM) mode appear to be the best for screening ana-
lyses for the presence of pesticides from different
groups [7].

Different extraction techniques are described in the
literature. Anticoagulants have been extracted from the
original [4], acidic [6] and basic [12] media by a lig-
uid-liquid (LLE) technique. Different individual sol-
vents, e.g. diethyl ether [14], hexane [12], acetonitri-
le [4], or their mixtures, e.g. acetonitrile with ethyl
ether [5, 14, 15], have been used. Some of the methods
involve a protein precipitation step of the serum by ad-
dition of acetonitrile [4]. Solid phase extraction (SPE)
columns, particularly with a diol phase, have also been
used for cleaning extracts obtained by the LLE tech-
nique from urine containing hydroxycoumarin antico-
agulants [13]. Recoveries averaged from 55% to 131%,
which in some cases can not be explained [4, 11].

The purpose of this study was to develop a sensi-
tive method for the detection in biological material of
active ingredients of common superwarfarins in Po-
land. To this end, LC-MS and LC-MS/MS techniques
were selected, because of their sensitivity and spe-
cificity.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Standards: warfarin, coumatetralyl, bromadiolone
and brodifacoum were obtained from Riedel-de Haén
(Seelze, Germany), difethialone and difenacoum were
from Dr Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Germany),

and nimesulide, used as an internal standard, was bought
from LGC GmbH (Luckenwalde, Germany). Chloro-
form and acetone were purchased in Lach-Ner s.r.o.
(Neratovice, Czech Republic). Acetate buffer was pre-
pared from anhydrous sodium acetate that was obtained
from Polskie Odczynniki Chemiczne S.A. (Gliwice,
Poland) and acetic acid from Odczynniki Sp. z o.o.
(Lublin, Poland). Acetonitrile (AcCN) and formic acid
98-100% were bought from Merck (Darmstadt, Ger-
many). Distilled water was purchased from Baker (De-
venter, The Netherlands). Control blood samples, free
from analytes, used for the development and validation
of methods were obtained from a blood donation centre.

2.2. Extraction

Nimesulide (IS) solution was added to 1 ml of blood
in a 20 ml vial, achieving a concentration of 500 ng/ml
of’blood. Next, 1 ml of acetate buffer (pH 5.5) and 6 ml
of chloroform-acetone (1:1, v/v) mix were added. The
sample was shaken for 20 minutes, followed by cen-
trifugation at 6000 x g for 5 min. 5 ml of organic layer
was transferred to a clean tube and evaporated to dry-
ness under a stream of nitrogen on a heating block at
50°C. The dry residue was reconstituted in 100 pl of
mobile phase consisting of AcCN and distilled water
(1:1, v/v) with addition of 1ml formic acid for each
litre of mobile phase, and transferred into inserts for
autosampler vials. An aliquot of 20 ul was injected on
a column using the autosampler.

2.3. LC parameters

Analysis was carried out using a Waters 2695 Alli-
ance liquid chromatograph connected to a Quattro Mi-
cro Micromass mass spectrometer. Separation was
performed on a LiChroCART (125 x 3 mm) column
filled with Purospher RP-18e (Merck) which was ther-
mostated at 25°C. The mobile phase was composed of
a mixture of 0.1% (v/v) formic acid in AcCN and wa-
ter. The flow rate was 0.8 ml/min. All analyses were
carried out in gradient mode (shown in relation to con-
tent of AcCN): 0 min — 10%, 10 min — 100%, 15 min —
100%, 16 min — 10%, 20 min — 10%. Total analysis
time was 20 min. Retention times of analysed com-
pounds are presented in Table I.

2.4. MS and MS/MS parameters

Using MS, samples were analysed in negative
electrospray ionisation ESI(—) mode. Parameters of the
mass detector, which was recording negative ions,
were as follows: capillary voltage — 3 kV, extractor
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voltage — 2 V, alternating voltage with radio frequency
(RF) = 0.1 V, multiplier voltage — 650 V, source tem-
perature — 100°C, desolvation gas flow (nitrogen) —
540 1/h, desolvation gas temperature — 300°C. Dwell
and delay times were 0.2 and 0.05 s, respectively.

In the MS/MS method, high purity argon was used
as a collision gas at a pressure of 2.0-2.2 x 10~ torr. In
the MRM method, optimal voltages in the collision
zone (henceforth referred to as fragmentor voltage) os-
cillated in the range of 40-80 V for respective com-
pounds. Maintenance of the apparatus and analysis of
the obtained results were carried out using MassLynx
software version V4.0 by Waters.

TABLE I. RETENTION TIMES OF 6 RODENTICIDES
AND INTERNAL STANDARD

Compound Retention time  Relative
[min] retention time
Warfarin 7.21 0.99
Nimesulide-IS ~ 7.28 1.00
Coumatetralyl 7.90 1.08
Bromadiolone 9.27 1.27
Difenacoum 10.22 1.40
Brodifacoum 10.80 1.48
Difethialone 11.50 1.58

3. Results and discussion

Anticoagulant rodenticides, because of their wide-
spread use, play an important role in clinical and foren-
sic toxicology as a cause of many suicidal, homicidal
and accidental poisonings. The toxicity of first genera-
tion rodenticides causing reduced blood clotting de-
pends primarily on repeated exposure, even to rela-
tively small doses, while compounds from the second-
generation exhibit toxic action after a single dose.

The oral bioavailability of warfarin (first-genera-
tion) and superwarfarins (second-generation) is nearly
100%. Warfarin is highly bound (approximately 97%)
to plasma protein, mainly albumin. Reduction of blood
clotting after a single dose of warfarin usually lasts for
5-7 days; however, this period may extend to weeks or
even months.

The toxic doses are highly variable. Generally,
a single ingestion of warfarin (at a dose of 10-20 mg)
does not cause serious intoxication. In contrast,
chronic or repeated ingestion of even smaller amounts
(2-5 mg/day) can cause significant anticoagulation.

Superwarfarins are extremely potent and can produce
prolonged effects even after ingestion of a small single
dose. As little as 1 mg in an adult can cause coagulo-
pathy. Bleeding is the only significant symptom. In se-
vere poisoning multiorgan haemorrhaging occurs.
Physical evidence of bleeding after an acute poisoning
can be seen for at least 24 hours. Peak effects are
commonly delayed until at least 1-2 days post-inges-
tion [2].

Cases of serious poisonings are generally associ-
ated with serum concentrations of superwarfarins
higher than 5 pg/ml [10], but for some derivatives, e.g.
bromadiolone, toxicity appears at much lower concen-
trations. There are also cases of acute rodenticides poi-
sonings in humans with full recovery, despite ascer-
tainment of high concentrations (expressed in ng/ml)
of these compounds in serum, e.g. brodifacoum — 630,
710 and 731, difenacoum — 600 and 970, broma-
diolone 40 and 440 [6]. Ingestion of brodifacoum,
in the form of 0.005% preparation caused death, with
distribution in particular tissues: in blood from the
heart ventricles — 2240 ng/ml, in blood from the femo-
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 reported concentrations indi-
cate that methods for the determination of superwar-
farins in biological materials should be characterized
by a high sensitivity and wide range of linearity.

Combined (extraction and detection) methods that
have been developed for the simultaneous detection
and quantitation of 6 superwarfarins are based on LLE
and analysis by LC-MS and LC-MS/MS techniques.
Application of chloroform-acetone as an extraction
mixture, from a weak acid (pH 5.5) medium, provided
reproducible recoveries within the range from 65% to
81%. Good solubility of superwarfarins in acetone
means that it is an extraction agent of choice, but un-
fortunately it is used in combination with toxic chloro-
form [8, 11, 17].

Deuterated derivatives of superwarfarins are not
commercially available. In the present studies,
nimesulide was used as an IS. Difficulties with selec-
tion of IS resulted from the fact that few compounds
undergo negative ionisation providing sufficiently in-
tensive and reproducible analytical signals. Many
other more popular compounds were eliminated dur-
ing optimisation of fragmentation, and satisfactory an-
alytical signals were obtained for paracetamol and
furosemide. In turn, these compounds are very popular
drugs, making it highly probable for them to be present
in the bodies of intoxicated patients or persons sus-
pected of being poisoned by rodenticides, especially
during hospitalisation of poisoned patients, when ad-
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TABLE II. DATA FOR MS AND MS/MS DETECTION. IONS (m/z) USED FOR QUANTIFICATION IN BOLD

Compound MS MS/MS
Ion Cone voltage Transition Cone voltage Collision energy
[m/z] [V] [m/z — m/z] [V] [eV]
Warfarin 307, 161, 250 60 307 — 250 60 20
307 > 161
Nimesulide-IS 229 31 229 — 229 31 2
Coumatetralyl 292, 291 60 291 — 141 40 30
291 — 247
Bromadiolone 525, 527 60 527 — 250 80 40
525 — 250
Difenacoum 443, 444 60 443 —> 135 60 60
443 — 293
Brodifacoum 523, 521 60 523 > 523 80 2
521 — 521
Difethialone 539, 537 60 539 — 540 60 2
537 — 537

ministration of furosemide as a medicine enforcing
diuresis is very common. A literature review shows
that the most frequently used internal standards up till
now have been coumarin derivatives. Warfarin has been
used for the determination of bromadiolone [9], and
7-acetoxy-6-(2,3-dibromopropyl)-4,8-dimethylcouma-
rin was used in a screening method for 10 anticoagu-
lants [6] and in a method for simultaneous determina-
tion of 8 rodenticides from this group [18].

LC-MS/MS and LC-MS techniques were used for
the analysis of the anticoagulants covered by the sur-
veys. Detection parameters of 6 compounds, i.e. bro-
madiolone, brodifacoum, difethialone, difenacoum,
warfarin and coumatetralyl were optimised. Satisfac-
tory intensities of analytical signals for analysed com-
pounds, with the exception of difethialone, were ob-
tained using ESI(-) with selected ions monitoring, in-
cluding parent and daughter ions. The following pa-
rameters were taken into account during the
optimisation of fragmentation: fragmentor voltage, en-
ergy of ions undergoing collision (henceforth referred
to as collision energy), and the time of registration of
ion and delay of registration of subsequent ions. Nega-
tive ions were produced in the selected ion monitoring
(SIR) method, from which the two most intensive for
each compound were selected. Monitored ions, transi-
tions, fragmentor voltages and collision energies are
presented in Table I1.

9 point calibration curves (0, 10, 50, 100, 200, 500,
1000, 2000, 5000 ng/ml) were prepared. The values of

the linear regression coefficients of the calibration
curves (with number of replicates n = 4) were not
lower than 0.971. The limits of detection (LOD) deter-
mined by S/N > 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 limits
of quantification (LOQ) (at S/N > 10, expressed in
ng/ml) varied within the limits of 10-200 and 10-280,
for MS and MS/MS respectively. Both methods were
linear from LOQ of each analyte up to 5 pg/ml.

The accuracy of both methods, i.e. within-day pre-
cision (intragroup variability), was calculated on the
basis of three repetitions of analyses of anticoagulants
in control blood samples spiked with tested com-
pounds to a concentration of 100 and 500 ng/ml for
each method. Between-day precision (intergroup vari-
ability) was calculated on the basis of the results ob-
tained for a period of 2 weeks from six measuring
series. Both within-day and between-day precision
were less than 15% RSD. Recoveries averaged from
65% (for warfarin) to 81% (for brodifacoum). The
worked out validation parameters of the method are
summarised in Table III.

The specificity of the method was checked using
ten different blood samples free from analytes col-
lected from living persons (from blood bank) and
taken during autopsy. No interfering peaks eluting
from the column with retention times compatible with
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TABLE III. VALIDATION DATA OF SIX ANTICOAGULANTS FOR LC-MS AND LC-MS/MS METHODS

Compound Extraction Precision” MS MS/MS
recovery [%] RSD [%] [ng/ml] [ng/ml]
between day  withinday LOD LOQO LOD LOQO
(3xS/N) (10xS/N) (3xS/N) (10xS/N)
Warfarin 65 3.6 2.8 5 15 50 150
Coumatetralyl 74 13.6 8.4 3 10 3 10
Bromadiolone 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

"precision data obtained for: n = 6, ¢ = 500 ng/ml

the analytes were observed on the obtained chromato-
grams.

Analytes in dissolved extracts were stable for more
than 24 hours during storage at room temperature or
10 days during storage at a temperature of —4°C.

Chromatograms of selected ions (SIR) from the
LC-MS method and monitored transitions (MRM)
from the LC-MS/MS MRM method for anticoagulants
in the blood sample extract, with the addition of
analytes to a concentration of 100400 ng/ml, are
shown in Figures 2 and 3.

B ¢
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UL A
6 8 10 12

Retention time (min)

Figure 2. LC-MS chromatogram (mass detector operated in
ESI () and SIR modes, column Purospher RP-18e). The ex-
tract of control blood spiked at the following concentrations
(ng/l) with: 100 of warfarin (A); 500 of nimesulide (IS) (B);
100 of coumatetralyl (C); 200 of bromadiolone (D);
difenacoum (E) and brodifacoum (F); 400 of difethialone
(G). Some substances used for method development were
mixtures of diastereoisomers, causing the separation of peaks.

From a comparison of LOQ values and intensity of
analytical signals, it can be concluded that: both meth-
ods are equally sensitive for coumatetralyl, lower con-
centrations of warfarin and bromadiolone can be de-
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Figure 3. LC-MS/MS chromatogram (mass detector operated
in ESI (-) and MRM modes, column Purospher RP-18e).
The extract of control blood spiked at the following concentra-
tions (ng/1) with: 400 of warfarin (A); 500 of nimesulide (IS)
(B); 100 of coumatetralyl (C); 200 of bromadiolone (D); di-
fenacoum (E) and brodifacoum (F); 400 of difethialone (G).
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termined using the MS method, and the MS/MS
method is 2 and 4 times more sensitive for difenacoum
and brodifacoum, respectively.

4. Summary

Two methods for the simultaneous detection and
determination of 6 rodenticides in 1 ml blood samples
were developed. Separation of analytes, after a simple
liquid-liquid extraction, was carried out using liquid
chromatography, and single stage and tandem MS
were used for detection with selected ion recording
and multiple reaction monitoring of negative ions.

The method proved to be specific for analysis of
blood samples collected from living persons and dur-
ing autopsy.
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OZNACZANIE SZESCIU RODENTYCYDOW WE KRWI METODAMI

LC-MS I LC-MS/MS

1. Wstep

Rodentycydy zawierajace zwiazki obnizajace krzep-
liwo$¢ krwi, zwane antykoagulantami, sa w Polsce sze-
roko stosowane zaréwno przez indywidualnych odbior-
cow, jak i specjalistyczne zaktady przeprowadzajace dera-
tyzacjg. Ogolna dostgpnos¢ handlowych preparatow spo-
wodowata wzrost przypadkowych i umyslnych zatru¢ lu-
dzi oraz zwierzat tymi $rodkami [3]. Rodentycydy obni-
zajace krzepliwos¢ krwi sa niejednorodna grupa zwiaz-
kow, ktore wykazuja r6zng toksycznosé dla ludzi i gry-
zoni. Toksycznos$¢ ich w najwigkszym stopniu zalezy od
powtarzanej ekspozycji nawet na mate dawki. Wprowa-
dzone do organizmu ludzi i zwierzat hamuja wytwarzanie
aktywnej formy witaminy K, co prowadzi do wystapienia
krwawienia. W wigkszych dawkach lub przy przedtuza-
jacej si¢ ekspozycji powoduja krwawienie wielonarza-
dowe i w konsekwencji zgon.

Obecnie wigkszos¢ handlowych rodentycydéw do-
stgpnych w Polsce zawiera jeden lub kilka sktadnikow
czynnych bedacych antagonistami witaminy K. Wielo-
sktadnikowe preparaty charakteryzuja si¢ wigksza sku-
tecznoscia dziatania, dlatego wielu producentow wpro-
wadza takie do obrotu. W Niemczech dopuszczono do
powszechnego uzytku preparaty w postaci przynety dla
gryzoni zawierajace mieszaning kumatetralylu i kolekal-
ciferolu lub difetialonu i sulfachinoksaliny, przy 24 roz-
nych zarejestrowanych preparatach zawierajacych bro-
madiolon jako pojedynczy czynny sktadnik [6]. Zwiaz-
kami czynnymi wystepujacymi w preparatach samodziel-
nie lub w mieszaninie najcze¢sciej sa: bromadiolon, brodi-
fakum, difetialon, difenakum, warfaryna i kumatetralyl
(rycina 1).

Warfaryna i kumatetralyl sa uwazane za rodentycydy
pierwszej generacji. Zostaly one wprowadzone do obrotu
w latach 40. i 50. dwudziestego stulecia. Bromadiolon,
brodifakum, difetialon i difenakum nazwano superwarfa-
rynami, czyli antykoagulantami drugiej generacji. Dzia-
taja one dtuzej 1 ze znacznie wigksza efektywnoscia. Ich
stezenia w preparatach sa rzedu od 0,0025% do 0,005%,
czyli od 5 do 10 razy nizsze od zawartosci sktadnikow
czynnych rodentycydow pierwszej generacji. Niektorzy
badacze uwazaja, ze superwarfaryny charakteryzuja si¢
sto razy silniejszym dziataniem niz warfaryna [12] oraz
moga wywotac rozstrdj zdrowia nawet po jednorazowej
dawce.

Powszechnos$¢ stosowania tych preparatow powodu-
jaca wzrost liczby zatru¢ lub podejrzen o zatrucia roden-
tycydami oraz niskie dawki aktywne sktadnikéw czyn-
nych, prowadzace do wystgpowania ich w materiale bio-

logicznym réwniez w bardzo niskich st¢zeniach, narzu-
caja konieczno$¢ stosowania do ich wykrywania w ma-
teriale biologicznym bardzo czulych metod analitycz-
nych.

W Instytucie Ekspertyz Sadowych biegli czgsto maja
do czynienia z probkami réznych materiatow, co do kto-
rych istnieje podejrzenie, ze moga zawiera¢ antykoagu-
lanty. Sa nimi materialy niebiologiczne w postaci po-
zostato$ci preparatow handlowych (nadestanych bez ory-
ginalnych opakowan) oraz produktow zywnosciowych
(wsrdd nich probek wody do picia, herbaty, kawy, cukru,
zupy), do ktorych podejrzewano dodanie tych zwiazkow
w celach przestgpczych. Materiat biologiczny w postaci
pltyndéw ustrojowych (préb krwi i lub moczu) pobrany od
0s6b zywych nadsylany jest w celach diagnostycznych
i sadowych, a sekcyjny pobrany w czasie sekcji zwtok lu-
dzi i zwierzat (psow, fok, warzechy) stanowit podstawe
potwierdzenia lub wykluczenia zatrucia [1].

Mozliwo$¢ wystapienia objawow zatrucia superwar-
farynami z opo6znieniem 1-2 dniowym oraz szybko$¢
eliminacji tych zwiazkdéw z organizméw zywych po-
twierdza konieczno$¢ stosowania bardzo czutych, spe-
cyficznych i selektywnych metod do ich wykrywania
i oznaczania. Takie wymagania spelniaja tylko nowo-
czesne techniki, najlepiej sprz¢zone.

Technike chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
mozna uznac¢ za wystarczajaco efektywna do analizy pre-
paratdow handlowych. Do niedawna wigkszos¢ metod
oznaczania antykoagulantéw bazowala na technice wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) [4, 5, 8,
12]. Z jej zastosowaniem opracowano metody HPLC
z detekcja spektrofotometryczna (UV) lub fluorescencyj-
na (FL) do analizy prob krwi, surowicy, osocza, moczu,
narzadow wewngetrznych. Stosowano kolumny C8 i C18
w odwroconym uktadzie faz. Wigkszo$¢ kumarynowych
pochodnych charakteryzuje si¢ naturalna zdolnoscia do
fluorescencji, dlatego granice wykrywalnosci dla antyko-
agulantow analizowanych w surowicy metoda HPLC-FL
wynosity od kilku do kilkudziesigciu nanograméw na mi-
lilitr. Wymieniony zakres wartos$ci jest okoto kilkanascie
razy nizszy niz przy detekcji UV [4, 11].

Zadawalajaco efektywnymi metodami oznaczania ro-
dentycydow z grupy antykoagulantow charakteryzuja si¢
techniki wykorzystujace chromatografi¢ gazowa pota-
czong ze spektrometriag mas (GC-MS), zwlaszcza po za-
stosowaniu procesu derywatyzacji. Uzycie tej techniki
umozliwia oznaczanie — oprocz substancji czynnych —
rowniez ich metabolitow [13].

W ostatnim czasie zostaly opracowywane metody
przesiewowe wykorzystujace technike chromatografii cie-
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czowej polaczonej ze spektrometria mas (LC-MS) z r6z-
nymi rodzajami jonizacji, zwlaszcza przez elektroroz-
pylanie (ESI) i jonizacji chemicznej pod ci$nieniem at-
mosferycznym (APCI). Grobosh i in. [6] opracowali me-
tod¢ LC-ESI-MS rownoczesnej identyfikacji 10 anty-
koagulantow w surowicy, w tym 5 rodentycydow z grupy
superwarfaryn (brodifakum, bromadiolon, difenakum,
difetialon i flokumafen) i 5 innych antagonistow wita-
miny K (acenokumarol, kumatetraryl, kumachlor, fen-
prokumon i warfaryna). Natomiast Jin 1 in. [9] opisali
metodg wykorzystujaca tandemowa spektrometri¢ mas
LC-MS/MS do oznaczania rodentycydoéw w ré6znych ma-
teriatach biologicznych. Metody wykorzystujace detek-
cje MS/MS w trybie monitorowania wielokrotnych re-
akcji (MRM) wydaja si¢ najlepszymi w analizach prze-
siewowych na obecnos¢ pestycydow z réznych grup [7].

W literaturze przedmiotu opisano réwniez rézne tech-
niki ekstrakcji. Antykoagulanty byty ekstrahowane z na-
turalnego [4], kwasnego [6] i zasadowego [12] $rodo-
wiska technika ciecz-ciecz (LLE). Uzywano r6znych po-
jedynczych rozpuszczalnikow, np. eter dietylowy [14],
heksan [12], acetonitryl [4] lub ich mieszanin, np. aceto-
nitryl z eterem etylowym [5, 14, 15]. W niektorych me-
todach stosowano stracanie bialek surowicy przez do-
danie acetonitrylu [4]. Kolumny stosowane do ekstrakcji
do fazy statej (SPE), szczegdlnie z faza diolowa, byly
réwniez uzywane w celu oczyszczania ekstraktéw otrzy-
manych technika LLE z moczu zawierajacych hydroksy-
kumarynowe antykoagulanty [13]. Wydajnosci ekstrak-
cji wahaty si¢ w granicach od 55% do 131%, czego
w niektorych przypadkach nie da si¢ wyjasnic [4, 11].

Celem niniejszych badan bylo opracowanie czutlej
metody oznaczania w materiale biologicznym sktadni-
kéw aktywnych superwarfaryn popularnych w Polsce.
Do tego celu wybrano techniki LC-MS oraz LC-MS/MS
ze wzgledu na ich czutosc¢ i specyficznoseé.

2. Materialy i metody
2.1. Odczynniki

Substancje wzorcowe: warfaryng, kumatetralyl, bro-
madiolon i brodifakum otrzymano z firmy Riedel-de Haén
(Seelze, Niemcy), difetialon i difenakum z firmy Dr Eh-
renstorfer GmbH (Augsburg, Niemcy), a nimesulid, za-
stosowany jako wzorzec wewngtrzny (IS), z firmy LGC
GmbH (Luckenwalde, Niemcy). Chloroform i aceton ku-
piono w firmie Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Czechy). Bu-
for octanowy sporzadzono z bezwodnego octanu sodu
pochodzacego z firmy Polskie Odczynniki Chemiczne
S.A. (Gliwice, Polska) oraz kwasu octowego firmy Od-
czynniki Sp. z 0.0. (Lublin, Polska). Acetonitryl (AcCN)
i kwas mrowkowy 98—100% pochodzily z firmy Merck
(Darmstadt, Niemcy). Woda destylowana zostata kupio-

na w firmie Baker (Deventer, Holandia). Proby krwi kon-
trolne, wolne od analitow, stosowane do opracowania
i walidacji metody pochodzity ze stacji krwiodawstwa.

2.2. Ekstrakcja

W buteleczkach o pojemnosci 20 ml umieszczano
1 ml krwi, do ktorych dodawano roztwoér nimeslulidu
(IS), osiagajac stezenie 500 ng/ml krwi. Nastgpnie do-
dawano 1 ml buforu octanowego (pH 5,5) i 6 ml miesza-
niny chloroform-aceton (1:1, v/v). Cato$¢ wytrzasano
przez 20 minut, a nast¢pnie wirowano przy 6000 x g przez
5 min. Pig¢ ml fazy organicznej po przeniesieniu do czy-
stej buteleczki odparowywano do sucha w bloku grzew-
czym w temperaturze 50°C w strumieniu azotu. Sucha
pozostatos¢ rozpuszczano w 100 pl fazy ruchomej, czyli
mieszaniny AcCN i wody destylowanej (1:1, v/v) z do-
datkiem kwasu mrowkowego w ilosci 1 ml na 1 1 fazy
i przenoszono do wktadow odpowiednich dla buteleczek
do automatycznego podajnika probek. Na kolumng na-
strzykiwano 20 ul probki przy uzyciu podajnika.

2.3. Parametry LC

Analizg analitéw prowadzono przy zastosowaniu chro-
matografu cieczcowego Waters 2695 Alliance potaczo-
nego ze spektrometrem mas Quattro Micro firmy Micro-
mass. Rozdziat prowadzono na kolumnie LiChroCART
(125 x 3 mm) z wypetieniem Purospher RP-18e (Merck)
utrzymywanej w temperaturze 25°C. Faza ruchoma skta-
dala si¢ z mieszaniny 0,1% (v/v) kwasu mrowkowego
w AcCN i wodzie. Przeptyw fazy wynosit 0,8 ml/min.
Wszystkie analizy prowadzono w trybie gradientu sktadu
fazy (wyrazonego w stosunku do zawartosci AcCN):
0 min — 10%, 10 min — 100%, 15 min — 100%, 16 min —
10%, 20 min — 10%. Catkowity czas analizy wynosit
20 min. Czasy retencji badanych zwiazkow przedstawio-
no w tabeli I.

2.4. Parametry MS i MS/MS

Metoda MS probki byly analizowane w trybie ujem-
nej jonizacji przez elektrorozpylanie ESI(—). Detektor
mas rejestrujacy jony ujemne pracowat w nastgpujacych
warunkach: napigcie kapilary — 3 kV, napigcie ekstrakto-
ra — 2 V, napigcie zmienne o czgstosci radiowej (RF) —
0,1 V, napigcie powielacza — 650 V, temperatura zrodla
jonéw — 100°C, przeptyw gazu rozpylajacego (azotu) —
540 1/h, temperatura gazu rozpylajacego — 300°C. Czas
oraz opoznienie rejestracji wynosity odpowiednio 0,2
10,05s.

W metodzie MS/MS gazem kolizyjnym byt argon
wysokiej czystosci, ktorego cisnienie wynosito
2,0-2,2x10* torra. W metodzie MRM optymalne napig-
cia w strefie zderzen (zwane dalej napigciem fragmen-
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tora) wahaly si¢ w zakresie 40-80 V dla poszczegdlnych
zwiazkow. Obstuga aparatu oraz analiza otrzymanych
wynikow odbywata si¢ za pomoca oprogramowania
MassLynx w wersji V4.0 firmy Waters.

3. Wyniki i dyskusja

Rodentycydy z grupy zwiazkow obnizajacych krzep-
liwo$¢ krwi ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie
odgrywaja znaczaca role w klinicznej i sadowej toksy-
kologii jako przyczyny wielu samobdjstw, zabdjstw oraz
przypadkowych zatrué. Toksycznos¢ rodentycydoéw ob-
nizajacych krzepliwo$¢ krwi zaliczanych do pierwszej
generacji zalezy w glownej mierze od powtarzanej eks-
pozycji nawet na stosunkowo male dawki, natomiast
zwiazki z drugiej generacji wykazuja dzialanie toksycz-
nie juz pojedynczej dawce.

Dostegpnos$¢ biologiczna warfaryny (pierwsza genera-
cja) 1 superwarfaryn (druga generacja) po doustnym
przyjgciu jest bliska 100%. Warfaryna jest w wysokim
stopniu (w okoto 97%) wiazana z biatkami osocza, glow-
nie albuminami. Obnizenie krzepliwosci krwi utrzymuje
si¢ zwykle przez 5—7 dni po jednorazowej dawce warfa-
ryny, chociaz moze przedtuzy¢ si¢ nawet do tygodni,
a nawet miesigcy.

Dawki toksyczne sa zroznicowane. Z reguty jednora-
zowe przyjecie warfaryny (w dawce 10-20 mg) nie po-
woduje powaznego zatrucia. Z kolei dlugotrwate lub
powtarzane przyjmowanie nawet mniejszych dawek
(2-5 mg/dzien) moze powodowac znaczaca antykoagu-
lacje. Superwarfaryny sa zwiazkami silnie dziatajacymi
i moga wywotaé dhugotrwate efekty po przyjeciu jedno-
razowej matej dawki. Nawet 1 mg zwiazku z tej grupy
moze powodowac¢ koagulopati¢ u dorostych. Krwawie-
nie jest jedynym istotnym objawem. Przy cigzkim zatru-
ciu wystepuje krwawienie wielonarzadowe. Fizykalne
objawy krwawienia po ostrym zatruciu moga by¢ wi-
doczne przez przynajmniej 24 godziny. Wystapienie naj-
grozniejszych objawow jest zwykle op6znione do co
najmniej 1-2 dni po przyjgciu [2].

Przypadkom cigzkich zatru¢ towarzyszy zazwyczaj
stezenie superwarfaryn w surowicy wyzsze niz 5 pg/ml
[10], ale dla niektérych pochodnych, np. bromadiolonu,
toksyczne efekty moga pojawi¢ si¢ przy znacznie niz-
szych stgzeniach. Znane sg takze przypadki ostrych za-
tru¢ ludzi rodentycydami zakonczone calkowitym po-
wrotem do zdrowia pomimo stwierdzenia wysokich ste-
zen (wyrazonych w ng/ml) tych zwiazkéw w surowicy,
np. brodifakum — 630, 710 i1 731, difenakum — 600 i 970,
bromadiolon 40 i 440 [6]. Przyjecie brodifakum w po-
staci 0,005% preparatu skutkowato zejsciem $miertel-
nym przy jego dystrybucji w poszczegdlnych tkanakach:
we krwi z komor serca — 2240 ng/ml, we krwi z zyly
udowej — 3919 ng/ml, w z6tci — 4276 ng/ml, w watrobie —

50 ng/ml, w $ledzionie — 34 ng/ml i w ptucach — 31 ng/ml
[16]. Przytoczone warto$ci stezen wskazuja, ze metody
oznaczania superwarfaryn w materialach biologicznych
powinny charakteryzowa¢ si¢ wysoka czuloscia i szero-
kim zakresem liniowosci.

Opracowane taczone (ekstrakcja i detekcja) metody
rownoczesnego wykrywania i oznaczania 6 superwarfa-
ryn oparto na metodzie LLE 1 analizie technikami LC-MS
i LC-MS/MS. Zastosowanie do ekstrakcji mieszaniny
chloroformu z acetonem ze $rodowiska stabo kwasnego
(pH 5,5), zapewnilo powtarzalne wydajnosci ekstrakcji
mieszczace si¢ w granicach od 65% do 81%. Dobra roz-
puszczalno$¢ superwarfaryn w acetonie sprawia, ze jest
on ekstrahentem z wyboru, zwlaszcza w polaczeniu z nie-
stety toksycznym chloroformem [8, 11, 17].

Deuterowane pochodne superwarfaryn nie sa komer-
cyjnie dostgpne. W niniejszych badaniach jako IS zasto-
sowano nimesulid. Trudnosci w doborze IS wynikaty
z faktu, ze niewiele zwiazkdéw ulega jonizacji ujemne;j,
dajac wystarczajaco intensywne i powtarzalne sygnaty
analityczne. Przy optymalizacji fragmentacji wyelimino-
wano wiele innych bardziej popularnych zwiazkow, a za-
dawalajace sygnaly analityczne uzyskano ponadto dla
paracetamolu i furosemidu. Te zwiazki z kolei sg zbyt po-
pularnymi lekami, co powoduje, ze ich wspotobecnosé
w organizmie osob zatrutych lub podejrzanych o zatrucie
rodentycydami jest wysoce prawdopodobna, zwtaszcza
przy hospitalizacji zatrutego, kiedy podawanie furosemi-
du jako leku wymuszajacego diurezg spotykane jest bar-
dzo czgsto. Z przegladu pismiennictwa wynika, ze naj-
czesciej dotychcezas stosowanymi wzorcami wewngtrz-
nymi byly pochodne kumaryny. Do oznaczania broma-
diolonu uzyto warfaryny [9], a w metodzie przesiewowej
dla 10 antykoagulantéw [6] i metodzie rownoczesnego
oznaczania 8 rodentycydow z tej grupy [ 18] zastosowano
7-acetoksy-6-(2,3-dibromopropyl)-4,8-dimetylokumarng.

Do analizy objetych badaniami zwiazkéw zmniej-
szajacych krzepliwo$¢ krwi zastosowano techniki
LC-MS oraz LC-MS/MS. Zoptymalizowano parametry
detekcji 6 zwiazkow, czyli bromadiolonu, brodifakum,
difetialonu, difenakum, warfaryny i kumatetralylu. Za-
dawalajace intensywnosci sygnatow analitycznych dla
badanych zwiazkow, z wyjatkiem difetialonu, uzyskano
przy zastosowaniu ESI(-), monitorujac wybrane jony,
w tym jony macierzyste i potomne. Przy optymalizacji
fragmentacji uwzgledniono nastgpujace parametry: na-
pigcie fragmentora, energia jonow ulegajacych kolizji
(zwana dalej energia kolizji) oraz czas rejestracji danego
jonu i op6znienie rejestracji kolejnych jonéw. W meto-
dzie monitorowania wybranych jonéw (SIR) tworzono
jony ujemne, z ktérych wybrano po dwa najbardziej in-
tensywne dla kazdego zwiazku. Monitorowane jony, re-
akcje oraz napigcia fragmentora i energie kolizji, przed-
stawiono w tabeli II.
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Sporzadzono 9-punktowe krzywe kalibracyjne (0, 10,
50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 ng/ml). Warto$ci
wspotczynnikow regresji liniowej krzywych kalibracyj-
nych (przy liczbie powtorzen n = 4) nie byly nizsze niz
0,971. Granice detekcji (LOD) wyznaczone przy S/N >3
dla metody MS wynosity od 3 (dla kumatetrarylu) do
60 ng/ml (dla difetialonu), a dla metody MS/MS réwniez
od 3 dla kumatetrarylu do 84 ng/ml dla difetialonu. Gra-
nice oznaczalnosci (LOQ) (przy S/N > 10, wyrazone
w ng/ml) wahaty si¢ w granicach 10-200 i 10-280 od-
powiednio dla MS i MS/MS. Obie metody zachowywaty
liniowo$¢ od LOQ poszczegdlnych analitow do 5 pg/ml.

Precyzjg¢ obu metod, czyli zmienno$¢ w ciagu jednego
dnia (precyzja wewnatrzgrupowa) obliczono na podsta-
wie trzech powtorzen oznaczen kazda z metod, antyko-
agulantow w kontrolnych probkach krwi, do ktoérych
dodano badane zwiazki w stezeniu 100 i 500 ng/ml.
Zmienno$¢ migdzydniowa (precyzja migdzygrupowa)
zostata obliczona na podstawie wynikéw otrzymanych
przez okres 2 tygodni z sze$ciu serii pomiarowych. Za-
réwno zmienno$¢ wewnatrzgrupowa, jak i migdzygrupo-
wa, nie przekraczata 15% RSD. Odzysk wahat si¢ w gra-
nicach od 65% (dla warfaryny) do 81% (dla brodifakum).
Opracowane parametry walidacyjne metody zestawiono
w tabeli I1I.

Specyficzno$¢ metody zostata zweryfikowana przez
analize ekstraktow dziesigciu roznych prob krwi wolnych
od analitow pochodzacych od osob zywych (z banku
krwi) oraz pobranych podczas sekcji zwlok. Na otrzy-
manych chromatografach nie zaobserwowano interferu-
jacych pikow eluujacych si¢ z kolumny o czasie retencji
zgodnym z analitami.

Anality znajdujace si¢ w rozpuszczonych ekstraktach
byly stabilne przez okres dhuzszy niz 24 godziny przy
przechowywaniu w temperaturze pokojowej lub 10 dni
przy przechowywaniu w temperaturze —4°C.

Chromatogramy wybranych jonéw (SIR) w metodzie
LC/MS i monitorowanych przejs¢ (MRM) w metodzie
LC-MS/MS antykoagulantéw w ekstrakcie proby krwi
z dodatkiem analitow w stezeniu 100—400 ng/ml przed-
stawiono na rycinach 2 i 3.

Z poréwnania wartosci LOQ i intensywnosci sygna-
tow analitycznych mozna stwierdzi¢, ze obie metody sa
jednakowo czule dla kumatetrarylu, metoda MS mozna
oznaczy¢ nizsze st¢zenia warfaryny i bromadiolonu,
a metoda MS/MS jest 2 i 4 razy czulsza odpowiednio dla
difenakum i brodifakum.

4. Whnioski

Opracowano dwie metody rownoczesnego wykrywa-
nia i oznaczania 6 rodentycydéw w 1 ml probkach krwi.
Rozdziat analitow, po prostej ekstrakcji technika ciecz-
ciecz, prowadzono z zastosowaniem chromatografii cie-

czowej, a do detekcji uzyto pojedyncza i tandemowa MS,
rejestrujac wybrane jony i monitorujac wybrane reakcje
jonow ujemnych. Metoda okazata si¢ specyficzna do ba-
dania préb krwi pochodzacych od 0séb zywych i pobra-
nych w czasie sekcji.
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