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Уважаемые коллеги, уважаемый председатель….., вашему вниманию представляется доклад о химико-токсикологическом анализе токсинов ядовитых грибов.
Основным идиологом исследований в данном направлении в нашем институте является И.К.Журкович, заведующая лабораторией органического анализа, которая не один год занимается данной проблемой.
Доклад подготовлен под ее руководством, с учетом особенностей целевой аудитории
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Отравления грибами встречаются повсеместно, частота определяется образом жизни населения, характером питания, местными традициями. 
В полном объеме оценить серьезность проблемы невозможно. Во-первых, не все пострадавшие обращаются за медицинской помощью. Во-вторых, далеко не все лечебные учреждения, в том числе токсикологические отделения и центры, регулярно предоставляют информацию. Не исключены и диагностические ошибки.
Согласно данным, предоставленным Информационно-консультативным токсикологическим центром МЗ России, отравления ядовитыми грибами чаще всего встречаются в Центрально-Черноземном, Центральном, Волго-Вятском районах России, а так же Поволжье и Северном Кавказе.
Относительно благополучными являются Северные районы, Урал, Сибирь, Дальний Восток. 
В Санкт-Петербурге и Ленинградской области отравления ядовитыми грибами составляют от 1 до 33 случаев в год. Из них смертельных – 14 случаев (за период с 2002 по 2014 год).
Проблема диагностики и лечения отравлений грибами не теряет своей актуальности и является составной частью международной программы ВОЗ «Химическая безопасность» даже несмотря на то, что по общему количеству регистрируемых случаев данные отравления встречаются существенно реже, чем отравления лекарственными и наркотическими средствами, алкоголем и его суррогатами.
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Коприн Содержится в грибах рода Coprinus (C.atramentarius, C.insignis, C.quadrifidus, C.variegatus).
Основное значение имеет навозник или чернильный гриб Coprinus atramentarius.
Употребление этого вида грибов само по себе не является опасным.
Активным метаболитом коприна является l-аминоциклопропанол.
Клиническая картина отравления развивается только при совместном употреблении с этанолом.
После приема алкоголя развивается тетурамоподобная реакция: гиперемия, беспокойство, повышение артериального давления и частоты сердечных сокращений.
Происходит накоплению ацетальдегида вследствие подавления активности фермента ацетальдегиддегидрогеназы (АцДГ). 

Псилобицин, псилоцин (отвечают за галлюцинаторный синдром)
Псилоцибин и псилоцин синтезируются в плодовом теле галлюциногенных грибов из аминокислоты триптофана, содержание которого в грибах превосходит содержание его в растительных и животных организмах.
Эти грибы несъедобны и целью их сбора, культивирования и использования является достижение наркотического эффекта и торговля.
При пероральном прим псилоцибин хорошо всасывается, преимущественно в тонкой кишке, и определяется в крови спустя 20-40 минут.
В печени подвергается активной биотрансформации.
В результате реакции дефосфорилирования из псилоцибина образовывается псилоцин, который конъюгирует с глюкуроовой кислотой.
Другими продуктами метаболизма псилоцибина и псилоцина являются индольное производное уксусной кислоты (4-гидроксииндол-3 ил уксусной кислоты) и 4-гидрокситриптофол
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Основными токсинами ядовитых грибов являются:
Mускарин (Сод-ся в грибах рода Inocybe (волоконница) и рода Сlitocybe (говорушка) - до 1,6% токсина, Красном мухоморе (Amanita muscaria)  0,0003% мускарина.. Отравления встречаются крайне редко, являются случайными. 
Механизм биологического действия токсина обусловлен связыванием ацетилхолиновых рецепторов, которое сопровождается характерными симптомами – брадикардией, лакримационным эффектом и обильным потовыделением. Летальная доза для человека LD50 составляет 0,25 мг/кг

Орелланин (бипиридиновое производное)
 Самым частым виновником отравлений является вид Cortinarius orellanus (Паутинник оранжево-красный). 
По последним оценкам род Cortinarius насчитывает более 2000 видов, из которых по крайней мере 134 – ядовитые.
Информация о кинетике орелланотоксинов противоречива. (предположительно наличие куммуляции орелланотоксинов в ткани почек).
Основным проявлением заболевания является острая почечная недостаточность (ОПН).
Клинические проявления наблюдаются спустя 2-4 дня, редко через две-три недели после употребления грибов, чаще всего через неделю. У больных наблюдается слабо выраженный или умеренный гастроэнтерит, сопровождающийся недомоганием, затем отмечаются жажда, тошнота, рвота, озноб, температура, либо нормальная, либо субфебрильная. Затем следует клинико-лабораторная картина острой почечной недостаточности
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Аманитины и фаллотоксины 
Так выглядят структурные формулы ама- и фаллотоксинов.
По химической структуре аматоксины являются бициклическим октапептидами, фаллотоксины представляют собой бициклические гептапептиды. 
В плодовом теле грибов рода Amanita встречается восемь разновидностей аматоксинов, из которых наиболее ядовиты α-, β- и γ- аманитины
К фаллотоксинам относят фаллоидин, фаллоин, фаллацидин и несколько других, близких к ним по структуре бициклических гептапептидов
Более 90% смертей при отравлении грибами обусловлено аманитинсодержащими видами
Подробнее на этих токсинах мы остановимся ниже.


Cxema broenpaHcmopMaunn IMpoMUTPUHa
0

Aon SN
H,C7 TN TCH, HN

THPONHT PHH N-II.ETHJI-N
bopMILTHIpANH

I MIPOMUTPVH-auemariboesuo-I
POPMUSIcUOPa30H

METABOJIATBI:



Выступающий
Заметки для презентации
Гиромитрин 
В разных концентрациях содержится в сумчатых грибах. 
Представители рода:
Gyromitra (строчки), реже Morchella (сморчки), содержание токсина в которых незначительно.
А также гиромитрин содержится в таких грибах, как Helvella (лопастник), Cudonia (кудония), Verpa (сморчковая шапочка). 
Содержание его в плодовых телах может существенно варьировать. В процессе роста гриба под влиянием погодных условий и кислотности почвы гиромитрин превращается в N-метил-N-формилгидразин (МФГ), а затем в монометилгидразин (ММГ).
является летучим, разрушается при температуре 60ºС. 
На данном слайде представлена схема биотрансформации гиромитрина

В кислой среде желудка при рН 2-3 происходит гидролиз гиромитрина с образованием МФГ, который под воздействием ферментных систем организма превращается в еще более токсичное соединение ММГ
Эти соединения, особенно ММГ, значительно токсичнее гиромитрина. Следовательно, и ядовитость грибов определяется совокупным действием этих трех компонентов: гиромитрина, МФГ и ММГ.
Гидразины в печени подвергаются процессу ацетилирования, образуя тем самым нетоксичные соединения. Большая часть неизмененного гиромитрина и его метаболитов удаляется с мочой, частично – через легкие


NIVHNYECKAA KINaCC@MPUKaLUA TOKCHOB
JAOBUTHIX FPVNOOB

T OKCVHbI, BbI3bIBaloLIME pPaspylieHdne KINeTokK, ¢ AJINHHLIM JIaTEHTHLIM NEPNOO0M

Luknionenmuosl (amMaHumuHbl) - 6-24 4
MoHomeurizuopasuH (eupomMumpuH) - 6-12 4

TOKCVHBI, MOpaXkaroLLe BEFETATVBHYH HEPBHYIO CUCTEMY,
C KOPOTKUM JIaTEHTHLIM NEPMOLOM
MyckapuH - 0,5- 2'4
KOI7,OUH6- 0,5 4 (rocrie ripuema asikozosis), 8 medyeHue 5 OHeu riocrie yriompebrieHusi
epubos

TOKCUHBI, Nnopaxalne UEHTPalIbHYIO HEPBHYHO CUCTEMY,
C KOPOTKMM J1aTEHTHBLIM NMEPUOOM

VibomeHoesas Kucrioma, Mycuumori - 0,5-2 4
[cumouubuH - 0,5-2 4

TOKCUHBI, MOpaXkaloLIye KenyA0YHO-KULLIEYHbI TPaKT, C KOPOTKUM NaTEHTHbLIM
NepVoaoM

TokcuHbl HeussecmHbl - 0,5-2 4
TOKCUHBI, nopaxXakLline rnoYvkn, ¢ aAriMHHbIM JIaTEHTHBIM Nepnoom

OperinaHuH - 3-14 oHeu


Выступающий
Заметки для презентации
Названия токсинов лежат в основе посиндромной классификации отравлений грибами. 
Например, мускариновый, коприновый, фаллоидный, гиромитровый и другие синдромы. 
Но в 90% случаев вид грибов, вызвавших отравление, неизвестен, и диагноз основывается на клинической картине, характерной для токсиканта. 
Различные авторы выделяют от 8 до 14 синдромов. 
На слайде представлена классификация токсинов, основанная на их органоспецифичности. 
Хочу обратить Ваше внимание, что выделяют отравления с коротким и длинным (более 6 часов), латентным периодом. Причем отравления с длинным латентным периодом являются наиболее опасными. 
Диагностика отравлений грибами представляет значительные сложности, и до сегодняшнего дня основная роль в ней принадлежит оценке клинической картины интоксикации. При синдромах с длительным латентным периодом установление диагноза совпадает с развернутой клинической картиной отравления, что является причиной запоздалого начала адекватной терапии, более тяжелого течения и ухудшения прогноза заболевания. Очень часто пациенты поступают непрофильно. Часто в инфекционные больницы. И пока инфекционный диагноз не снят, они не получают должного лечения. 



OcHoBHbIe MeToabl TXA U cooTBeTCTBYHOLLME

ANdlla3OHbI MUHUMaAJIbHbBIX ypOBHeI\;I AETEeKTUpoBaHUA

No Meron aHanu3a [Tepuon MuHuMansHOE
/1 WHTEHCHUBHOTO JIETEKTUPYEMOE
- MIPUMEHEHUS, TT KOJIMYECTBO BEIIIECTBA
1 Konopumerpus 1950-1960 10> — 2@° T (10 Mir-10.4T)
[Tonsiporpadus 1950-1960
bymaxknas xpomatorpadusi 1950-1970
TonkocnoitHas xpomaTorpadus 1960-1980
(TCX)
2 Ta30xuaKoCTHas XpoMaTorpadus 1980-#.B. 10-9 r (1 ur)

(I'”KX) ¢ nerexropom
AJIEKTPOHHOTO 3aXBaTa

BricokoaddexkruBHast 1990-H.B.

KUJIKOCTHAasi Xpomarorpadus ¢
Y®-nerekropom (BOXKX)

3 KX 1 BO)XX ¢ macc- 2000-H.B. 109 — 10-12 r (1 ur-10 )
criekrpomerpuieckum (MC)
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Диагностика с использованием методов ХТА на начальных этапах отравления  должна способствовать улучшению качества и результатов лечения. 
В таблице ретроспективно представлены основные методы ХТА и соответствующие диапазоны минимальных уровней детектирования. В последние 30 лет наибольшее распространение получили инструментальные хроматографические методы.
Интенсивно развиваются хроматомасс-спектрометрические подходы,  которые обеспечивают наибольшую специфичность определений. 
В этой связи в течение последних 10 лет за рубежом интенсивно пересматриваются и совершенствуются многие методики определения токсинов грибов. 
Современные методы ХТА позволяют определять такие токсины, как иботеновая кислота, мусцимол, орелланин, псилоцибин,, псилоцин, мускарин, аманитин. Эти токсины вызывают тяжёлую клиническую картину отравления и высокую летальность, что требует проведения в последующем судебно-медицинской экспертизы. 
Но все-таки наиболее частой причиной отравлений в России являются аматоксины.
Именно поэтому, а так же в силу наработанного в Институте токсикологии многолетнего опыта в области химико-аналитического анализа аманитинов, на данных отравлениях я хочу остановиться подробнее.


[ pMbBI, cogepxaliye aMmaHUTUHbI

Pon Bun

Amanita A. phalloides, A. bisporigera, A. decipiens, A. hygroscopica, A. ocreata,
A. suballiacea, A. tenuifolia, A. verna, A. virosa

Galerina G. autumnalis , G. badipes , G. beinrothii, G. fasciculate, G. helvoliceps,
G. marginata, G. sulciceps, G. unicolor, G. venenata

Lepiota L. brunneoincarnata, L. brunneolilacea, L. castanea, L. citrophylla,
L. clypeolaria. L. clypeolarioides, L. feline, L. fulvella, L. heimii,
L. fuscovinacea, L. griseovirens, L. helveola, L. helveoloides, L.
josserandii, L. kuehneri, L. langei, L. lilacea, L. locanensis, L.
ochraceofulva, L. pseudohelveola, L. pseudolilacea, L. rufescens, L.
subincarnata, L. xanthophylla
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Отравления аманитинсодержащими видами грибов приводят к развитию фаллоидного синдрома.
В России произрастают наиболее опасные его представители Amanita phalloides и Amanita virosa.
В Ло Бледная поганка (А.phalloides) встречается  нечасто.
Отравления с развитием фаллоидного синдрома в нашем регионе связаны с употреблением в пищу иных представителей рода Amanita , а так же грибов рода Lepiota  и Galerina.
Свыше 60% альфа-аманитина депонируется в печени. В течении 48 ч продолжается энтерогепатическая циркуляция: поступление с желчью в кишечник и далее повторно в печень через портальный кровоток. Именно повторное поступление аматоксина в печень определяет интенсивность и продолжительность его гепатотоксического действия. Из организма выводится в неизменном виде.Высокие концентрации в тканях печени и почек регистрируются в течение 9-22 дней (если больной погибает в поздней стадии). 
Род Lepiota насчитывают более 50 представителей, половина из которых ядовиты.
В грибах рода Galerina содержание токсинов более низкое по сравнению с грибами рода Amanita и Lepiota. 
Эти грибы произрастают на деревьях и могут быть ошибочно приняты за опята.
 Летальная доза основного токсического компонента бледной поганки – �α-аманитина для человека составляет составляет 0,1 мг/кг массы тела и может содержаться в одном плодовом теле свежего гриба (20-25 г). 
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На следующих слайдах обобщены методические подходы определения аманитинов с МС-детектированием .
Сегодня для определения аматоксинов используют преимущественно сепарационные методы анализа с масс-спектрометрическим детектированием, на долю которых приходится около 80% новых методических разработок. 
Данные таблицы показывают, что наиболее высокая чувствительность достигается в результате сочетания метода ВЭЖХ с иммуноафинной или твердофазной экстракцией. В последнем случае предпочтительными являются патроны Oasis HLB, заполненные сополимерным сорбентом на основе дивинилбензола и винилпирролидона.
Широкому внедрению новых методов в аналитическую практику препятствует многообразие инструментальных конфигураций хроматомасс-спектрометров и отсутствие доступных библиотек масс-спектров аналитов.
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Выступающий
Заметки для презентации
Кроме представленных в таблице сепарационных масс-спектрометрических методов анализа аматоксинов, заслуживает внимания их прямое определение в моче методом MALDI, который основан на помещении испытуемого образца в специальную матрицу, способствующую ионизации аналитов при лазерном облучении. Метод отличается высокой производительностью (60 образцов в час) и хорошей чувствительностью. Предел обнаружения обоих аматоксинов составляет 5 нг/мл.
К числу новых экспрессных способов идентификации производных аманитина относится спектральный анализ их флуоресцентного комплекса с бромидом этидия. Соответствующая ему полоса флуоресценции расположена в более коротковолновой области спектра относительно полосы эмиссии самого этидия бромида. Скорость формирования аналитического сигнала составляет всего 5 секунд, а предел обнаружения – около 1 мкг.



VINHNCTEPCTBO, 3[APABOOXPaHEHNS Poccumckon @eaepaLmm
(MvHaapaB Poccnn)
depepanbHOEe MeONKO-OMOJIOFUYECKOEe areHTCTBO
(PMBA Poccun)
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MP ®MBA Poccun
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Выступающий
Заметки для презентации
В период с 1995 по 2000 г. в Институте токсикологии для клинико-диагностических целей была разработана методика определения α-аманитина и β-аманитина в плазме крови методом высокоэффективной жидкостной хроматографии со спектрофотометрическим детектированием на диодной матрице. 
Ее основным недостатком является неудовлетворительная специфичность определения при низких концентрациях токсинов в биообразцах. В сложных случаях следствием этого обстоятельства может быть ошибочное экспертное заключение о происхождении интоксикации или ложный диагноз. 
Появление ВЭЖХ-МС дало возможность повысить надежность идентификации определяемых веществ за счет точного измерения их масс. 
В 2013 г. в ФГБУН ИТ ФМБА РФ в рамках федеральной целевой программы «Национальная система химической и биологической безопасности Российской Федерации (2009–2013 годы)» разработаны методики определения α-аманитина и β-аманитина в пробах мочи и плазмы крови методом высокоэффективной жидкостной хроматомасс-спектрометрии, а также создана специализированная библиотека масс-спектров для идентификации токсичных олигопептидов. Методики аттестованы в системе Гос. Стандарта (Свидетельства об аттестации №222.0301/01.00258/2013 и №222.0302/01.00258/2013) и оформлены в виде Методических рекомендаций. 
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Выступающий
Заметки для презентации
При определении аматоксинов в данной методике используется хроматомасс-спектрометрия высокого разрешения. 
Благодаря комбинации двух типов масс-детекторов – тройного квадрупольного и времяпролетного – обеспечивается точное определение молекулярных масс аналитов и увеличивается надежность их идентификации. 
Подготовка проб включала следующие стадии:
‑ добавление к испытуемому образцу раствора внутреннего стандарта;
‑ удаление из пробы белков посредством их осаждения ацетонитрилом и центрифугирования;
‑ очистка супернатанта методом ТФЭ с помощью патронов Oasis HLB;
‑ концентрирование.
В качестве внутреннего стандарта использовали фаллоидин, который подобно аманитинам является бициклическим олигопептидом, но не попадает в биожидкости, т.к. не всасывается из желудочно-кишечного тракта.
Хроматографический анализ и МС-детектирование проводилит с помощью хроматомасс-спектрометрической системы Agilent Q-TOF 6530 


FpyMEep XpomMaTorpaMmel FPaaynpPoOBOYHOIO
PACTBOPA aMaHUTMHOB B MIAa3ME KPOBU C
MaCCOBOM KOHLIEHTPauUmen 50 Hr/Mii



Выступающий
Заметки для презентации
На слайде представлен пример хроматограммы градуировочного раствора аманитинов в плазме крови с массовой концентрацией 50 нг/мл.
Идентификацию определяемых компонентов проводили по времени удерживания и точному значению молекулярных масс протонированных ионов. 
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Выступающий
Заметки для презентации
В таблице приведены ориентировочные времена удерживания аналитов, внутреннего стандарта, а также значения молекулярных масс их протонированных ионов.
Далее в своем докладе я хочу остановиться на частных вопросах ХТА тех токсинов грибов, которые заслуживают наибольшего внимания, вызывают тяжёлую клиническую картину отравления и высокую летальность . 
В основном это данные, полученные из литературных источников. 
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Заметки для презентации
Химико-токсикологический анализ орелланина отличается рядом особенностей и находится в стадии развития.
Одной из основных причин является термо-, фото- и химическая лабильность токсина. Кроме того, отравления грибами рода Cortinarius характеризуются длительным латентным периодом (от 3 дней до нескольких недель), что вносит дополнительные сложности в химико-аналитический мониторинг. 
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Заметки для презентации
Для качественного анализа ПБ и ПС широко применяют цветную реакцию с реагентом Эрлиха и метод тонкослойной хроматографии. Метод ГЖХ позволяет произвести лишь прямое измерение содержания ПС (индекс удерживания 1980), а для определения ПБ его необходимо перевести в более летучее производное. 
Количественную оценку содержания псилоцибина и псилоцина в метанольных экстрактах плодовых телах грибов разные исследователи производили методами ГЖХ, ВЭЖХ и капиллярного электрофореза. 
С точки зрения химической природы ПБ и ПС наиболее подходящим методом их определения является ВЭЖХ. 


=
OnpepeneHve NooTeHOBOW KUCMOTbI

N Mmycuumorna

*  OnpepeneHne
NOOTEHOBOW KNCHIOTHI W
MyCLMOsa B MOAOBbLIX
Teax rpuboB

« OnpepeneHve
NOOTEHOBOW KNCHOThI U

MyCLIIMOSa B Miasme
KPOBY 0

HO



Выступающий
Заметки для презентации
Иботеновая кислота и мусцимол присутствуют в грибах Amanita muscaria и Amanita Panthеrina. Они обладают психотропной активностью, легко абсорбируются в желудочно-кишечном тракте и выводятся из организма с мочой.
Мусцимол --продукт декарбоксилирования иботеновой кислоты.
Учитывая структурные особенности рассматриваемых аналитов, можно констатировать, что их прямое определение методами ГЖХ, спектрофотометрии и обращеннофазовой ВЭЖХ малоперспективны, поскольку они имеют недостаточно интенсивное и характеристичное молекулярное поглощение в УФ-области электромагнитного спектра и отличаются химической нестабильностью. Кроме того, эти соединения содержат в своей структуре полярные функциональные группы, которые способствуют повышению их температуры кипения и гидрофильности.
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Выступающий
Заметки для презентации
В настоящее время основным методом исследования различных объектов на присутствие иботеновой кислоты и мусцимола является хроматомасс-спектрометрия.
Менее предпочтительно применение ГЖХ, поскольку требует включения в методики дополнительной стадии дериватизации.
Как правило, это приводит к ухудшению метрологических показателей измерений. Кроме того, из-за легкого декарбоксилирования иботеновой кислоты в процессе анализа и образования мусцимола обычно не удается измерить реальные концентрации токсинов, изначально присутствующхе в объектах исследования.
Поскольку смертельные отравления грибами A.muscaria и A.Panhterina достаточно редки, в литературе описано всего несколько методик определения иботеновой кислоты и мусцимола в биологических жидкостях, пригодных для клинической диагностики.
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Выступающий
Заметки для презентации
Отравления мускарином встречаются крайне редко и являются случайными. 
Тигровая поганка и красный мухомор содержат мускарин в малых количествах. Он не играет роли в клинической картине отравления.
Наибольшее содержание мускарина в грибах рода Clitocybe (говорушка) и Inocybe (волоконница).
По химической природе мускарин относится к ряду четвертичных азотистых оснований.
Мускарин или его изомеры водорастворимы, при кипячении выходят в раствор, при этом не теряют химической и токсической активности. 
Механизм биологического действия токсина обусловлен связыванием ацетилхолиновых рецепторов
Не смотря на то, что токсические свойства мускарина известны почти 90 лет, надежный способ его определения в плодовых телах грибов был разработан совсем недавно. Это связано с тем, что большинство физико-химических методов исследования, применявшихся в 20 веке, малоэффективны при мониторинге холиновых соединений.
Учитывая гидрофильную природу мускарина, для его хроматографического определения более целесообразно использование полярных колонок.
В последние годы было предпринято исследование видов грибов рода Inocybe (волоконница) методом тандемной жидкостной хромато-масс-спектрометрии в таксономических целях. Оказалось, что из 30 изученных видов только 11 продуцируют мускарин, причем его содержание в разных видах различается более, чем в 100 раз. 
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Заметки для презентации
Судебно-медицинская экспертиза при отравлении грибами проводится в случаях:
‑ смертельных
‑ несмертельных
‑ сочетанных отравлений грибами и алкоголем или другими веществами.
Судебно-химический анализ в основном проводится в случаях смертельных отравлений.
Можно применять все вышеперечисленные методы. Все зависит от оснащенности техническими средствами.
Определение проводят в биологич жидкостях, органах и тканях, где набл-ся преимущественное накопление токсинов. 
Наиболее значимыми и доказательными критериями являются положительные результаты судебно-химического исследования .
Однако в практической работе судебно-медицинских экспертов эти исследования проводят редко вследствие позднего освидетельствования живого лица или отсроченной смерти пострадавшего, отсутствия в некоторых судебно-химических отделах бюро судебно-медицинской экспертизы специалистов в области химико-токсикологических, микологических (цитологических) исследований, необходимого приборного оснащения, стандартов для выявления токсинов ядовитых грибов. 
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Выступающий
Заметки для презентации
Накопленный опыт и анализ литературных данных, посвященных отравлению грибами, позволили нам разработать пособие «Клиника, диагностика, лечение, судебно-медицинская экспертиза отравлений грибами». Сейчас оно готовится к печати.
Надеемся, что результаты нашей работы будут полезны как врачам клиницистам, так и специалистам в области аналитической и судебно-медицинской токсикологии.
В будующем мы надеямся продолжить работу в данном направлении.Если кого-то заинтересовала данная информация, то к концу сегодн рабочего дня я постараюсь найти ссылки на указанные методы.
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