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Autorzy na przykfadzie badania matych prébek krwi pobranych rutynowo przez policje do
kontroli nietrzezwosci od trzech sprawcow kolizji drogowych i sprawcy gwattu,
przedstawiajg ograniczenia metod spektroimmunologicznych  stosowanych do
wykrywania s$rodkoéw psychoaktywnych. Uzyta metoda FPIA w wersji firmy Abbott
pozwolita na wykrycie i przyporzgdkowanie do grupy przyjetych substancji, ich petna
identyfikacja byla mozliwa przy wykorzystaniu metody LC-MS (morfina i kodeina;
kokaina; tramal i diazepam; MDMA).

In the paper there have presented results of the analysis of smali blood samples taken
routinely from 3 cases after car accidents and 1 rapist. Fluorescence polarisation
immunoassay (FPIA, Abott) was used for screening examinations of narcotics from the
group of both opium and cocaine alkaloids, barbituric acid and benzodiazepine and also
drugs from the group of tricyclic antidepressants. Confirmation of the obtained results
and fuli identification of the substances analysed were carried out by liquid chromatogra-
phy with mass spectrometry (LC-MS). In the causes of car accidents components of
~compote" were found (poppy straw extract) morphine and codeine (1 case), cocaine (1
case) and also tramal and diazepam (1 case) were also found. In the rapist methylenedi-
oxymethamphetamine (MDMA) was determined.

Stowa kluczowe: substancje psychoaktywne, analiza matych
probek krwi (met. FPIA i LC - MS)
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Zjawisko narkomanii w Polsce rosnie w ogromnym tempie a swiadomosc¢
spoteczna o szkodliwym oddziatywaniu przyjmowanych $rodkow na funkcje
psychofizyczne cztowieka jest ciggle bardzo mata. Grupa $rodkéw psychoaktyw-
nych innych od etanolu stanowi coraz czesciej przyczyne lub wspotprzyczyne
zdarzen zakonczonych zejsciem smiertelnym lub ztamaniem prawa (8, 9).
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Wykazywanie w ptynach ustrojowych i tkankach pobranych ze zwtok osoby
zatrutej Srodkow odurzajgcych nie stanowi na ogot wiekszego problemu, o ile
materiat biologiczny jest prawidtowo i w dostatecznej ilosci pobrany. Poprawne
wykonanie badan prébek krwi pochodzacych od oséb, ktore weszty w kolizje
z prawem nastrecza¢ moze wiele trudnosci.

Wynikajg one gtéwnie z niedostatecznej ilosci materialu przestanego do badania,
pobranego zazwyczaj w objetosci od 2-5 ml do kontroli stanu nietrzezwos$ci. Badania
te przeprowadza wojewddzkie laboratorium policji. Po ich wykonaniu i uzyskaniu
wyniku ujemnego materiat ten przeznaczony jest do badan na obecno$é innych
substancji psychoaktywnych. Mata objetos¢ materiatu badanego a takze rzad
wielkosci poszukiwanych substancji przyjetych w niewielkiej dawce oraz fakt, ze
badania te sg czesto nieukierunkowane sprawia ze, uzyte w analizie metody muszg
charakteryzowac sie wysokg czutoscigi specyficznoscia.

Stosowana w takich przypadkach metoda spektroimmunofluorescencji
w $wietle spolaryzowanym (FPIA) mimo wysokiej czutos$ci nie zawsze jest
wystarczajgca dla ustalenia przyjetej substanc;ji (1).

Wskazujg na to wybrane z praktyki toksykologicznej w roku 2001 cztery
przypadki.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity probki krwi pobrane od trzech kierowcéw spraw-
cow kolizji drogowych oraz probka krwi od jednej osoby podejrzanej o gwatt.

Pierwszy przypadek dotyczyt kierowcy, ktoéry spowodowat kolizje drogowa.
Policja znalazta i zabezpieczylta w jego w samochodzie niewielkg ilos¢ polskiej
heroiny - ,kompotu".

W przypadku drugim sprawca kolizji zeznat, iz w przeddzien zdarzenia,
wieczorem zazyt trzykrotnie po dwie tabletki promazyny a rano metadon. Krew do
analizy toksykologicznej pobrano po godzinie 15.00.

Trzeci sprawca po spowodowaniu wypadku zeznat, ze jest uzalezniony od
tramalu.

Czwarty przypadek dotyczyt osoby podejrzanej o gwatt. Mezczyzna ten
W momencie zatrzymania znajdowat sie w stanie pobudzenia.

Czes¢ probek krwi analizowano wstepnie metodg FPIA stosujgc do oznaczen
testy firmy Abbott na obecnos$¢ opiatéow, kokainy, pochodnych: amfetaminy,
kwasy barbiturowego i benzodiazepiny oraz substancji z grupy tréjcyklicznych
antydepresantéw (1).

Pozostato$¢ o objetosci do 1 ml odbiatczono acetonitrylem, odwirowano
a nastepnie poddano ekstrakcji octanem etylu przy pH = 9. Faze organiczng po
zageszczeniu przez odparowanie rozpuszczalnika przeniesiono do $cisle
okreslonej objetosci metanolu.

W przypadku 4 (podejrzenie o gwatt) préobke krwi odbialczono wg Borkow-
skiego, (5) poddano ekstrakcji eterem z pH = 11. Zageszczong faze organiczng
po odparowaniu rozpuszczono w metanolu.

Analize prowadzono przy uzyciu chromatografu cieczowego i detektorem
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masowym firmy Finningan. Do rozdzialu chromatograficznego zastosowano
kolumne Hypersil 150x4,6mm su BDS C18 i faze ruchomg ztozong z buforu
mréwczanu amonu o pH = 3,5 i acetonitrylu w systemie gradientowym. Detekcja
- putapka jonowa metoda jonizacji probki ESI (elektrospray), temperatura
kapilary 200°C (2, 3, 4, 5, 6).

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Za pomocg metody FPIA w przypadku pierwszym stwierdzono obecnos¢
opiatéw i barbituranéw, w przypadku drugim wykazano obecnos$¢ kokainy,
u kierowcy trzeciego pochodne benzodiazepiny a u osoby podejrzanej o gwatt
pochodne amfetaminy. Zebrane wyniki badan przedstawiono w tabeli I.

Tabela I. Wyniki badan probek krwi metoda FPIA.

Table 1. Results of blood samples examination by the FPIA method.
Opiaty Kokaina Amfetaminy Benzodiazepiny Barbiturany
L Opiates Cocaine Amphetamines Benzodiazepines Barbiturates
p.
No.
Stezenie w [ig/m\
Concentration in ug/ml
Przypadek 1 b. ui b. Ui i
017 -ujemne . ujemne b. ujemne
Case 1 negative negative negative 0,34
Przypadek 2 | b yjemne | 0,48 b. ujemne b. ujemne b. ujemne
Case 2 negative negative negative negative negative
Przypadek 3 | b yjemne |b. uiemne | b. ujemne 194 b. ujemne
Case 3 negative negative negative ’ negative
grzypadek 4 |b. uiemne | b. uiemne 225 b. ujemne b. ujemne
ase 4 negative negative ’ negative negative

Wykonana metoda LC - MS weryfikacja uzyskanych rezultatow analizy pozwolita
na potwierdzenie obecnosci wykrytych metoda FPIA substancji, dokonanie petnej ich
identyfikacji i ujawnienia obecnosci dodatkowych ksenobiotykéw.

W pierwszym przypadku w ktdrym badanie metodg FPIA prébki krwi wykazato
obecnos¢ opiatéow i pochodnych kwasu barbiturowego, dalsza analiza przy uzyciu
LC - MS pozwolita na wykazanie w badanym materiale obecnosci morfiny
i kodeiny - gtownych sktadnikow domowych wyciggéw ze stomy makowe;.

W drugim przypadku uzyskany metoda FPIA rezultat wskazat na obecnosé
kokainy. Metodg LC - MS potwierdzono obecnos$¢ tej substancji nie wykazano
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natomiast obecnosci promazyny i metadonu - lekoéw, ktére miat zazy¢ sprawca
wypadku.

We krwi trzeciej osoby metodg FPIA stwierdzono obecno$é pochodnych
benzodiazepiny. Metodg LC - MS zidentyfikowano diazepam i ujawniono
obecnos¢ tramalu.

U osoby podejrzanej o gwaitt metodg FPIA wykryto obecnos¢ pochodnych
amfetaminy. Zastosowanie metody LC - MS pozwolito zidentyfikowa¢ metyleno-
dioksymetamfetamine MDMA tzw. ,ekstazy".

Uzyskane wyniki badan metodg LC - MS w postaci czasoéw retencji stwier-
dzonych substancji i wielkosci jonu molekularnego w widmie masowym
zestawiono z odpowiednimi substancjami wzorcowymi przedstawiono w tabeli Il.

Tabela Il. Wyniki badan prébek krwi met LC - MS.
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Table II. Results of blood samples examination by LC-MS method.
Lp. Wykazane Czas retencji | Czas retencji (min) Pik Badany pik
przypadku | substancje (min) Retention time molekularny molekularny
Case Identified Retention time | Substancja badana wzorca Examinated
number substances Wzorzec Examinated Standard molecular
Standard substance molecular peak peak
1 Morfina 4,09 4,12 286,3 286,3
Morphine
Kodeina 8,55 8,70 300,4 300,4
Codeine
2 Kokaina 19,05 19,22 304,2 304,2
Cocaine
3 Tramal 17,42 17,34 264,2 264,1
tramadol
Diazepam | 23,50 23,54 285,3 285,3
Diazepam
4 MDMA 13,31 13,05 194,1 194,1

Widma masowe wykrytych substancji zestawione z widmami substancji
wzorcowych ilustrujg ryciny 1-6.

Przedstawione wyniki badan opracowanych w 2001 r. w Katedrze Medycyny
Sadowej Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach przypadkéw dotyczace
osOb, ktére ztamaly prawo wskazujg, ze uzyta metoda FPIA jest metodg
z wyboru. Charakteryzuje sie ona wysoka czutoscig i znaczng wybidrczoscig co
okresla jej przydatnos¢ w badaniach matych probek krwi pobranych od osoéb,
ktére przyjety niewielkie ilosci zakazanych $rodkéw. Mata ilo§¢ czasem ponizej
dwéch mililitréw nadestanego do badan materiatu (badane probki krwi najcze-
Sciej to pozostalo$¢ po wykonanej analizie na zawarto$¢ alkoholu w policji) nie
stanowi tu ograniczenia.
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A. Morfina wzorcowa / Morphine standard

B. Morfina we krwi kierowcy (przypadek 1) / Morphine in the driver's blood
sample (case 1)
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Jak na to wskazujg przedstawione wyniki badah odznaczajgce sie wysoka
czutoscig metody spektroimmunologiczne w tym FPIA w wersji firmy Abbot maja
jednak ograniczone zastosowanie. Pozwalajg one wprawdzie na wykrycie
grupowe i oznaczenie ilosciowe stwierdzonych substancji - petna identyfikacja
tych substancji nie jest jednak mozliwa. Dotyczy to pochodnych amfetaminy,
opiatow, pochodnych benzodiazepiny, trojcyklicznych antydepresantéw). Mogg
by¢ zatem uzyte jako przesiewowe a uzyskane rezultaty winny by¢ weryfikowane
na innej drodze analitycznej najlepiej metodg LC - MS (wysoka czutosc
i specyficznos¢), ktéra umozliwia peilng identyfikacje przyjetej substancji
i rozszerza diagnoze o s$rodki ktore nie dajg odpowiedzi w warunkach metody
FPIA.
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