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CEL PRACY
Celem pracy bylo przedstawienie $miertelnych przypadkow intoksykacji parametoksyamfetaming
(PMA), ktére mialy miejsce na terenie wojewddztwa pomorskiego w 2000 roku oraz prezentacja
szybkiej i miarodajnej metody wykrywania wybranych amfetamin w materiale biologicznym oséb
zatrutych PMA, za pomoca mikroekstrakcji do fazy statej (SPME).

WSTEP

Od ponad dziesigciu lat obserwuje si¢ stopniowo rosnacy trend do uzywania przez miodziez
substancji psychoaktywnych (1, 3, 5, 14, 15). Szczegélna popularnoscia ciesza si¢ wsrod nich
kanabinoidy oraz amfetamina i jej pochodne (3).

Substancje amfetaminopodobne naduzywane sa w kilkudziesigciu krajach $§wiata, a liczba osob je
stosujacych szacuje si¢ na ponad 6 min. Najwigksza cz¢stos¢ ich naduzywania odnotowywana jest w
Hondurasie (u 7,6% populacji dorostej), Brazylii (2%) i Australii (1,7%) (5). W badaniach Pacha i
wsp. przeprowadzonych w Krakowie wsrdd osob uzaleznionych, taczne stosowanie amfetaminy wraz
z innymi narkotykami dotyczyto 20% probantow (11). W badaniach wiasnych potwierdzono, ze w
populacji studentow i uczniow szkot srednich Trojmiasta najbardziej popularnymi narkotykami byly
kanabinoidy oraz amfetamina (3, 4).

Do najwazniejszych 1 najczesciej  stosowanych  pochodnych  amfetamin  naleza
3,4-metylenodioksymetamfetamina (MDMA), 3,4-metylenodioksyamfetamina (MDA),
3,4-metylenodioksyetylamfetamina (MDE), metamfetamina, parametoksymetamfetamina (PMMA) i
parametoksyamfetamina (PMA).

Ostre zatrucia parametoksyamfetaming

PMA wyr6znia sig¢ znaczna toksyczno$cia i wchodzi w sktad niektorych narkotykow
rozprowadzanych zwykle jako MDMA, o popularnej nazwie ,,ekstaza”. Pierwsze przypadki $miertelne
spowodowane przyjmowaniem PMA pochodza z prowincji Adelaide w Potudniowej Australii (2).
PMA zazywana jest jako narkotyk w dawkach ok. 4060 mg. Zdarza si¢ jednak dos¢ czgsto, ze
parametoksyamfetamina sprzedawana jest jako ,.ekstazy”, ktorej dawkowanie jest znaczaco wigksze,
ok. 80-160 mg. Godnym podkreslenia jest fakt, z2¢ PMA jest jedna z najbardziej toksycznych
pochodnych amfetaminy, a zatrucia nia do$¢ czesto koncza sig zgonem (2, 6, 7, 8, 9, 10).



Przypadki zatrué¢ parametoksyamfetamina
w wojewddztwie pomorskim w 2000 roku

W okresie od sierpnia do grudnia 2000 r. w I Klinice Choréb Wewngtrznych i Ostrych Zatrué¢
Akademii Medycznej w Gdansku hospitalizowano dwoch chorych o obrazie klinicznym
odpowiadajacym ciezkiemu zatruciu amfetaming. Obie hospitalizacje zakonczyly si¢ zgonem
pacjentow. W tym samym czasie do Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej AMG dostarczono zwtoki
kolejnych pigciu denatdow podejrzanych o zatrucie amfetaming lub jej pochodnymi.

Ponizej opisano okolicznosci zgonu trzech z siedmiu os6b $miertelnie zatrutych
parametoksyamfetamina.

Przypadek 1

W dniu 13 sierpnia 2000 r. w domku letniskowym kobieta w towarzystwie trzech mezczyzn podczas
libacji alkoholowej spozyta dodatkowo 2—3 porcje srodka, zakupionego po okazyjnie niskiej cenie, w
jednym z gdanskich lokali jako , ekstaza”. Po kilku godzinach u kobiety pojawila sie wysoka
temperatura, uczucie szybkiego bicia serca oraz jakosciowe zaburzenia swiadomosci, po ktorych
doszto do utraty przytomnosci i licznych, nastepujqcych po sobie napadow drgawkowych. Pomimo
rozpoczetej przez wspotbiesiadnikow akcji reanimacyjnej przybyly na miejsce lekarz Pogotowia
Ratunkowego stwierdzit zgon.

Przypadek 2

W dniu 9 pazdziernika 2000 r. do Gtownej Izby Przyje¢ AMG przywieziono 21-letniego mezczyzne z
powodu naglego zatrzymania krqzenia w przebiegu ostrego zatrucia substancjami odurzajqcymi.
Rozpoczeta w karetce i kontynuowana przez ponad dwie godziny w szpitalu akcja reanimacyjna nie
powiodta sie. W trakcie reanimacji stwierdzano u chorego hipertermie, liczne napady drgawek,
nawracajqce migotanie komor, hiperkaliemie i hipoglikemie. Po ok. 30 min do Izby Przyje¢ AMG
zglosit sie kolega denata, ktory poinformowat lekarzy, ze podczas zabawy w dyskotece mezczyzna
przyjat 3-4 tabletki UFO. Nowy preparat byl dwukrotnie tanszy niz dotychczas uzywane przez nich
tabletki ,, ekstazy”.

Przypadek 3

W dniu 31 grudnia 2000 r. 26-letni mezczyzna uczestniczyt w zabawie sylwestrowej w Gdyni. Po
kilkunastu minutach od przyjecia ok. 5 tabletek zakupionych po bardzo okazyjnej cenie jako
,ekstazy”, doszlo do utraty przytomnosci. Mezczyzna zostal przewieziony do Szpitala Miejskiego w
Gdyni, a nastepnie do I Kliniki Chorob Wewnetrznych i Ostrych Zatru¢ Akademii Medycznej w
Gdansku. W trakcie krotkiej obserwacji w Klinice doszto do licznych napadow drgawkowych, a
nastepnie nagtego zatrzymania krqzenia w mechanizmie asystolii. Przeprowadzona akcja
reanimacyjna okazata sie nieskuteczna.

W zwiazku z koniecznoscia — zaréwno dla celow klinicznych, jak i orzeczniczych, oznaczania
pochodnych amfetamin, a w szczegdlnosci parametoksyamfetaminy, w materiale biologicznym 0sob
zatrutych zwrdcono si¢ do Katedry i Zakladu Medycyny Sadowej AMG w celu wdrozenia szybkiej i
miarodajnej metody ich oznaczania.

MATERIAL, METODA I PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA AMFETAMIN

Badaniom poddano tabletk¢ UFO oraz krew i mocz siedmiu denatéw zmartych z powodu zatrucia
PMA. Skiad tabletki UFO analizowano z wykorzystaniem chromatografu gazowego z detektorem
spektrometrii mas — GC/MS, po uprzednim ilosciowym rozpuszczeniu tabletki w etanolu (aparat
GC/MSD HP5972 firmy Hewlett Packard, kolumna kapilarna CP-SIL 8CB LOW BLEED/MS firmy
,»Chrompack” — dlugo$¢ 30 m, $rednica wew. 0,25 mm, grubo$¢ fazy 0,25 um, temperatura



programowana od 50°C do 280°C, temperatura dozownika 240°C, gaz no$ny — hel, tryb przemiatania
po jonach SCAN — od 30 do 400 u).

— —d

Ryc. 1. Strzykawka SPME do recznego nastrzykiwania z wtdknem kwarcowym pokrytym fazq polidimetylosiloksanu
(PDMS) o grubosci 100 um i diugosci 1 cm (urzqdzenie firmy ,, Supelco”).

Przesiewowej analizy probek plyndéw biologicznych (krew i mocz) pobranych od denatéw
dokonano z wykorzystaniem szybkiej i swoistej metody immunofluorescencji w $wietle
spolaryzowanym — FPIA (aparat i testy TD,, firmy Abbott).

Kazdy dodatni wynik badania zatrucia amfetaminami potwierdzano metoda mikroekstrakcji do fazy
statej SPME w fazie nadpowierzchniowej — HS (zestaw do SPME firmy ,,Supelco” sktadajacy si¢ ze
strzykawki SPME, widkna sorpcyjnego pokrytego faza polidimetylosiloksanu PDMS o grubosci 100
pm i dlugosci 1 cm, termostatowane mieszadto magnetyczne), z koncowym oznaczeniem z
wykorzystaniem chromatografu gazowego z detektorem termojonowym — GC/NPD (chromatograf
gazowy GC8160 firmy ,,Fisons”, kolumna kapilarna firmy ,,Restek” RTX-1 — dtugo$¢ 30 m, $rednica
wew. 0,32 mm, grubo$¢ fazy 5 um, temperatura programowana od 50°C do 180°C, gaz no$ny: wodor
110 kPa, temp. detektora NPD: 280°C, temperatura dozownika: 240°C).

Urzadzenie do SPME ma ksztatt zblizony do strzykawki. Najwazniejszym jego elementem jest
wlokno kwarcowe pokryte faza sorbentu. Procedura analityczna SPME obejmuje zasadniczo dwa
podstawowe etapy: sorpcji i desorpcji analitow z wtdkna sorpcyjnego.

Procedura analityczna HS/SPME-GC/NPD oparta jest na sorpcji analitow na wloknie
polidimetylosiloksanu — PDMS (100 pm) po dodaniu do probek wodnego roztworu K,CO, i
uwolnieniu analitbw w temperaturze 80°C. Zastosowana w badaniach procedur¢ oznaczenia
amfetamin przedstawiono szczegdétowo na ryc. 2.



Czy probka zawiera sktadniki
TAK przeszkadzajace w analizie
koncowej amfetamin?

NIE

Wstepna izolacja i wzbogacanie amfetamin z prébki przez dwukrotng
ekstrakcje ciecz-ciecz
5 ml probki + 5 ml acetonitrylu (2 x), 1 godz., odparowanie do sucha (z
HCI), rozpuszczenie w 1 ml wody destylowanej i przeniesienie do naczynka
z mieszadlem magnetycznym

Pobranie bezpos$renio 1 ml prébki
do szklanego naczynka z mieszadtem
magnetycznym

v

v

zamknigcie szczelnie naczynka

Dodanie do badanej préobki 1 ml 70 % roztworu K2CO3

v

Termostatowanie probki z mieszaniem za pomoca mieszadla magnetycznego (80°C, 20 min)

Kondycjonowanie widkna SPME w goracym dozowniku
chromatografu gazowego (240°C)
z podzialem strumienia gazu no$nego

v

h 4

Ekspozycja wlokna PDMS w fazie nadpowierzchniowej probki, 5min

v

Termiczna desorpcja analitéw w goracym dozowniku chromatografu gazowego (240°C, 3
min) bez podzialu strumienia gazu no$nego

Analiza koncowa — GC/NPD

Gaz no$ny: wodor (110 kPa);

Detektor: NPD (280°C);

Dozownik bez podzialu strumienia gazu no$nego;
Temperatura dozownika: 240°C;

Kolumna kapilarna: Restek RTX-1, dlugo$¢ 30 m,
Srednica wew. 0,32 mm, grubos$¢ fazy 5 pm.

Program temp.: 50°C (przez 3 min), 8°C/min, 180°C (przez S min);

Ryc. 2. Zastosowana procedura analityczna oznaczania amfetamin metodq HS/SPME-GC/NPD.

Procedura szybkiej analizy amfetamin SPME wymaga niemal zawsze kondycjonowania wtokna
sorpcyjnego w goracym dozowniku chromatografu gazowego (lub w specjalnych piecach z
nadmuchem gazu oboj¢tnego) przez czas konieczny do oczyszczenia wlokna, czyli w praktyce od pot
godziny do nawet kilku godzin (oczyszczanie wtokna najlepiej wigc przeprowadzaé okresowo w
zaleznosci od liczby wykonywanych analiz). Dopiero po tym etapie mozna przystapi¢ do
przygotowania probki moczu i krwi do analizy koncowej. Procedura analityczna oznaczania
uwzglednia mozliwo$¢ usunigcia substancji przeszkadzajacych z matrycy biologicznej krwi przez

dwukrotna ekstrakcj¢ ciecz—ciecz acetonitrylem.




Wykorzystane w badaniach odczynniki chemiczne posiadaly czysto$¢ wymagana do analizy
chemicznej (producent — firma ,,Merck”), natomiast wzorce analityczne amfetamin przygotowane w
metanolu o stgzeniu 1 mg/ml (amfetamina, metamfetamina, MDMA oraz chlorowodorek PMA) byty
wyprodukowane przez firm¢ RADIAN (dystrybucja — ,,Promochem”).

WYNIKI
Na ryc. 3 przedstawiono tabletke UFO koloru bialo—zo6ttego z szarymi wtraceniami, zawierajaca
glownie PMA, ktora byta sprzedawana w Trojmiescie w 2000 roku.

Ryc. 3. Tabletka ,,UFO” sprzedawana w Gdansku w 2000 roku.

Na ryc. 4 przedstawiono wyniki analizy chromatograficznej GC/MSD ekstraktu tabletki UFO
zabezpieczonej w Gdansku w 2000 roku, w ktorej oprocz silnie toksycznej p-metoksyamfetaminy
wykryto takze efedryneg, ekstazg, amfetaming, prokaing oraz aniling. Sklad ilo§ciowy amfetamin
okreslono i potwierdzono metodqa HS/SPME-GC/NPD. Przeprowadzone badania wykazaty, ze jedna
tabletka UFO zawierala w swoim sktadzie 40 mg parametoksyamfetaminy, 1,0 mg amfetaminy,
0,05 mg metamfetaminy, 0,03 mg 3,4-metylenodioksymetamfetaminy.

p -metoksyamfetamina
(PMA) 40 mg

amfetamina
1mg

metamfetamina
0,05 mg

ekstazy (MDMA)
0,03 mg

inne (m.in. efedryna;
anilina; prokaina;
benzenacetaldehyd;
1,2-dimetylo-3-
fenyloazyrydyna; 1,1-
fenylometyloaminopropan)

229 mg

Ryc. 4. Sktad chemiczny tabletki ,,UFO” (masa ok. 270 mg).
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Ryc. 5. Poréwnanie analizy chromatograficznej HS/SPME—-GC/NPD probki krwi i moczu pochodzqcych od 20-letniego
mezczyzny Smiertelnie zatrutego UFO w dniu 27.08.2000 r. z probkq ekstraktu tabletki ,, UFO”.

Bezposrednia analiza probek krwi i moczu w wigkszo$ci przypadkow dawata odzysk analitow w
granicach 70-80% (tylko niekiedy wystapila konieczno$¢ zastosowania ekstrakcji ciecz-ciecz przed
analiza HS/SPME-GC/NPD). Liniowos¢ pomiaréw wyrazona wspotczynnikiem R? wynosita 0,94—
0,98 dla badanych amfetamin (amfetamina, metamfetamina, PMA i MDMA) w zakresie st¢zen od 0,5
pg/ml do 10 pg/ml.

Przeprowadzone analizy chromatograficzne HS/SPME-GC/NPD ekstraktu tabletki UFO umozliwity
prawidtowg identyfikacje zatrucia tym srodkiem w probkach krwi i moczu w opisywanych
przypadkach, przy czym oznaczone stezenie PMA we krwi denatow wynosito od 0,68 do 10,0
($rednio 3,2) ug/ml, a w moczu od 16 do 64 (Srednio 35) ug/ml. Przyktadowa analiz¢ probek krwi i
moczu w przypadku zatrucia PMA przedstawiono na ryc. 5.

OMOWIENIE

Analiza chemiczno-toksykologiczna amfetamin z préobek ptynéw i wycinkéw biologicznych nie
nalezy do najtatwiejszych. Dotychczas opracowane procedury analityczne sa pracochtonne oraz
wymagaja dtugiego czasu badania. Metoda mikroekstrakcji do fazy stalej SPME (ang.: Solid Phase
Microextraction), opracowana w ostatnich latach przez Pawliszyna, zostala juz wykorzystana do
izolacji i wzbogacania réznych analitow w wielu pracach badawczych (12, 13). Stalo si¢ tak dzigki
zaletom metody SPME, takim jak szybkos$¢, prostota analizy oraz zadowalajaca precyzja i doktadnose¢.
Opracowana i wykorzystana w badaniach procedura oznaczania amfetamin metoda HS/SPME-
GC/NPD oparta jest na doswiadczeniach zespotu Yashiki (17) oraz badaniach wtasnych autorow (16).
Zastosowanie dwukrotnej ekstrakcji ciecz—ciecz probek krwi acetonitrylem przed analiza HS/SPME-
GC/NPD oraz rozszerzenie badan o analiz¢ czterech wybranych amfetamin (amfetamina,
metamfetamina, MDMA i PMA) stanowi modyfikacj¢ procedury analitycznej autoréw w stosunku do
procedur opisanych w wyzej wymienionych pracach badawczych (16, 17).



WNIOSKI

1. Duza liczba $miertelnych przypadkoéw zatru¢ parametoksyamfetamina w wojewodztwie
pomorskim mogta by¢ zwiazana z jednej strony z traktowaniem toksycznej PMA jako wzglednie
bezpieczne] MDMA, z drugiej za$ z dwukrotnie nizsza cena jednej tabletki w porownaniu z tabletka
»ekstazy”. Oba te fakty sprzyjaty przekraczaniu bezpiecznej dawki parametoksyamfetaminy.

2. Metoda mikroekstrakcji do fazy statej potaczona z chromatografia gazowa HS/SPME-GC/NPD
daje mozliwos¢ szybkiej i miarodajnej analizy amfetamin, co jest szczegdlnie cenne w
przeprowadzeniu triage’u toksykologicznego oraz ocenie chemiczno—toksykologicznej. SPME
charakteryzuje si¢ krotkim czasem analizy, prostota oraz zadowalajaca doktadnoscia.

STRESZCZENIE

W okresie od sierpnia do grudnia 2000 r. na terenie wojewodztwa pomorskiego (gldwnie w okolicy
Gdanska) stwierdzono 7 nagtych zgonow spowodowanych ostrym zatruciem tabletkami popularnie
zwanymi ,,UFO”. Wérod osob zatrutych bylo pigciu mezczyzn i dwie kobiety w wieku od 20 do 29
(srednio 24) lat. Przeprowadzone badania analityczne wykazaty, ze jedna tabletka ,,UFO” zawierala w
swoim sktadzie 40 mg parametoksyamfetaminy, 1,0 mg amfetaminy, 0,05 mg metamfetaminy,
0,03 mg 3,4-metylenodioksymetamfetaminy. St¢zenia parametoksyamfetaminy oznaczone metoda
chromatografii gazowej wynosily we krwi denatow od 0,68 do 10,0 (srednio 3,2) pg/ml, w moczu od
16 do 64 ($srednio 35) pg/ml. Metoda analizy amfetamin — mikroekstrakcja do fazy stalej w fazie
nadpowierzchniowej z koncowym oznaczeniem z wykorzystaniem chromatografii gazowej i detekcji
termojonowej (HS/SPME-GC/NPD) okazata si¢ szybka i miarodajna metoda diagnozowania zatruc¢
amfetaming i jej pochodnymi.

Stowa kluczowe: parametoksyamfetamina, zatrucia $miertelne, metoda mikroekstrakcji do fazy
statej (SPME)
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