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ANALIZA SRODKOW PSYCHOAKTYWNYCH
W MATERIALE BIOLOGICZNYM

Bogdan Szukalski
Zaktad Biochemii Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie

DRUGS OF ABUSE DETERMINATION IN BIOLOGICAL SPECIMENS

ABSTRACT - This paper presents the screening analytical methods for determination of the
drugs of abuse: radicimmunological (RIA), immunoenzymatic (EIA), and immunofluorescence
in polarized light (FPIA}; Screen Ontrak Assay, Triage, and Frontline tests, as well as confirming
methods used to verify screening results — high performance thin layer chromatography
{HPTLC), gas chromatography (GC), and gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS}.
Solid phase extraction (SPE), most frequently used method for the isolation of narcotics from
biological specimens prior to chromatographic determinations, is also outlined.

Key words: immunological methods, selid phase extraction, gas chromatograplly, mass spe¢-
trometry.

WSTEP

Naduzywanie $rodkdéw odurzajacych, jako problem spoteczny, pojawito sie w Pol-
sce w poczatkach lat 70. Wieloletnia obserwacja trenddw epidemiologicznych, oparta
na analizie statystyk stuzby zdrowia, wskazuje, ze zjawisko to ma charakter postepujg-
¢y, z okresowymi zmianami tempa. Jego wyrazny wzrost obserwowano w poczatkach
oraz w drugiej polowie lat 70, a najwickszy w latach 1981-1983.

Podjete w polowie lat 70. dziatania w kierunku ograniczenia dostgpnosci lekéw
uzalezniajacych {wprowadzenie na narkotyki recept $cistego zarachowania, odpo-
wiednie zabezpieczenie aptek i hurtowni, szkolenie personelu) doprowadzity do przej-
$ciowego zmniejszenia naduzywania tych srodkéw. Jednalize bardzo szybko w érodo-
wisku narkomandw opracowano proste metody nielegalnej, ,.domowej” produlkeji
srodkdw odurzajacych ze stomy makowej, znanych pod nazwami ,makiwary”,
»kompotu” lub ,,polskiej heroiny”, ktére obok zwiazkéw z grupy opiatow zawieraja
liczne substancje toksyczne, powstajace w toku prymitywnego procesu produkecyjne-
go. Produkty te staly sie szybko dosé powszechnie dostepne i dlatego w Polsce grupa
0s6b uzaleznionych od opiatow jest wsrod ogéhu uzaleznionych najlicznigjsza. Wiek-
szod¢ narkomandw stosuje te preparaty w polaczeniu z barbituranami oraz lekami
grupy benzodiazepin.
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Diagnostyka laboratoryjna srodkéw psychoaktywnych jest w systemie dzialan
zmierzajacych do ograniczenia narkomanii w Polsce jednym z najstabszych ogniw
i stabodé ta wynika przede wszystkim z braku nowoczesnego zaplecza aparaturowego,
umozliwiajacego szybkie i niezawodne wykrywanie 1 identyfikacje Srodkow uzalez-
niajacych w materiale biologicznym. Tymczasem w wielu sytuacjach wykonanie ba-
dan na obecnosé srodkéw psychoaktywnych w ptynach biologicznych jest niezbedne.
Jedna z takich sytuacji wiaze sig z toksykologia kliniczng i przypadkami zagrazajgee-
go zyciu przedawkowania lekéw lub narkotykéw. Dane z wywiadu uzyskane od pa-
cjenta i redziny sa w takich sytuacjach czesto niemiarodajne i musza byé uzupelnione
obiektywnymi wynikami badan laboratoryjnych. U okolo 30% pacjentéw nie udaje sig
bowiem uzyskaé informacji na temat rodzaju §rodka, wysokosei dawki oraz uplywu
czasu od zazycia ostatniej dawki przed hospitalizacja. Ponadto pacjenci czgsto agra-
wuja objawy odstawienne, aby jak najszybeiej spowodowaé interwencje farmakolo-
giczng i nie dopusci¢ do rozwoju zespolu abstynencyinego. Systematyczne wykonanie
monitoringu odpowiednio specyficznymi i czulymi metodami pozwala oprze¢ diagno-
z¢ na bardziej obiektywnych przestankach oraz stanowi czynmik pozytywnego
wzmocnienia, podtrzymujacy motywacje pacjenta do zachowania abstynencii.

Tak wigc bez wynikéw badan laboratoryjnych nawet doswiadczony lekarz czgsto
nie jest w stanie ustali¢, jakie Srodki wywotaty u pacjenta okreslone objawy kliniczne
i w kitdérym momencie rozpoczynaja sie u niego objawy abstynencyjne. Istnieje bo-
wiem mozliwo$¢ wystapienia interakcjl miedzy $rodkami uzalezniajacymi, ktdre nie
ulegly jeszcze wydaleniu, a lekami podawanymi w celu ztagodzenia objawdw absty-
nencyjnych, lub z innych wskazan medycznych.

Dlatego wszelkie decyzje dotyczace farmakoterapii osob uzaleznionych powinny
zapadaé w oparciu o wyniki badan laboratoryjnych, ktére pomagaja;

1. ustali¢ rodzaj przyjgtego narkotyku

2. ocenié wielkos¢ przyjetej dawki

3. monitorowac przebieg terapii odtruwajacej

4. kontrolowad abstynencje w diugoterminowej terapii substytucyjnej (np. meta-

donem) oraz w procesie rehabilitacji narkomandw.

Badania te maja rowniez kapitalne znaczenie dla toksykologii sadowej, kiedy wy-
niki oznaczeri narkotykow we krwi, homogenatach watroby, nerki, serca i mézgu,
pobranych ze zwlok, sa dowodami w sprawach sadowych. Badania te pozwalajg row-
niez potwierdzi¢ lub wykluczyé stosowanie niedozwolonych substancji przez kierow-
cow pojazdéw samochodowych lub operatordw skomplikowanych urzadzen i apara-
tdw, wigZnidw na zwolnieniu warunkowym, a takze pracownikéw przed podjgciem
okreslonego zadania, wymagajacego ze wzgledu na bezpieczefistwo ludzi, pelnej
sprawnosci psychofizycznej (np. personel linii lotniczych). Dowody dla sadu musza
byé, oczywiscie, potwierdzone najbardziej pewnymi i niezawodnymi mefodami ana-
litycznymi.

Od czutosei i specyficznodci metod identyfikacji zalezy zardwno szybkie i prawi-
dlowe rozpoznanie typu uzaleznienia, jak i skutecznos¢ koniroli abstynencji na Qd-
dziatach Detoksykacyjnych. Poniewaz zlamanie abstynencji przez pacjenta oznacza na
0gdt koniec kuracji i relegowanie z Oddzialu, falszywie dodatni wynik badania labo-
ratoryjnego (tj. wykrycie narkotyku w probee, w ktorej go nie bylo) moze wywotac
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u pacjenta poczucie krzywdy oraz podwazyé zaufanie do kompetencji siuzb medycz-
nych,

Istnieje wiele metod analitycznych wykorzystywanych do wykrywania i oznacza-
nia substancji uzalezniajacych, ale metody stosowane z powodzeniem do badania tych
$rodkéw ,.in substantia”, a wiec w tabletkach, proszkach, ,skrgtach” itd, sg na ogél
malo przydatne w daleko trudniejszym pod wzgledem analitycznym identyfikowaniu
i oznaczaniu tych substancji w materiale biologicznym. Pomijajac bowiem przypadki
ostrej intoksykacji — stezenia substancji uzalezniajacych we krwi i w moczu sa na ogot
bardzo niskie, a wiec uzyte metody muszg by¢ wystarczajaco czule. Czynnikiem utrud-
niajacym analize jest réwniez obecno$é w badanym materiale metabolitow substancji
psychoaktywnej. Wreszcie czeste sg przypadki réwnoczesnego stosowania przez nar-
komanéw dwoch lub nawet wigeej substaneji uzalezniajgcych, np. opiatéw i barbitu-
randw lub opiatdw i benzodiazepin. Sytuacja ulega dalszej komplikacji, gdy pacjent,
wbrew wiasnemu interesowi, zazywa te Srodki na Oddziale, w trakecie intensywnej
farmakoterapii, polegajacej na stosowaniu réznych lekéw psychotropowych (12).

Badaniu $rodkdw uzalezniajacych powinna towarzyszy¢ swiadomosé ograniczen
zastosowanej metody analitycznej oraz znajomosé jej czultosci i specyficznosdci: przy
niskiej czulosci metody trzeba sie liczyé z wynikami falszywie ujemnymi (tj. niewy-
kryciem narkotyku w probee, w ktérej byt on obecny), a przy malej specyficznoscei
istnieje obawa wynikéw falszywie dodatnich. Wyniki falszywie ujemne zachecaja
pacjentow lamiacych abstynencje do oszukiwania stuzb medycznych. Odpada réwniez
wazny czynnik dyscyplinujacy pacjenta.

Materiatern najczesciej uzywanym do badania na obecnos¢ narkotykéw jest mocz.
A oto okresy po przyjeciu réznych grup narkotykéw, w ktérych mozna je wykryé
skriningowym badaniem moczu:

Amfetamina 48 - 72 godz. (2-3 dni)
Kodeina 48 - 72 godz. (2-3 dni)
Morfina 48 - 72 godz. (2-3 dni)
Kokaina 72 godz. (3 dni) lub diuzej

Kannabinoidy 5 dni; przy diugotrwatym stosowaniu do 30 tygodni

Benzodiazepiny 72 godz. (3 dni)

Barbiturany szybko dzialajace 24 godz. (2 dni)
wolno dziatajace 7 dni

Fencyklidyna 8 - 55 godz.

Okresy te zaleza od:

— wysokosei przyjetej dawki

— dhlugosci okresu i czgstodel przyjmowania

- wieku

— wagi ciala

— stanu zdrowia

Metody skriningowe

Nie ujmujac nic metodom chromatograficznym, zardwno tym prostym, a wigc
chromatografii bibutowej i ptytkowej, jak i instrumentalnym, tj. chromatografii gazo-
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wej i cieczowej, a zwlaszcza gazowej sprzezone] ze spektrometria masowa — na
szczegdlng uwage zasluguja tzw. metody immunochemiczne, gdyz spelniaja one
oczekiwania klinicystow, tj. pozwalaja przeprowadzaé badania skriningowe (przesie-
wowe) duzej liczby probek w krétkim czasie, bez uzycia specjalistyczne] aparatury.
W metodach fych zasada oznaczen opiera sig na reakcji migdzy antygenem (haptenem)
i przeciwciatem skierowanym przeciwko antygenowi, Wykorzystuje si¢ w nich zjawi-
ska wspétzawodnictwa migdzy antygenem znakowanym izotopem promieniotwor-
czym, enzymem lub barwnikiem fluoryzujacym i antygenem nieznakowanym {czyli
substancja badang) o ograniczona liczbg miejsc wigzacych w czasteczce przeciwciata.

Zaletami metod immunochemicznych jest wysoka czutosé, mozliwosé oznaczania
substancji uzalezniajgcej bezposrednio w materiale biologicznym (fj. bez czesto kio-
potliwego etapu izolacji) oraz stosunkowo krotki czas potrzebny do wykonania ozna-
czenia,

Do tej grupy nalezg:

1. Metoda radioimmunologiczna (RIA - Radioimmunoassay), w ktérej stosuje sie
antygen znakowany pierwiastkiem promieniotwérczym. Badana substancja (antygen
nieznakowany) wypiera antygen znakowany z jego kompleksu z przeciwcialem. llodé
znakowanego antygenu, wyparta z kompleksu, jest miarg ilosci badanej substancji
w probee materiatu biologicznego. Po oddzieleniu frakeji zwigzanej (tj. kompleksu
antygen-przeciwciato) od frakeji wolnej (samego antygenu) mierzy sie aktywnosc
promieniotworcza frakcji wolnej.

2. Metoda immunoenzymatyczna (EIA - Enzym Immunoassay)

W metodzie tej stosuje si¢ antygen znakowany enzymem. Moze to by¢ lizozym,
dehydrogenaza jablczanowa i in. Utworzenie kompleksu antygenu znakowanego
enzymem z przeciweialem powoduje zmniejszanie aktywnosci enzymu. Antygen nie-
znakowany (czyli oznaczana substancja psychoaktywna), jesli jest obecny w badanej
prdbee, rozbija kompleks znakowanego antygenu z przeciwciatem, powodujgc wzrost
aktywnosci enzymatycznej proporcjonalny do stgzenia substancji oznaczanej.

3. Najczesciej stosowang obecnie skriningowa metoda badania moczu na obecnosé
narkotykéw jest metoda immunofluorescencii w $wietle spolaryzowanym (FPIA —
Fluorescence Polarization Immunoassay), ktérej teoretyczne podstawy wywodza sig z
roku 1926, a rozpowszechnianie wiaze si¢ z wprowadzeniem w 1981r. aparatu TDx
firmy Abbott.

W netodzie tej antygen jest znakowany barwnikiem fluoryzujacym (np. floore-
sceing). Wystepujaca we krwi lub moczu substancja psychoaktywna wypiera znako-
wany fluoresceing antygen z kompleksu antygen-przeciwcialo. Pociaga to za soba
zmiang polaryzacji fluorescencji mierzong przez odpowiedni system detektorowy.

Stosujac gotowe zestawy odczynnikdw dla poszcezegdlnych substancji uzalezniaja-
cych (lub grup substancji o zblizonej strukturze chemicznej) mozna tg metoda bardzo
szybko, tj. w ciagu kilkunastu minut, stwierdzi¢ obecnos¢ albo brak w moczu opiatéw,
amfetamin, benzodiazepin, barbituranéw i metadonu.

Poza wykryciem obecnodei narkotyku metoda pozwala ocenié jego przyblizone
stezenie w badanym materiale biologicznym. Jednakze jej specyficznosé nie jest wy-
soka, tzn. stosowane w niej odezynniki nie sa swoiste dla jednej substancji, lecz moga
reagowacé z mniejszg lub wigksza wydajnoscia z cala grupa substancji o zblizonej
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strukturze. Np. w przypadku opiatow, najczescie] uzywanych przez polskich narko-
manéw, odeczynniki FPIA reaguja nie tylko z morfina, ale réwniez z heroina, kodeina,
MAM (monoacetylomorfina}, 3-glukuronianem morfiny itp.

Ta niska specyficznosé metody moze byé przyczyna wynikow falszywie dodatnich
tj. wskazujacych na obecno$¢ narkotyku u oséb, ktére go nie przyjmowaly. Aby
zmniejszy¢ liczbe takich wynikdéw, wprowadzono pojecie ,progu czulodei” (ang.
cutoff level lub Minimal Allowable Threshold — MAT) to jest minimalnego stgzenia
narkotyku w moczu, ktdre musi byé przekroczone, aby mozna byto uznaé wynik za
dodatni.

Wartosci cutoff dla wazniejszych narkotykéw:

Amfetaminy 1000 ng/ml
Barbiturany 200 ng/ml
Benzodiazepiny 50 ng/ml
Metabolity kokainy 300 ng/ml
Kannabinoidy 50 ng/ml
Metakwalon 300 ng/ml
Opiaty 300 ng/ml
Fencyklidyna 50 ng/ml
Propoksyfen 300 ng/ml

Polscy narkomani nie uzywaja czystych opiatéw, lecz produkowane domowymi
sposobami preparaty ze stomy makowej {(makiwara, kompot, mleczko makowe),
odznaczajace si¢ bardzo roznym skladem, ich mocz moze wige zawieraé, oprocz wy-
mienionych wyzej opiatdw i ich metabolitéw, szereg substancji o podobnej budowie,
lecz o innym niz heroina i morfina dzialaniu. Zwiazki te reaguja w réznym stopniu
z odczynnikami wplywajac na wynik badania. Tak wigc dodatnie wyniki otrzymane
metodg FPIA $wiadczg jedynie o obecnoesci w badanym materiale zwiazkow o struktu-
rze opiatdw, nie dostarczaja natomiast informacji o tym, jakie to sg opiaty, co dia lekarza
prowadzacego proces odiruwania moze byé sprawg istotna.

Metoda Abbotta pozwala wykrywaé réwniez kannabinoidy, kokaing i fencyklidy-
ng, ale z uwagi na mniejsze prawdopodobienstwo ich stosowania przez polskich nar-
komanow oraz wysoki koszt oznaczen, w Polsce nie bada sig ich rutynowo,

Spoéréd metod immunochemicznych metody immunoenzymatyczne i immunoflu-
orescencyjne, oprécz wymienionych zalet, posiadaja wazny atut dodatkowy — nie wy-
magaja pracowni izotopowej i licznikow radioaktywnodel.

Ciekawym rozwiazaniem firmy Hoffmann-La Roche jest Abuscreen Ontrak Assay,
stuzgey do wykrywania w moczu obecnodci najwazniejszych grup Srodkdw uzalez-
niajacych o stgzeniu przewyzszajacym ich prog wykrywalnosci, Jest to test szybki, bo
pozwala uzyskaé pewny wynik w ciggu 3 minut, ekonomiczny — bo jego wykonanie
nie wymaga zadnego wyposazenia, prosty — bo moze go wykonywac personel bez
specjalnego do$wiadczenia laboratoryjnego i wreszcie wygodny, bo mozna sig nim
postuzy¢ w kazdych warunkach. Jest on szczegdlnie przydatny w sytuacjach, w kto-
rych konieczne jest wykonanie badania na obecnodé substancji psychoaktywnych bez
uzycia jakiejkolwiek aparatury, np. przez policjg na miejscu wypadku, w Oddziale
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Detoksykacyjnym u pacjenta przywiezionego z objawami ciezkiego zatrucia narkoty-
kami itp. Zasada testu polega na hamowaniu aglutynacji czastek lateksowych. Krople
badanego moczu umieszeza sig pipeta w zaglebieniu na firmowej ptytee, dodaje kolej-
no po 1 kropli trzech odczynnikdw oznaczonych literami A, B, C i starannie miesza.
Odczynnik A zawiera przeciwcialo skierowane przeciwko wykrywanej substancji
uzalezniajacej, odczynnik B — roztwdr buforowy, a odczynnik C ~ zawiesine czastek
lateksowych ,,oplaszczonych™ czasteczkami narkotyku. Mieszanine t¢ wprowadza sig
do znajdujgcego sig na firmowej plytce ,labiryntu®, zakonczonego rozszerzeniem
w ksztalcie kwadratu. Jesli mocz nie zawiera narkotyku, lub stezenie badanej substan-
cji jest nizsze od wartosci cutoff, czastki lateksu laczg si¢ z przeciwcialem i zbijajg
w wigksze agregaty, widoczne w rozszerzonej czesci labiryntu w postaci klaczkowatej
struktury.

Jesli w moczu jest obecna substancja uzalezniajaca, konkuruje ona z kompleksem
lateksowym o wiazanie z przeciwcialem i przy wystarczajaco wysokim stgZeniu blo-
kuje wickszosé miejsc wiazgcych, hamujac aglutynacje kompleksu lateksowego. Steze-
nia odczynnikoéw sg tak dobrane, ze hamowanie aglutynacji nastepuje wowczas, gdy
stezenie narkotyku w moczu przekracza wartosc cutoff dla danej substancji. Tak wigc
wynikiem ujemnym jest aglutynacja czastek zywicy lateksowe], czyli pocetkowane biale
pola (kratownica utworzona z czastek lateksowych), natomiast wynikiem dodatnim —
brak objawow aglutynacji, czyli mleczny, jednolity wyglad mieszaniny reakcyjne;.

Dostrzegalna mikroaglutynacja lateksu (,ktaczki” czgsciowo zaglutynowanej za-
wiesiny lateksowej na mlecznym bialym tle) moze zachodzié, gdy stezenie narkotyku
jest rowne, lub bardzo bliskie wartosei cutoff. Kazdy rodzaj aglutynacji, w tym wspo-
mniane wyzej mikroktaczkowanie, odczytuje si¢ jako wynik ujemny.

Na rynku sg rowniez paskowe testy immunologiczne Frontline (Boehringer Mann-
heim) na opiaty, kannabinoidy, kokaing, metadon i amfetaminy oraz immunochemicz-
ny zestaw Triage (Merck) pozwalajacy na jednoczesne (tj. za pomocq jednego zesta-
wu) wykrywanie opiatéw, amfetamin, benzodiazepin, barbituranéw, kannabinoiddw,
kokainy, metadonu (lub zamiennie — fencyklidyny) a takze tréjcyklicznych lekow
antydepresyjnych.

Nalezy tez wspomnieé o hemoaglutynacyjnym tescie Boehringera (HIA — Hemoa-
glutination Inhibition Assay), ktéry pozwala uzyska¢ wynik stosunkowo szybko, ale
odznacza si¢ mniejsza czuloscia niz FPIA i ma charakter wylacznie jakosciowy.

W ciggu kilku ostatnich lat wzrosta znacznie liczba substancji objgtych kontrola
migdzynarodowa oraz ulegly zaostrzeniu przepisy i zabezpieczenia prawne dotyczace
lekdw uzalezniajacych. Powolano specjalne stuzby do walki z przemytem narkoty-
kéw. Wzrosly ilosci przechwytywanych narkotykdw, takich jak opiaty, kanabinole,
kokaina, metamfetamina.

Jednakze w wyniku nielegalnych syntez wykonywanych przez chemikow w ,,pod-
ziemnych” laboratoriach na narkotykowym rynku USA i wielu krajéw Europy
pojawiaja sig stale nowe substancje psychoaktywne, bedace najczgdciej wynikiem
chemicznej modyfikacji struktury znanych narkotykdw. Stanowi to wyzwanie dla
miedzynarodowych instytucji czuwajacych nad przestrzeganiem prawa oraz technicz-
nym i naukowym dostosowaniem laboratoriéw toksykologicznych do zmieniajacych
sie warunkow i zmusza do szybkich dziatan w tym zakresie.
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Analitycy musza teraz dysponowac metodami wykrywania 1 oznaczania wigkszej
liczby substanciji, przy czym metody te musza by¢ szybkie i bardzo dokladne. W do-
datku, migdzynarodowy charakter handlu narkotykami wymaga szybkiej wymiany
doswiadezen analitycznych miedzy laboratoriami 1 to zardwno w skali krajowe} jak
i migdzynarodowej.

Na ¢ésmej, specjalnej sesji Komisji Narkotykéw ONZ. (Commission on Narcotic
Drugs) w lutym 1984 r. wysunieto pod adresem Sekretarza Generalnego ONZ postu-
lat, by podjaé kroki zmierzajgce do osiggniecia porozumienia migdzynarodowego
w zakresie ujednolicenia metod analizy narkotykow. Komisja stala na stanowisku, ze
ujednolicenie metod analitycznych, stosowanych w poszezegolnych krajach, utatwi
zadanie instytucjom powolanym do zapobiegania i zwalczania narkomanii i przyspie-
szy wymiang informacji w tym zakresie w skali migdzynarodowe;j.

W odpowiedzi na postulat Komisji, Sekcja Narkotykéw (Division of Narcotic
Drugs) zorganizowala w paZzdzierniku 1985r. w Wiesbaden spotkanie 15 ekspertéw
z réznych krajow swiata (wérdéd nich autora niniejszego artykulu), ktérzy uznali za
niezbedne opracowanie zwieztych podrecznikéw laboratoryjnych z opisem zalecanych
metod analizy najwazniejszych grup substancji psychoaktywnych.

Wykonujac zalecenie ekspertdw Sekcja Narkotykow przystapila do wydawania ta-
kich opracowan, rozpoczynajac od wydanego w roku 1986 podrecznika omawiajacego
heroine i opiaty. Kolejne broszury, opublikowane dotychezas, poswiecono analityce
kokainy, kanabinoidéw oraz amfetaminy i metamfetaminy.

Kazda z zalecanych metod byla publikowana w pismiennictwie naukowym i przez
szereg lat stosowana w renomowanych laboratoriach. Dokonujac wyboru autorzy
mieli jednak pelna $wiadomo$é, ze w literaturze fachowej opisano wiele innych warto-
dciowych metod analitycznych. Odsylamy Czytelnikdw do opracowan wydanych
przez Sekcje Narkotykéw ONZ (16, 17) oraz ich polskiego tlumaczenia, wydanego
przez Instytut Psychiatrii i Neurologii (13). Podano w nich obszerng bibliografie te-
matu oraz zestawienie najwazniejszych periodykow poswigconych tej problematyce.

Wybdr metody zalezy od analityka znajgcegoe potrzeby, mozliwesci 1 warunki
swojego laboratorium. Ogladajac materiat otrzymany do badania moze on wybrad
najwiasciwsze postepowanie analityczne. Identyfikacja kazdego narkotyku powinna
by¢ oparta przynajmniej na dwodch niezaleznych parametrach analitycznyeh, ktdrych
wybdr powinien w kazdym przypadku uwzgledniac charakter substancji i wyposaze-
nie laboratorium.

Np. dwa odrebne uklady TLC mozna uzna¢ za 2 parametry, przy czym ,,odrgbne”
oznacza, ze uzyte ukiady rozwijajace lub adsorbenty pokrywajace ptytki sa zupelnie
rozne. Jesli to mozliwe, nalezy zastosowa¢ trzy catkowicie odmienne techniki anali-
tyczne, np. test barwny, chromatografie (TLC, GLC lub HPLC) i spektroskopie
{(w podezerwieni lub nadfiolecie). Wybdr tych technik zalezy od wykonujacego badanie.

Metody konfirmacyjne

Dodatni wynik badania skriningowegoe oznacza jedynie obecnos¢ w nim zwigzkow
z danej grupy narkotykéw, nie wskazuje natomiast, jakie to sq zwiazki. Ich identyfika-
cja wymaga zastosowania jednej z metod chromatograficznych: wysokosprawnej
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chromatografii cienkowarstwowej (High Performance Thin Layer Chromatography,
HPTL.C), chromatografii gazowej (Gas Chromatography, GC) lub chromatografii ga-
zowej sprzgzonej ze spektrometria masowa (Gas Chromatography/Mass Spectrometry,
GC/MS).

Izolacje analitu (narkotyk, jego metabalit) z matrycy (mocz, krew) przed ich roz-
dziatem chromatograficznym (metodqg HPTLC, GC, HPLC i GC/MS) prowadzi sie
najczesciej metody ekstrakeji ciecz — ciato state (Solid-Phase Extraction, SPE), stosu-
iac kolumny z sorbentem krzemionkowym oraz urzadzenie do ekstrakcji z regulowang
proznia (8, 11).

O skutecznosci procesu wyodrgbnienia analitu, tj. jego selektywnej sorpeiji, ilo-
sciowej desorpeji (rugowania) i odzysku decyduje porowatodé nosnika, gestosé pokry-
cia faza stacjonarng i prawidlowy dobdr rozpuszezalnika. Trzeba rowniez pamietaé o
oddzialywaniu innych substancji obecnych w matrycy oraz samej matrycy na procesy
sorpeyjne, bo moga one wplywaé ujemnie na powtarzalnodé odzysku.

wyekstrahowana ilo$¢ analitu
Odzysk R = x 100 (%)
ilos¢ analitu przepuszczona przez kolumne

Jest to bardzo wazny etap analizy, gdyz jesli jego wydajno$é nie jest wystarczajaco
wysoka, kancowy wynik badania moze byé obarczony duzym biedem i tym samym
niemiarodajny.

HPTLC wyrdznia sie prostotg wykonania, nie wymaga kosztownej aparatury, moze
by¢ wiec stosowana w warunkach skromnego laboratorium. Wykorzystuje ona rézng
szybkosé przechodzenia sktadnikdw mieszaniny z bardzo cienkiej warstwy adsorbenta
nalozonego na plytke do przesuwajacego sie wzdhuz plytki rozpuszezalnika. Rozdzie-
lone sktadniki mieszaniny przeprowadza sig w barwne polgczenia przy pomocy swo-
istych odczynnikéw (6).

Jednak w odniesieniu do ztoZzonych mieszanin zwiazkéw psychoaktywnych, np.
amfetamin i produkowanych nielegalnie ich strukturalnych analogdw, tzw. ,narkoty-
kow zmodyfikowanych” (designer drugs), okazuje si¢ najczgdciej malo skuteczna
(10}

Najbardziej czulg i specyficzng metoda identyfikacji ztozonych mieszanin narko-
tykow i ich metabolitéw jest chromatografia gazowa polaczona ze spektrometria ma-
sowg (GC/MS).

W przypadku analizy chromatograficznej z detekejg FID (Flame Tonization De-
tector), NPD (Nitrogen ~ Phosphorus Detector) i ECD (Electron Capture Detector),
identyfikacji zwiazkéw dokonuje si¢ w oparciu o czas retencji (czas, po jakim sub-
stancja wprowadzona do komory nastrzykowej chromatografu dochodzi do detektora).
Taka metodyka identyfikacji wymaga zastosowania wzorcow substancji analizowa-
nych.

Wyniki poréwnania czaséw retencji substancji wzorcowych i badanych stanowia
jedno z podstawowych kryteriéw ich identyfikacji. Nie sa to jednak wyniki absolutnie
jednoznaczne, gdyz rozne substancje w okreslonych warunkach analizy moga mie¢
identyczny czas retencji. W takich przypadkach w identyfikacji badanej substancji

158



Analiza §rodkow psychoaktywnych w materiale biologicznym

moze poméc zmiana parametrow analizy (np. zmiana programu temperaturowego},
zastosowanie kolumn o innej polarnosci lub, najczeseiej, tzw. derywatyzacja, tj. prze-
ksztalcanie zwigzkéw analizowanych w tatwiejsze do analizy pochodne, np. tritluoro-
acetylowe (9), trichloroacetylowe (7), pentafluoropropionowe (4) lub heptafluorcbuty-
rylowe (10). Zasadniczym celem derywatyzacji, w przypadku zwigzkdéw zawieraja-
cych polarne grupy funkcyijne, jest zwigzanie aktywnego wodoru, ktore prowadzi do
wzrostu lotnosci oraz znacznego zmniejszenia stopnia nieodwracalnej adsorpcji
zwiazku na fazie stacjonarnej kolumny i w komorze nastrzykowej. Dzieki temu na
chromatogramach otrzymuje sie wysokie piki o malej szerokosci potéwkowej. Spel-
nienie tych wymagan jest szczegdlnie istotne przy analizie materialu biologicznego.

Peing i bardziej wiarygodna identyfikacje sktadnikéw mieszaniny zwigzkdw uzy-
skaé mozna stosujge tzw. techniki faczone GC-MS, GC-FTIR, LC-MS (Liquid Chro-
matography-Mas Spectrometry). Rejestrujg one, oprocz czasu retencji, tzw. widma
masowe (dla detekeji FTIR - widma w podczerwieni), kiére odzwierciedlaja budowe
czasteczki zwigzku organicznego. Interpretacja otrzymanych widm polega, w naj-
prostszym przypadku, na poréwnaniu go z katalogowym widmem masowym znajdu-
jacym sie w komputerowe] bazie danych. Komputerowe biblioteki widm masowych
zawieraja po kilkaset tysiecy widm 1 wyposazone sg dodatkowo w specjalistyczne
oprogramowanie stuzace do ich przeszukiwania. Moze sig jednak zdarzyé, Ze baza
danych nie zawiera widma masowego analizowanej substancji, na przyklad w przy-
padku badania probek nowych, nielegalnie produkowanych, pochodnych narkotykow
o zmodyfikowane] strukturze, tzw. narkotykdéw zmodyfikowanych. Istniejq reguly
interpretacji widma masowego, ktore pozwalaja na okredlenie przyblizonej liczby
atomow wegla w czasteczce (gdy zarejestrowany zostal pik jonu molekularnego).
Mozna takze stwierdzi¢ obecnosé atomdw chloru 1 bromu. Takie spostrzezenia, jak
réwniez znajomos¢é mechanizmow fragmentacji zwigzkéw w detektorze masowym
oraz informacje dostarczane przez inne metody instrumentalne — FTIR, 'HNMR,
PCNMR i UV, pozwalajg z reguly okreslié strukture badanego zwiazku. Ostatecznym
potwierdzeniem jest pordwnanie danych fizykochemicznych analizowanej substancji
z danymi uzyskanymi dla wiarygodnego wzorca.

Nalezy podkreslié, ze nie istnieje technika uniwersalna, automatycznie rozwiazuja-
ca wszystkie problemy i trudne sytuacje analityczne. Material badany zawiera bowiem
czesto, oproce substratow, substancji posrednich i finalnych, takZe szereg zanieczysz-
czen, np. specyficzne produkty uboczne, ktére zresztg czgsto pozwalaja ustalic metodg
syntezy narkotyku. Takie przypadki wymagaja odwolania si¢ do specjalistycznej lite-
ratury, a takze do$wiadczenia i wiedzy chemicznej analityka.

Analiza narkotykow w $linie i wlosach

Tradyeyjnymi materiatami biclogicznymi uzywanymi do potwierdzenia lub wy-
kluczenia obecnodci narkotykdw w ustroju sa; surowica, osocze krwi it mocz. Jednakze
w wyniku analizy kazdego z tych plynéw otrzymuje sig informacje o odmiennym cha-
rakterze. Oznaczenia w osoczu dostarczaja aktualnej oceny st¢zenia, podezas gdy
w moczu rejestruja stezenia skladnikow ,,zageszezonyeh” po ostatnim oproznieniu
pecherza. Ponadto stezenie badanych substancji w moczu zalezy w znacznym stopniu
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od ilosci wypitych pltyndéw. Mimo to mocz jest najczesciej uzywanym materiatem do
wykrywania lekow i narkotykow w ustroju, gdyz nieinwazyjny sposob pobierania oraz
dostepnosé pozwalaja bez ktopotu stosowaé go w badaniach rutynowych. Klopotliwe
i ciggle dyskutowane pozostaje jednak pobieranie prébek moczu, ktore z uwagi na
mozliwos¢ zafatszowan musi czesto odbywac sig pod kontrolg i dlatego jest traktowa-
ne jako ,,pogwalcenie prywatnosci®.

Wprowadzenie do laboratoriow metod analitycznych o wysokiej czitosci umozli-
wito wykrywanie § identyfikacje lekdw i narkotykow takze w slinie | wlosach.

Zainteresowanie §ling jako materialem przydatnym do wykrywania i oznaczania
narkotykéw wigze sie z wezesniejszym wykorzystywaniem do badania farmakokine-
tyki i biodostepnosci lekow oraz monitorowania ich poziomu we krwi mozliwego
dzieki temu, Ze stezenia wielu lekéw w $linie sg proporcjonalne do ich stgzen we krwi.
Slina moze byé réwniez uzyta do kontroli abstynencji narkomanéw poddawanych
terapii metadonowej oraz ustalenia rodzaju srodkéw psychoaktywnych przyjetych
przez narkomandw, ktdrzy zglaszajg sie w stanach zatrucia do Oddziatéw Detoksyka-
cyjnych.

QOznaczenie lekdw 1 narkotykow w §linie posiada szereg zalet w porownaniu
z oznaczaniem ich w materiale konwencjonalnym tj. osoczu, surowicy i moczu:

— sling mozna otrzymaé wielokrotnie w ciggu dnia, bez ryzyka infekeji, bez bélu

i stresu zwigzanego z ukiuciem i dyskomfortu w przypadku wynaczynien
i obrzeku zyly w miejscu wprowadzenia igly,

— jej pobranie nie wymaga stosowania aseptyki, sterylnych strzykawek, udziatu

fachowego personelu,

— pobranie prébek moze nastepowacé w ambulatorium, bez kontroli lekarskiej,

— w poréwnaniv z moczem pobieranie $liny nie jest zwigzane z pogwalceniem

prywatnosci,

- W przemwmnstww do moczu nie zachodzi obawa zafalszowania materiatu.

Do badan zbiera si¢ zwykle sling mieszana, ktéra w 25% pochodzi z gruczotow
przyusznych, w 71% z gruczoléw podzuchwowych i w 4% z gruczoldéw podjezyko-
wych.

Dobowa produkcja sliny wynosi 500 - 1500 ml przy szybkosci wyplywu okoto
0,6 ml/min.

Do badania narkotykéw zastosowano sling po raz pierwszy w 1974 r. (5). Szcze-
gélna przydatnosé tego materialu zostala uznana w przypadku badania kierowcow
podejrzanych o przyjmowanie narkotykéw (18).

Innym materiatem, ktérego analiza moze potwierdzi¢ lub wykluczyé stosowanie
narkotykdw, s wlosy.

Wios sklada sie z czedci ukrytej w skorze, tzw. korzenia, zakonczonego cebulka
wlosowg oraz czgéei znajdujacej sig nad powierzchnia skéry, tj. todygi albo trzonu.
Sktad chemiczny wloséw waha si¢ w bardzo szerokich granicach, mozna jednak
przyjqc nastepujace wartosci §rednie: woda 4-13%, biatka (z bardzo wysoka zawarto-
$cig aminokwasdw siarkowych) 85-93%, lipidy 2-3% i popiot 0,23-0,80%. Srednia
szybko$é wzrostu wloséw wynosi 0,45 mm/dobe i zalezy od rasy, odzywiania, czyn-
nikéw fizjologicznych i patologicznych.
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Préby wykrywania we wlosach réZznych obeych dla organizmu substancji, zwlasz-
cza trucizn i lekow, podejmowano od bardzo dawna. Juz w roku 1875 Casper (2)
opisal w swoim slynnym ,,Praktisches Handbuch der gerichtlichen Medizin™ analizg
wlosow w celu wykrycia arsenu. Dopiero jednak prawie 100 lat pdzniej opisano po raz
pierwszy wykrywanie we wlosach $winki morskiej substancji organicznych — barbitu-
ranéw (cyt. za 15).

Ostatnio przedmiotern duzego zainteresowania badaczy stalo si¢ wykorzystanie
probek wlosow do wykrywania obecnosei narkotykdw w ustroju, poniewaz wilosy jako
material biologiczny majg szereg zalet w poréwnaniu z krwig i moczem. Narkotyki
pozostajg w trzonie wlosa bardzo dlugo, a wige ,,okienko detekcji” {j. czas, w ktorym
mozna je wykry¢, jest znacznie szersze (miesigce, lata) niz w przypadku krwi i moczu
(godziny i dni). Tak wigc pacjenci, ktérzy brali narkotyki w poprzednich tygodniach,
a powstrzymali si¢ od ich przyjmowania przed samym badaniem, beda mieli wynik
dodatni we wlosach, a ujemny w moczu. Ponadto rzadkie stosowanie narkotykow,
trudne do wykrycia za pomocg badania moczu, daje sie wykry¢ dzigki badaniu wlo-
sow. W takich przypadkach, nawet przy stosowaniu niskich dawek, analiza wloséw
wykrywa znacznie wigce] oséb przyjmujacych narkotyki niz analiza moczu. Dowo-
dem na diugotrwalg stabilnosé narkotykéw we wlosach jest wykrycie kokainy we who-
sach mumii liczacej ponad 4000 lat (1).

A oto inne zalety stosowania wlosow jako materiatu do wykrywania i oznaczania
narkotykéw w ustroju;

— pobieranie probek wloséw ma charakter nieinwazyjny i jest czynnoscia bardzo

prosta,

— nie narusza prawa prywatnosci, w przeciwienstwie do pobierania moczu, ktére

z uwagi na mozliwoé¢ zafalszowania materialu wymaga kontroli drugiej osoby,

— w przypadku wiloséw nie ma w zasadzie praktycznych mozliwodci zafatszowa-

nia prébki,

— zagubione lub zanieczyszczone probki mozna latwo zastapi¢ innymi,

— wios jest mechanicznie odporny i chemicznie obojgtny, nie wymaga wige za-

chowania specjalnych warunkéw przy przechowywaniu i transporcie,

— praktycznie nie istnieje ryzyko przeniesienia choroby od pacjenta.

Oznaczanie narkotykow we wiosach, oprécz zalet, ma rowniez ograniczenia. Ba-
danie jest na ogd! drozsze niz w przypadku moczu, a proces analityezny znacznie bar-
dziej czasochionny. Analiza wloséw nie daje tez mozliwosei wykrywania narkotykéw
przyjmowanych bezposrednio przed badaniem, poniewaz migdzy ich inkorporacja do
korzenia wlosa 1 pojawieniem sie w czeéci wiosa ponad powierzchnig skéry upltywa
dlugi czas. Wreszcie jednorazowe przyjecie narkotyku rzadko udaje sig wykry¢ za
pomoca analizy wlosow. Jest ona natomiast bardzo przydatna do wykrywania prze-
wleklego stosowania narkotyku, gdy zawiodg analizy krwi i moczu. Ponadto mozna
ogolnie powiedzieé, Zze stezenia lipofilnych lekéw macierzystych jest we wlosach
zawsze wyZsze niz ich metabolitow (14), przeciwnie niz w moczu.

Znagjomosé mechanizmdw decydujacych o inkorporacji czasteczek narkotyku do
zrebu wlosa jest jeszcze bardzo niekompletna, wiadomo jednak, ze cebulka wiosowa
wychwytuje narkotyki i ich metabolity z krwi docierajacej do korzenia witosa i za-
trzymuje je na stale w jego lodydze. Rosnacy wios ,,zapisuje” wige jakby historig
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przyjmowania narkotyku przez danego osobnika. W ten sposob odcinek wiosa o dhu-
gosci okoto 5 cm moze dostarczy¢ informacji o przyjmowaniu narkotykdw w okresie
4 miesigcy. A zatem narkotyk moze by¢ wykryty we wiosach dlugo po jego uzyciu.

Wazna, sprawa jest odréznianie narkotyku, ktéry znalazt si¢ na powierzehni wio-
sow ze srodowiska od tego, ktéry wniknat do wlosa z krwi, poniewaz narkotyki docie-
raja do wloséw gléwnie w formie niezmetabolizowanej (13). Dlatego przed przysta-
pieniem do wlasciwe] analizy — probki wioséw musza byé poddane procedurze usu-
wania zanieczyszezen z ich powierzchni.

STRESZCZENIE

W artykule przedstawiono skriningowe metody analizy narkotykdéw — radioimmu-
nologiczng (RIA), immunoenzymatyczng (EIA) i immunofluorescencyjna w Swietle
spolaryzowanym (FPIA), testy Screen Ontrak Assay, Triage i Frontline oraz metody
konfirmacyjne stosowane do weryfikacji wynikéw skriningowych — wysokosprawng
chromatografie plytkowg (HPTLC), chromatografie gazowa (GC) oraz chromatografig
gazowa sprzezona ze spektrometria masowsg (GC/MS). Scharakteryzowano metode
ekstrakeji w fazie stalej (Solid Phase Extraction, SPE), najczescie] obecnie stosowany
sposab izolacji narkotykéw z materialu biologicznego przed przystapieniem do analiz
chromatograficznych. :

Omoéwicno réwniez zalety i wady analizy narkotykdw w mnigj typowych rodza-
jach materialu biologicznego — $linie i wiosach.

Stowa kluczowe: metody immunologiczne, ekstrakcja sorpcyjna, chromatografia
gazowa, spektrometria masowa.
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