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Typowe dla polskiego narkomana zatrucie wieloma
lekami. Opracowanie kazuistyczne

The multidrug poisoning typical for a Polish drug addict. A case
study

Z Instytutu Ekspertyz Sgdowych im. Prof. J.Sehna w Krakowie
Dyrektor: A.Gtazek

W pracy przedstawiono metody badan ptynéw ustrojowych pobranych ze zwtok dtugolet-
niego czynnego narkomana. Krew i mocz badano testami TDx i uzyskano wyniki pozytywne
dia alkaloidéw opium, pochodnych benzodiazepiny i barbituranéw. Metodg HPLC-DAD
zastosowang do badan skryningowych na leki kwasne, obojetne i zasadowe wykazano
w moczu obecnos¢ fenobarbitalu, temazepamu, morfiny i efedryny. Technikg GC/MS—-ITD
potwierdzono obecnosc powyZszych substancji oraz wykryto kodeine w moczu. Do analizy
ilosciowej zastosowano metody HPLC-DAD i GC/MS—ITD. Wykazane anality oznaczano
w postaci nie zmienionej oraz jako pochodne trimetylosililowe i tiomocznikowe. Wystepo-
wanie w ptynach ustrojowych wykrytych zwigzkdow jest typowe dla polskiego narkomana.
Oznaczone ich stezenia mieszczg sig w zakresie stezen terapeutycznych (fenobarbital),
toksycznych (temazepam) i $miertelnych (morfina i efedryna).

The methods for the analysis of biological fluids taken from the corpse of a long—term drug
addicit were presented. The blood and the urine were positively tested by the TDx assays
for opium alkaloids, benzodiazepines and barbiturates. The HPLC-DAD was performed to
screen the urine for acidic, neutral and basic drugs. Phenobarbital, temazepam, morphine
and ephedrine were detected. The GC/MS-ITD was used to confirm the presence of the
above mentioned analytes and to detect codeine in urine. Quantitative determinations were
carried out by HPLC-DAD and GC/MS—ITD without derivatization and as the trimethyisilyl
and thiourea derivatives. The presence of the detected substances in body fluids is typical
for a Polish drug addict. Their concentrations are within therpeutic (phenobarbital), toxic
(temazepam) and fatal (morphine and ephedrine) concentrations.

Inspiracjg do napisania tej pracy byt referat prof. S.Raszei (9) przedstawiajacy
warunki, jakie powinny spetniac wspotczesne publikacje kazuistyczne. Korzystajac
ze swych dtugoletnich i bogatych doswiadczen autor stwierdza, ze warte opubli-
kowania — i cenne z punktu widzenia odbiorcy — sa dobrze udokumentowane,
rzadkie przypadki, a takze opracowania przedstawiajgce wszechstronnie analize
zastosowanych metod badawczych. Postulaty te zostaty wysuniete w odniesieniu
do medycyny sgadowej, ale powinny byc spetniane rowniez w innych dziedzinach,
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a szczegolnie w toksykologii sadowej. Bardzo czesto biegly z dziedziny toksyko-
logii sadowey, dziatajgc w swoim scisie okredlonym zakresie, jest wspdtpartnerem
lekarza z zakresu medycyny sadowej w wydawaniu opinii dla organéw wymiaru
sprawiedliwosci. Trudno jest sobie obecnie wyobrazi¢ orzeczenie o przyczynie
zgonu z powodu zatrucia bez chociazby analizy toksykologicznej materiatu sekcyj-
nego. W takich przypadkach zgodnosé ustalen faktycznych w sprawie, obrazu
sekcji zwiok | wynikéw analizy toksykologicznej upowaznia medyka sgdowego do
wydania opinii 0 przyczynie zgonu. Kazdy ekspert we wifasciwej sobie dziedzinie,
powotany w charakterze biegtego, napotyka na trudne do rozwigzania problemy.
Dzielenie sie wiec swoimi doswiadczeniami z innymi jest ze wszech miar pozyte-
czne; dlatego tez opracowania kazuistyczne, réwniez w dziedzinie analizy toksy-
kologicznej sg wartosciowe, jezeli dostarczajg dobrze udokumentowanych
i szczegdtowych informacji o niezwyktych przypadkach lub sprawdzonych i god-
nych polecenia metodach badawczych. Trudno nie doceni¢ wartosci danych
pochodzgcych z kazuistyki, stanowigcych integralng czes¢ kompendiéw analityki
toksykologicznej takich jak “Clarke’s Isolation and ldentification of Drugs” (5) czy
“Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in Man” (1). Interpretacja wynikéw
analizy w odniesieniu do ciezkosci zatrucia nie bytaby mozliwa bez znajomosci
licznych doswiadczer: innych analitykéw. Dane co do zakresow stezen terapeuty-
cznych lekdw, czy normalnych innych substancji oraz toksycznych i $miertelnych
opieraja sie na publikowanych przypadkach. Analitycy na co dzieri korzystajg
z tych danych, chociaz zdajg sobie sprawe, ze wynik jest porédwnywalny jedynie
w obrebie certyfikowanych metod.

W niniejszej pracy przedstawiono przypadek zatrucia dobrze znanymi w na-
szym kraju Srodkami: przetworami ze stomy makowej i czesto razem z nimi przyj-
mowanymi lekami z grupy barbiturandéw, benzodiazepin oraz pochodnymi
amfetaminy. Celem jej jest przedstawienie metodyki stosowanej w rutynowym
postepowaniu analitycznym w Instytucie Ekspertyz Sadowych.

MATERIAL | METODY

Nadestany do Instytutu materiat stanowity dwa opakowania seryjne zawieraja-
ce krew i dwa opakowania seryjne wypetnione moczem. Biegly zostat réwniez
poinformowany, ze “krew i mocz pobrano od denata — diugoletniego, czynnego
narkomana, celem przeprowadzenia analizy na obecnos¢ alkoholu i pochodnych
makowca”.

Rozpuszczalniki do HPLC pochodzity z firmy Baker. Wzorce zakupiono w fir-
mie Sigma, Radian i Merck.

Metody skryningowe

Zgodnie z ukierunkowaniem sprawy w pierwszej kolejnosci ptyny ustrojowe
poddano analizie na zawartos¢ alkoholu metodg chromatografii gazowej. Naste-
pnie przystgpiono do badan skryningowych na obecnos¢ alkaloidéw z grupy opium
czesto im towarzyszacych lekdw z grupy pochodnych benzodiazepiny, kwasu
barbiturowego oraz amfetaminy i metamfetaminy. Analize przeprowadzono meto-
dg immunofluorescencji w swietle spolaryzowanym (FPIA) z uzyciem testéw TDx
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firmy Abbot. Badanie moczu przeprowadzono zgodnie z firmowsa instrukcja dia
kazdego rodzaju testu. Badanie proby krwi wykonano po jej 10—krotnym rozcien-
czeniu firmowym buforem do rozcienczern, poddaniu dziataniu ultradzwiekéw
i odwirowaniu. Do wykrywania benzodiazepin zastosowano testy przeznaczone do
surowicy, a barbiturany, alkaloidy opium i amfetamine z metamfetaming badano
testami do moczu (6).

Nastepnie 2 ml préobe moczu poddano ekstrakciji eterem etylowym ze srodo-
wiska kwasnego (pH=2, 1M H2804) i chioroformem ze $rodowiska alkalicznego
(pH=9, 1M NaHCO3+0,1M Na2COz3). Uzyskane wyciagi badano metodg wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z uzyciem chromatografu LaChrom
D-7000 System firm Merck—Hitachi wyposazonego w detektor szeregu diod
(DAD). Rozdziat sktadnikow obecnych w ekstraktach prowadzono na kolumnie
LiChroCART 125x4 mm z wypetnieniem LiChrospher 60 RP—select B (5 um) firmy
Merck. Jako fazy ruchomej uzyto mieszaniny acetonitrylu i 25 mM fosforanu trie-
tyloamonowego (pH=3) podawanej na kolumne w uktadzie gradientowym, zgodnie
z systemem identyfikacji lekow (MTSS) opracowanym przez firme Merck (8).

Metoda potwierdzajaca

Jako technike potwierdzajaca obecnosc¢ wykazanych w moczu ksenobiotykéw
zastosowano chromatografie gazowa potaczong ze spekirometria masowg
(GC/MS). Analize metodg GC/MS prowadzono uzywajgc chromatografu gazowe-
go firmy Varian potgczonego ze spektrometrem masowym firmy Finnigan MAT
w wersji Magnum. Uktad byt wyposazony w detektor w postaci putapki jonowej
(ITD) i kolumne kapilarng DB-5 MS (dtugosci 30 m, $rednicy 0,25 mm i grubosci
filmu 0,25 um) firmy J&W Scientific. Warunki analizy przedstawiaty sie nastepuja-
co: temperatura komory nastrzykowej — 260°C. Jako gazu noénego uzyto helu,
a jego przeplyw ustawiono na 12cm®/min. Temperature pieca Zaprogramowano
nastepujaco: poczatkowa temperatura 130°C utrzymywa’ra sie przez 1 min., naste-
pnie wzrastata o 20°C/min do temperatury koricowej 270°C, ktéra utrzymywano
przez 5 min. Czas catego programu wynosi 13 min.

Analiza ilosciowa

Barbiturany

Ekstrakcja 1 ml probki krwi i moczu eterem etylowym przy pH=2.

Analiza metodg HPLC-DAD w wersji faz odwréconych (RP) z uzyCIem kolum-
ny jak do skryningu i warunkdéw izokratycznego przeptywu fazy (1cm /mm) Faze
ruchomg stanowita mieszanina metanolu z 0,1M NaH2PO4 (40;60) doprowadzona
do pH=8,6 metanolowym roztworem NaOH (5). Obliczen dokonano przy dtugosci
fali 240 nm.

Benzodiazepiny

1 mi prébki krwi i moczu ekstrahowano mieszaning etylu i chlorku butylu (1:4),
przy pH=7,4 (0,07M NazHPO4 i 0,07M KH2PO4 zmieszane w stosunku 4:1),
w obecnosci prazepamu jako standardu wewnetrznego, po uprzedniej enzymaty-
cznej hydrolizie moczu (B—glukuronidaza i arylosulfatazg). Chromatograf cieczowy
i kolumna byly analogicznie jak w metodzie skryningowej. Jako faze ruchoma uzyto
mieszaning acetonitrylu (A) | wody z dodatkiem 85% kwasu ortofosforowego
w ilosci 100 i/l wody (B). Przeptyw fazy wynosit 1cm S/min w gradiencie zaprogra-
mowanym w nizej podany sposob: start A-30%+B—70%, od 5 do 10 min: A-
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55%+B45%, a po 15 min sktad fazy wynosit: A~70%+B-30%). Obliczenia przepro-
wadzono przy dtugosci fali 230 nm.
Morfina

1 ml prébki krwi i moczu ekstrahowano mieszaning chloroform+izopropanol
(3:1) przy pH=9. Mocz poddawanc uprzednio hydrolizie kwasnej (stezonym HCI)
i enzymatycznej wyzej podanym enzymem. Oznaczenie metodg HPLC— DAD RP
realizowano w systemle gradientu nlskomsnlemowego przeptywu fazy (1cm /min)
stanowigcej mieszaning acetonitrylu (A) i wody (B) zakwaszonej kwasem ortofo-
sforowym jak przy benzodiazepinach. Program gradientu przedstawit sie nastepu-
jaco: poczatek: A—15%+B85%, nastepnie liniowy wzrost sktadnika A (0 4,5 %/min)
aby po 10 min skiad fazy wynosit: A-60+B—40%. Obliczeri dokonano przy dtugosci
fali212 nm.

Morfine oznaczano réwniez metodg GC/MS w postaci trimetylosililowej po-
chodnej. Do wstepnego przygotowania krwi zastosowano kolejno odbiatczanie
kwasem trichlorooctowym (TCA), hydrolize enzymatyczng i ekstrakcje na fazie
statej (kolumny Bond Elut Certify firmy Varian). Derywatyzacje wyekstrahowanej
z 2ml prébek krwi morfiny przeprowadzono bis(trimetylosililo)trifluoroacetamidem
z dodatkiem 1% trimetylochlorosilanu (BSTFA+1%TMCS). Analize prowadzono
wobec trimetyloosililowej pochodnej morfiny D3 jako standardu wewnetrznego. Do
analizy ilosciowej pobrano dwa jony trimetylosililowej pochodnej morfiny m/z 429
i m/z 414 oraz dwa jony (m/z 432 i m/z 417) takiej samej pochodnej morfiny-Ds3.
Efedryna

Efedryne oznaczano wedtug metody Bogusza (3), czyli po ekstrakcji eterem
etylowym ze $rodowiska alkalicznego (pH=12) i derywatyzacji fenyloizotiocyjania-
nem. Pochodne analizowano metoda HPLC-RP z detekcjg diodowa. Rozdziat
tiomocznikowej pochodnej efedryny i metamfetaminy uzytej jako standardu we-
wnetrznego prowadzono na kolumnie EcCoCART 125x3 mm z wypetnieniem Su-
perspher 60 RP—select B firmy Merck. Faza ruchoma sktadata sie z acetonitrylu
i 50 mM buforu mréwczanowoamonowego (pH=3), a jej przeptyw wynosit 0,8
cm>/min. Obliczer dokonano przy dtugosci fali 250 nm.

WYNIKI

W wyniku badania krwi i moczu metodg immunofluorescenciji w swietle spo-
laryzowanym, z uzyciem odpowiednich testéw grupowego oznaczania, uzyskano
wyniki dodatnie dla alkaloidow opium i czesto im towarzyszacych pochodnych
benzodiazepiny i kwasu barbiturowego. W przypadku zastosowania testu do wy-
krywania amfetaminy i metamfetaminy w moczu uzyskano wynik 0,33 mg/l, czyli
powyzej granicy wykrywalnosc testu (0,09 mg/l}, a ponizej wartosci progowej (0,5
mg/l) przyjmowanej za wynik pozytywny przy grupowym wykrywaniu amfetamin
w moczu immunotestami. W wyniku badar skryningowych moczu na leki kwasne,
obojetne i zasadowe przeprowadzonych metods HPLC wykazano w odpowied-
nich ekstraktach z moczu fenobarbital, temazepam, morfineg i efedryne. Identyfika-
cje analitow przeprowadzono na podstawie indeksow retencji wzgledem
mieszaniny wzorcow o charakterze kwasnym i mieszaniny wzorcéw o charakterze
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zasadowym firmy Merck oraz przez porédwnanie przebiegu widm spektrofotome-
trycznych zwigzkédw analizowanych z widmami wzorcéw z biblioteki.

Badajac ekstrakt moczu ze Srodowiska alkalicznego metoda GC/MS potwier-
dzono w nim obecnos$¢ efedryny, morfiny i temazepamu, a nawet fenobarbitalu,
a takze wykryto kodeine (ryc. 1).
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Ryc. 1. Chromatogram chloroformowego ekstraktu z moczu (pH=9) uzyskany z uzyciem
GC/MS firm Varian/Finnigan Mat w wersji Magnum wyposazonego w detektor w postaci
putapki jonowej (ITD), na kolumnie kapilarnej DB-5MS d’rugos’ci 30 m, $rednicy 0,25 mm i
grubosci filmu 0,25 um, w programie temperaturowym 130°C—270°C z liniowym wzrostem
0 20°C/min.

Fig. 1. GC/MS chromatogram of the chloroformic extract of urine (pH=9) obtained by using
the Varian/Finnigan Mat Magnum with ITD, capillary DB-5MS column (30 m x 0,25 mm x
0,25 um), temperature programming: 130°C—270°C at 20°C/min.

Analize ilosciowg wykonano dobierajgc metody oznaczen do odpowiedniegc
zwiazku lub grupy zwiazkow. Podstawe do obliczen stanowit stosunek pola powie-
rzchni substancji badanej i standardu wewnetrznego w odniesieniu do odpowied-
niej krzywej wzorcowej.

Oznaczone w badanym materiale stezenia ksenobiotykéw przedstawiono
w Tabeli |, przy czym poréwnano je ze znalezionymi w pi$miennictwie fachowym
stezeniami pochodzacymi z przypadkdw $miertelnych zatrué po przyjeciu pojedyn-
czego zwigzku.

Morfing we krwi oznaczano dwoma metodami réznigcymi sig sposobem przy-
gotowania probki oraz technikg uzytg do oznaczen. Srednie stezenie morfiny
wynosifo 1,02 + 0,18 mg/l. Do oznaczania morfiny w moczu uzyto techniki HPLC,
ale poroéwnano dwie hydrolizy: kwasng i enzymatyczna. Srednie stezenie morfiny
wynosito 7,3 + 1,41 mg/l.
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Tabela 1. Oznaczone stezenia [mg/l] ksenobiotykéw we krwi i moczu.
Table I. The concentrations of xenobiotics [mg/l] in blood and urine.

Metoda Materiat Material

Method Krew Blood
FPIA — Abbott 2,5/0p 7.9 /Ba 1,44 /Bz
HPLC 1,15/M 8,9 /Ph 1,15 /Te 5,45 /Ep
GC/MS 0,89 /M

Stezenia $miertelne (1) g ~
Fatal concentrations 02-23M 64/Ph |38-9,0/Te| 50/Ep

Mocz Urine
FPIA — Abbott 9.4 /Op HI/Ba | 42.6/Bz | 0.33/A-M
8,3 /M: h-k 715 ITe
HPLC 6.3 /M: h-e 117/0x | 681/EP
GC/MS M + Co Ph Te Ep

A-M - Amfetamina-Metaamfetamina, Amphetamine-Metaamphetamine; Ba — Bar-
biturany, Barbiturates; Bz — Benzodiazepiny, Benzodiazepines; Co — Kodeina,
Codeine; Ep — Efedryna, Ephedrine; h-e — hydroliza enzymatyczna, enzymatic
hydrolysis; h-k— hydroliza kwasna, acidic hydrolysis; Hl - stezenie poza zakresem,
high concentration; M — Morfina, Morphine; Op — Opiaty, Opiates; Ox — Oksaze-
pam, Oxazepam; Ph — Fenobarbital, Phenobarbital; Te — Temazepam.

Stezenie fenobarbitalu we krwi miescito si¢ w zakresie stezen terapeutycz-
nych, temazepamu w zakresie stezer toksycznych, a morfina i efedryna byta
obecna w tym materiale w stezeniach spotykanych w przypadkach $miertelnych
zatrué po przedawkowaniu kazdej z nich oddzielnie.

Zaréwno we Krwi jak i w moczu nie stwierdzono obecnosci alkoholu.

OMOWIENIE

Na wysokie stezenie morfiny w moczu wskazywat wynik uzyskany metodg
FPIA, wykrycie jej bez derywatyzacji metodg GC/MS oraz stwierdzenie jej w
ekstrakcie z moczu bez uprzedniej hydrolizy tego materiatu.

W tym ekstrakcie z moczu — przygotowanym do skryningu — dwiema metodami
chromatograficznymi GC/MS i HPLC wykazano tylko temazepam. Oznaczenie
oksazepamu jako gtéwnego metabolitu temazepamu bylo mozliwe dopiero po
hydrolizie enzymatycznej moczu. Staje sie to zrozumiate gdy wezmie sie pod
uwage metabolizm i wydalanie temazepamu. Jest on wydalany z moczem gtéwnie
w postaci glukuronianu temazepamu i glukuronianu oksazepamu w ilo$ci odpowie-
dnio 75% i 5,8% przyjetej dawki. Postac¢ wolna obu tych zwigzkow nie przekracza
1,5%. W tym samym ekstrakcie badanym metodg HPLC obecnos$é¢ kodeiny byta
bardzo podejrzana. Ze wzgledu jednak na znaczng interferencje naturalnej matry-
cy biologicznej moczu uzyto do wykrycia kodeiny technike GC/MS.



Nr 1 Zatrucie wieloma lekami 61

Stosowanie technik immunoenzymatycznych do wstepnej analizy jest bardzo
celowe w przypadkach istnienia jakichkolwiek przestanek o przyjmowaniu $rod-
kéw uzalezniajacych, a w innych przypadkach znacznie utatwia przebieg dalszych
badan, zwlaszcza gdy mamy do czynienia z niewielka iloscig materiatu nadesta-
nego do badan (4). Jest ogdinie znane, ze testy TDx przeznaczone do wykrywania
opiatéw prawie nie dajg btednych ujemnych wynikéw, a btednych dodatnich spo-
tyka sie bardzo mato. Troche inaczej jest z testami do wykrywania barbituranéw.
Obserwuje sie bowiem bardzo zréznicowana reaktywnosé poszczegdinych barbi-
turandw z testami ich grupowego wykrywania w moczu. Barbital w ogdle nie daje
reakcji krzyzowej z testami TDx. Testy do wykrywania benzodiazepin w surowicy
sg stabo reaktywne z triazolobenzodiazepinami, a ich wysoka czuto$é (12 ng/ml)
zmusza do zainteresowania sie niskimi wynikami, ktore sg bardzo istotne w przy-
padku flunitrazepamu. Najbardziej dyskusyjne wydaje sie stosowanie testéw TDx
na amfetamine i metamfetamine do sekcyjnego moczu. Przy takiej analizie nalezy
pamietac, o niskiej reaktywnosci tych testow z metylenodioksy— analogami amfe-
taminy i wysokiej reaktywnosci z 2—fenyloetyloamina, ktdra jako produkt rozktadu
aminokwasu fenyloalaniny powstaje w moczu podczas przechowywania, a takze
moze wystepowac jako naturalny sktadnik $wiezego moczu (7). W niniejszym
przypadku wynik badania moczu testami TDx na amfetaming i metamfetaming byt
prawidtowy mimo wysokiego stezenia efedryny w moczu. Efedryna w stezeniu 1
mg/l daje odczyt dla zastosowanego testu ponizej jego granicy wykrywalnosci.

Skojarzone dziatanie oznaczonych ksenobiotykéw na organizm ludzki nie
wymaga omoéwienia. Efedryna przy przedawkowaniu wykazuje podobne dziatanie
do amfetaminy, a jest tatwiej dostepna i nie znajduje sie pod kontrolg prawna.
Zainteresowanie tym zwigzkiem przez osoby przyjmujace srodki uzalezniajgce jest
duze i doprowadzito do spopularyzowania wyprodukowanego z efedryny silniej
dziatajacego srodka jakim jest efedron (2).

WNIOSKI

Obecnos¢ wykrytych ksenobiotykow we krwi i w moczu jest typowa dla polskie-
go narkomana. Wyniki petnej analizy toksykologicznej ptynéw ustrojowych pobra-
nych w czasie sekcji zwtok dtugoletniego narkomana, przeprowadzonej
wiarygodnymi metodami analitycznymi sa jednym z podstawowych elementéw
oceny ciezkosci zatrucia i stanowig dobrg podstawe do wyciggniecia wnioskow.
Wykryte zwigzki w oznaczonych stezeniach mogly, zdaniem analityka, stanowi¢
zagrozenie zycia.
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