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1. UvOD

1. UvOD

1.1. Akutna intoksikacija

Akutna intoksikacija predstavlja stanje uzrokovano naglim izlaganjem organizma
prekomjernoj koli¢ini otrova. Akutno su intoksicirani pacijenti ¢esto u vrlo teSkom klini¢kom
stanju, ponekad i Zzivotno ugroZeni pa im je potrebna brza i adekvatna medicinska skrb.
Vecina takvih pacijenata zahtijeva hospitalizaciju na odjelu objedinjenoga hitnog prijema, a
manji dio bude prebacen na jedinicu intenzivnoga lijeCenja. Medutim, kako kod vecine
akutnih otrovanja izlu€ivanjem otrova iz organizma prestaju i znakovi otrovanja, trajanje
hospitalizacije u veéine (70%) akutno otrovanih bolesnika iznosi 24 sata (1). Za razliku od
akutnih otrovanja kod djece, koja su najc¢esée slucajna, kod odraslih se u najvise slucajeva
radi o namjernim otrovanjima. Akutne se intoksikacije ¢e$¢e pojavljuju kod muskaraca, i to
mladih odraslih. Pravovremena identifikacija supstance, koja je uzrokovala intoksikaciju, i
rano lijeCenje vazni su za dobru prognozu. lako je broj toksikoloski znacajnih akutnih

intoksikacija relativno velik, smrtni su ishodi svedeni na minimum.

1.1.1. Lijekovi

Kao gotovo najlakSe dostupne supstance, lijekovi se s pravom nalaze pri samom vrhu
uzroka akutnih otrovanja. lako je njihova namjena prvenstveno terapeutska, ¢esti su slucajevi
njihove zloupotrebe radi ucinka kojega ti lijekovi pruzaju korisniku. Medu njima se kao
najées¢i izdvajaju psihofarmaci, odnosno hipnotici, antidepresivi i antipsihotici iza kojih

slijede analgetici/antipiretici, odnosno nesteroidni antireumatici.

Hipnotici (sedativi) su lijekovi koji imaju depresivno djelovanje na srediSnji ziv¢ani
sustav (SZS). Glavni su predstavnici te skupine barbiturati i benzodiazepini. Oni se vezu za
receptore gama aminomaslacéne kiseline (GABA) u mozgu te tako uzrokuju sedaciju.
Barbiturati su derivati barbiturne kiseline koji imaju sedativna, antikonvulzivna i anesteticka
svojstva. Zbog jakoga toksi¢nog uginka u kombinaciji s jo§ nekim depresorom SZS-a,
najces¢e alkoholom, nisu vise toliko prisutni u klini¢koj praksi. Stoga su zbog bolje
ucinkovitosti, sigurnosti i minimalnih nuspojava barbiturate zamijenili benzodiazepini. lako je

njihova toksi¢nost manja od barbiturata, problem je kod tih lijekova izazivanje jake psihicke i
1



1. UvOD

fizicke ovisnosti jer se nakon duZe upotrebe stvara tolerancija pa pacijenti ¢esto znaju uzimati

vece doze da bi postigli Zeljeni uc¢inak. Najznacajniji je predstavnik Diazepam.

Triciklicki se antidepresivi (TCA) koriste za lijeCenje endogene depresije |
neuropatske boli. Blokiraju ponovnu pohranu serotonina i norepinefrina ¢ime se postize
terapeutski ucinak, no istovremeno se javljaju brojne nuspojave. U Sirokoj su upotrebi, no
imaju uzak terapijski raspon, stoga se kod slu¢ajnoga ili namjernog predoziranja mogu javiti

tezi simptomi kao posljedica pojacanoga farmakoloskog odgovora.

U skupinu antipsihotika, koji predstavljaju jo$ jednu skupinu ¢esto zloupotrebljavanih
lijekova, pripadaju fenotijazini. Koriste se za lije¢enje psihijatrijskih poremecaja (shizofrenije,
bipolarnoga poremecaja), no dio se upotrebljava i u obliku antiemetika i antihistaminika.
Njihovo je glavno djelovanje blokada dopaminskih D, receptora kao i ostalih receptora
(histaminskih, muskarinskih, andrenergi¢nih) u SZS-u ¢ime se smanjuju psihoti¢ni simptomi,
medutim Ceste su i nuspojave. lako su relativno sigurni ako se koriste samostalno, u

kombinaciji s drugim lijekovima mogu dovesti do tezih intoksikacija.

Neopioidni su analgetici lijekovi koji se koriste za smanjivanje bola, bez u¢inka na
SZS (ne uzrokuju gubitak svijesti). Dva su najée$ée koristena: acetaminofen i salicilati.
Acetaminofen je vrlo opasan u povisenim koncentracijama jer ima izrazitu hepatotoksi¢nost.
Salicilati pripadaju velikoj skupini nesteroidnih antireumatika te se zbog dokazanoga
antitrombocitnog djelovanja klinicki ceSée primjenjuju kao profilaktiCka terapija za
kardiovaskularne bolesti. U slucaju predoziranja, njihovo produljeno izlucivanje i pojacan

farmakoloski u¢inak rezultiraju teskom klinickom slikom takvih pacijenata.

1.1.2. Sredstva ovisnosti

Sredstva se ovisnosti definiraju kao supstance koje se radi svoga odredenog ucinka na
organizam i stvaranja osjecaja ugode zloupotrebljavaju, odnosno stvaraju potrebu korisnika za
stalnim uzimanjem, §to dovodi do nastanka ovisnosti. Sredstva se ovisnosti dijele prema:
farmakoloskom djelovanju (opijati/narkotici, halucinogeni, stimulansi SZS-a, depresori SZS-
a), podrijetlu (prirodna, polusintetska, sintetska) i kemijskim svojstvima (kisela, bazi¢na,

neutralna, amfoterna).
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Opijati ili narkotici su sredstva ovisnosti prirodnog, polusintetskog i sintetskog
podrijetla koji uzrokuju analgeziju. Glavni su opijati opijum, njegov alkaloid morfin, heroin,
kodein i metadon. Opijum je prirodni narkotik dobiven od nezrelih glavica bijeloga maka.
Ono je, sto ga ¢ini jakim analgetikom, prisutstvo njegovih aktivnih supstanci zvanih alkaloidi,
od kojih su najvazniji morfin, kodein, tebain, noskapin i papaverin. Morfin je glavni alkaloid
opijuma. Kodein je slabijega analgetskog ucinka te je zbog djelovanja na refleks kaslja
najéeSc¢e prisutan u antitusicima. Heroin je polusintetska supstanca gotovo trostruko jacega
ucinka od morfina koja ucestalom upotrebom izaziva jaku ovisnost. Metadon je sintetski
opijat s jakim analgetskim uc¢inkom koji se zbog uzrokovanja apstinencijskoga sindroma

koristi za odvikavanje ovisnika od opijata, ali ujedno izaziva ovisnost.

Halucinogeni su skupina sredstava ovisnosti koji uzrokuju halucinacije i tzv. tripove,
odnosno vizualne ili auditivne dogadaje bez odgovarajuéega vanjskog podrazaja. Uzrokuju
subjektivne promjene u percepciji, mislima i svijesti. Prema podrijetlu dijele se na prirodne
(kanabinoidi, psilocibinske gljive, meskalin), polusintetske (dietilamid lizergi¢ne kiseline;
LSD) i sintetske halucinogene (fenciklidin; PCP). Ono je, §to ih razlikuje od ostalih sredstava
ovisnosti, to Sto ne izazivaju fizicku i psihi¢ku ovisnost. Kanabis je najées¢e koriStena
ilegalna droga u Republici Hrvatskoj. Nazivi kanabis, marihuana ili hasi§ se odnose na
cvjetove, lisce, stabljike i sjemenke vrste konoplje Cannabis Sativa (2). Razli¢iti pripravci
kanabisa variraju u postotku A°-tetrahidrokanabinola (A°-THC-a), glavne psihoaktivne

komponente kanabisa zasluzne za djelovanje na psiholosko stanje Covjeka.

Stimulansi imaju aktivirajuée djelovanje na SZS. Njihovi su predstavnici amfetamini
(metamfetamini), kokain i efedrin. Amfetamini su velika skupina stimulansa kojoj pripadaju
amfetamin, metamfetamin, metilendioksiamfetamin (MDA), metilendioksimetamfetamin
(MDMA) i metilendioksietilamfetamin (MDEA). Kokain je najja¢i prirodni psihostimulans
koji Cestim koriStenjem izaziva ovisnost i ostavlja teSke posljedice na organizam. Efedrin je
takoder prirodan stimulans sli¢noga djelovanja kao amfetamini i adrenalin, najcesce prisutan

u sastavu kapi za nos i lijekova protiv astme.
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1.2. Metabolizam otrova

Da bi se bolje razumjelo djelovanje supstanci, odnosno njihovih metabolita na
organizam, vazno je poznavati njihov metabolizam tj. apsorpciju, distribuciju,

biotransformaciju i izlu¢ivanje.

Unosom odredene toksi¢ne tvari preko koze, probavnog, respiratornog trakta ili
nekoga drugog puta unosa zapocinje apsorpcija. Stanicna membrana predstavlja glavnu
barijeru prolazu stranih tvari na putu toksikanta iz vanjske sredine do ciljnog mjesta u
organizmu (3). Bilo pasivnim transportom (difuzija) ili aktivnim transportom (endocitoza,

kotransport), toksini se apsorbiraju i odlaze u krvotok gdje se dalje odvija distribucija.

Nakon ulaska u krvotok toksi¢na tvar raspodjeljuje se u organe i tkiva. Na raspodjelu
tvari prvenstveno utjeCe prokrvljenost ciljnih tkiva, raspolozivost mjesta vezanja, fizikalno-

kemijska svojstva tvari, pH okoline i afinitet tvari za odredene dijelove tkiva.

Biotransformacija se odvija uglavnhom u jetri, u periodu apsorpcije u krvotok i
eliminacije, i to u 2 faze. Reakcijama se 1. faze (oksidacija, redukcija, hidroliza) dogadaju
promjene u strukturi toksi¢nih tvari. Tim se putem ksenobiotici uglavnom inaktiviraju,
medutim neki postaju farmakoloski aktivni, nekad i vise od izvornoga spoja. U reakcijama se
2. faze odvija konjugacija s endogenim spojevima: glukuronskom i sulfathom kiselinom,

izlu¢uju iz organizma.

Eliminacija se toksi¢nih tvari odvija razli¢itim putovima, od kojih je najznacajniji
bubrezni. Osim bubrezima, ksenobiotici i njihovi metaboliti nakon konjugacije dospijevaju u
zué, a potom se izlucuju fecesom. Eliminacija je otrova moguca i drugim putovima, ali su oni

manje znacajni.

Opéenito, na sam metabolizam toksikanata utjece mnogo c¢imbenika: dob, spol,
genetski Cimbenici, oSte¢enja ekskretornoga sustava jetre/bubrega, sama priroda toksina,
interakcije s drugim supstancama itd. Stoga je potencijalni toksi¢ni ucinak toksina na

organizam razli€it 1 individualan, kao 1 odgovor organizma na njegovu prisutnost.
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1.3. Klini¢ke manifestacije akutnih intoksikacija

Ucinci su toksi¢nih supstanci uvjetovani njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima,
koli¢inom uzete supstance, na¢inom unoSenja, interakcijom s nekim drugim supstancama,
dobi, spolom i zdravstvenim stanjem pojedinca. S obzirom na vrijeme pojavljivanja u odnosu
na dozu, Stetni u¢inci mogu biti brzi ili odgodeni (4). Oni mogu napraviti reverzibilnu ili
ireverzibilnu §tetu na organizmu. Vaznu ulogu u jacini ucinka ima i tolerancija, 0dnosno
smanjena osjetljivost organizma na djelovanje nekoga toksina nastala zbog prijasnje
izlozenosti. Ovisno o tome o kojoj se supstanci radi i koji receptorski sustav ta supstanca
pobuduje, razli¢iti su i klini¢ki znakovi otrovanja tzv. toksidromi. Toksidrom predstavlja
karakteristi¢ne 1 tipi¢ne aspekte otrovanja, medutim, ne mora biti specifican za jednu toksi¢nu
etiologiju (5). Toksidromi vezani za lijekove i sredstva ovisnosti i njihovo djelovanje na SZS,
odnosno psihu ¢ovjeka i druge organske sustave (probavni, kardiovaskularni, respiratorni)
prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1: Toksidromi odredenih lijekova i sredstava ovisnosti

PSTHOLOSKI FIZIOLOSKI
TOKSIDROM SUPSTANCA
SIMPTOMI SIMPTOMI
Bradikardija,
) Barbiturati, - hipotenzija,
Sedativno- ) o Depresija, pospanost, )
benzodiazepini, - N nistagmus,
hipnoticki o konfuzija, sedacija )
fenotijazini, etanol respiratorna
depresija, koma*
Tahikardija,
Euforija, anksioznost, | midrijaza, smanjena
Triciklicki ) - o
) o paranoja, konfuzija, peristaltika, suha
Antikolinergi¢ni antidepresivi, o
o ) halucinacije, delirij, koza/sluznice,
fenotijazini, kanabis N ) N
sedacija hipertermija,
retencija urina
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Tablica 1: Toksidromi odredenih lijekova i sredstava ovisnosti (nastavak tablice)

PSIHOLOSKI FIZIOLOSKI
TOKSIDROM SUPSTANCA
SIMPTOMI SIMPTOMI
Bradikardija,
Morfin, heroin, Euforija, disforija, hipotenzija, mioza,
Opioidni kodein, tramadol, oSamucenost, smanjena peristaltika,
metadon pospanost respiratorna
depresija, koma
o - Tahikardija,
o Agitacija, euforija, _ -
Amfetamini, ' hipertenzija,
o energicnost, o
Simpatomimeticki metamfetamini, midrijaza,

kokain, efedrin, PCP

uzbudenost, pojacana

budnost, halucinacije

hipertermija, aritmije,

konvulzije

Serotoninski

sindrom

LSD, amfetamini,
metamfetamini,
kokain, TCA, kodein,
tramadol

Agitacija,
anksioznost,
dezorjentiranost,
konfuzija,

uzbudenost

Tahikardija,
hipertenzija,
midrijaza, dijareja,
tahipnea,
hipertermija,

znojenje, konvulzije

*kod uzimanja benzodiazepina s drugim depresorima SZS-a

1.4. Laboratorijska obrada pacijenta

Akutno se intoksicirani pacijenti uglavnhom zaprimaju u jedinice objedinjenoga hitnog

prijema. Nakon fizikalnoga pregleda i uzete anamneze takvim pacijentima uzimaju se uzorci

za toksikolosku analizu i ostale laboratorijske pretrage. S obzirom na to da je klinicka slika

takvih pacijenata Cesto nespecificna, pacijenti uglavnom nekontaktibilni, a anamneza

dobivena od pratnje Cesto oskudna, naj¢eS¢e se upucuje zahtjev za toksikoloSkom analizom

svih dostupnih analita iz hitnoga programa pretraga. S obzirom na to da se Cesto radi o

6




1. UvOD

Zivotno ugrozenim pacijentima, vazno je da se toksikolosko testiranje napravi u $to kracem
vremenu. Uz to, vazno je dobiti pouzdan i sveobuhvatan nalaz na temelju kojega bi pacijent

primio adekvatnu terapiju.

1.5. Uzoreci za toksikolo$ku analizu

U hitnim stanjima poput akutnoga otrovanja vazno je imati reprezentativne uzorke, a
koji uzorci ¢e se uzeti ovisi o stanju pacijenta, na¢inu konzumacije i toksokinetici supstance
na koju se sumnja. Najprikladniji je uzorak za toksikolos§ku analizu urin jer je koncentracija
otrova i njegovih metabolita u tom uzorku najveéa, pa je i identifikacija najlakSa. Za
utvrdivanje je koncentracije otrova najbolji uzorak krvi. Naime, koncentracija je otrova u krvi
uobicajeno u dobroj korelaciji s farmakoloSkim uc¢inkom. Iako rijetko, za toksikoloSku analizu
akutno intoksiciranih pacijenata moze se koristiti i Zelu¢ani sadrzaj. Taj se uzorak dobiva
lavazom, a prihvatljiv je za analizu iskljucivo ako je otrov uzet na usta. Prednost je toga

uzorka §to se otrov €esto nalazi u visokoj koncentraciji pa ga je lako identificirati.

1.5.1. Urin

Urin je najceS¢e koriSten uzorak u toksikoloSkim testiranjima. Prednosti su toga
uzorka $to se dobiva neinvazivnim postupkom, obi¢no u dovoljno velikoj koli¢ini kojom se
kasnije moze manipulirati prilikom analize. Ima Sirok dijagnosticki prozor, Sto znaci da se u
urinu lijekovi i sredstva ovisnosti mogu dokazati duzi vremenski period u odnosu na krv,
pogotovo oni kratkoga vremena poluzivota (T1/2). U njemu je prisutna puno veca
koncentracija analita u odnosu na druge uzorke i sadrzi manji broj analita koji mogu biti uzrok
interferencija. Osim toga, veéina komercijalno dostupnih testova za toksikoloski probir
predvidena je upravo za analizu uzorka urina. Medutim, taj uzorak ima i neke nedostatke, a
jedan je od njih mogucnost manipulacije uzorkom (smanjenje/povecanje pH-a, dilucija,
koriStenje surfaktanta) kojom se otezava sam proces analize i utjee na smanjenje
koncentracije testirane supstance uslijed ¢ega testiranja mogu imati lazno negativan rezultat.

Takoder, taj je uzorak prikladan za kvalitativne analize.
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1.5.2. Krv

Krv, serum ili plazma vazni su u toksikologiji zbog dobivanja informacija o
koncentraciji supstance na koju se sumnja da je uzrok otrovanja. Rezultati koncentracije u
krvi uglavnom Kkoreliraju s farmakoloskim ucinkom spoja, pa tako i sa stanjem pacijenta.
Tako rezultati testiranja mogu imati prediktivni znacaj u svezi s daljnjim ucincima trovanja.
Krv sadrzi uglavhom nepromijenjene analite te se koristi za kvantitativna odredivanja ili neka
ciljana odredivanja kod kojih koncentracija toksi¢ne tvari ima utjecaj na tezinu klinicke slike
(npr. hepatotoksi¢ni ucinak paracetamola). Nedostatak je krvi kao uzorka to §to se dobiva
invazivnom metodom i ima uzak detekcijski prozor. Zbog toga se lijekovi i sredstva ovisnosti
koji imaku kratki T1/2 teze dokazuju. Sto se ti¢e samih testova za probir u krvi, oni su rijetko

dostupni za takve analize.

1.6. Metode u toksikoloskoj analizi

Idealni bi testovi trebali pouzdano detektirati §to veci broj supstanci u $to kracem
vremenu. lako tehnologija svakim danom napreduje, takvi testovi jo$ uvijek ne postoje na
trziStu. Stoga je potrebno kombinirati vise analitickih metoda. Prvi korak toksikoloske analize
uglavnom je identifikacija spoja od interesa, nakon Cega slijedi njegova kvantifikacija (6).
Osnovna je podjela metoda u toksikologiji na metode probira (skrining) i metode potvrde.
Skrining metode koriste se kao preliminarni testovi ¢ije je rezultate, ako su pozitivni, potrebno

potvrditi specificnom metodom.

1.6.1. Metode probira

Metode su probira najces¢e kvalitativni i brzi testovi visoke osjetljivosti, ali
nedovoljne specifi¢nosti. Najéescée se koriste imunokromatografske i imunokemijske metode.
| jedne i druge su jednostavne, brze i uglavnom dovoljno osjetljive. Za njihovu provedbu nisu
potrebni skupa oprema i analiticko iskustvo. Medutim, veliki je nedostatak tih metoda
nedovoljna specificnost zbog koje strukturno sli¢ni spojevi mogu interferirati i davati lazno

pozitivne rezultate. Osim toga, te su metode ogranicene na relativno mali broj skupina spojeva
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pa njihovom upotrebom cesto dolazimo u opasnost da se otrovanja, koja nisu pokrivena

panelom, ne utvrde.

Imunokromatografski su testovi imunoanalize u jednom stupnju na ¢vrstoj fazi
namijenjeni za kvalitativnu toksikoloSku analizu. Temelje se na principu visoko specificne
reakcije izmedu antigena i antitijela koja se koristi za analizu specificnih spojeva u bioloSkom

uzorku. Test se zasniva na kompeticiji lijeka i konjugata lijeka za vezanje na antitijela.

Imunoanalize se koriste za kvalitativno, semi-kvantitativno i kvantitativno odredivanje
supstanci. Dijele se na homogene, heterogene, kompetitivne i nekompetitivne. Cesée su u
upotrebi homogeni i kompetitivni imunoeseji. U takvoj se metodi reakcija izmedu analita i
antitijela odvija u homogenoj otopini nakon §to se uzorak doda u smjesu reagensa. Najcesce
se analit iz uzorka natjeCe s analitom konjugiranim s nekim obiljezivacem (fluoresceinom,
enzimom) za vezno mjesto na antitijelu. Sto je vise analita iz uzorka vezano za antitijelo, vise
je slobodnih obiljezenih antigena koji daju signal. Jadina je toga signala, koji se mijeri
spektrofotometrijski na odredenoj valnoj duljini, proporcionalna koli¢ini analita u uzorku.
Granicna vrijednost sluzi za razlikovanje pozitivnih i negativnih rezultata i varira od metode
do metode. Cesto se u rutini koristi enzimatski homogeni imunotest (engl. Enzyme Multiplied

Immunoassay Technique; EMIT).

1.6.2. Metode potvrde

Metode su potvrde metode koje se provode nakon preliminarnoga analiziranja uzorka
u slucaju pozitivnoga ili nedovoljno sveobuhvatnoga rezultata analize. One se provode
kromatografskim tehnikama koje se temelje na separaciji analita na temelju razlika u
fizikalno-kemijskim svojstvima. U kromatografiji mobilna faza putuje kroz stacionarnu fazu i
pri tome nosi uzorak ¢iji se sastojci prilikom putovanja zbog interakcije sa stacionarnom
fazom krecu razli¢itom brzinom (6). Nakon $to se analiti razdvoje u koloni, potrebno ih je
detektirati. Spojevi se mogu razlikovati na temelju retencijskoga vremena koje je
karakteristicno za svaki spoj u tocno odredenim kromatografskim uvjetima. SpecifiCan je
detektor kromatografskoga sustava maseni spektrometar koji omogucava specifi¢nu
identifikaciju spojeva na temelju njihovih karakteristicnih masenih spektara. Danas su u

rutinskoj upotrebi naj¢esée vezani sustavi plinske kromatografije s masenom spektrometrijom
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(GC-MS) 1 tekuéinske kromatografije spregnute s dvojnom spektrometrijom masa (LC-
MS/MS). lako svaka od njih ima svoje prednosti i nedostatke, ,,zlatni standard* u toksikologiji
je GC-MS metoda.

GC-MS se temelji na razdvajanju sastavnica smjese izmedu plinovite i ¢vrste/tekuce
faze s obzirom na njihov afinitet za stacionarnu fazu. Nakon toga, detekcija razdvojenih
analita odvija se u masenom spektrometru gdje se nakon fragmentacije i ionizacije (najéesce
ionizacijom elektronima) fragmenti detektiraju s obzirom na omjer mase i naboja (m/z).
Rezultat je takve analize kromatogram koji predstavlja odziv detektora. Kromatogram sadrzi
pikove koji se potom analiziraju na naéin da se maseni spektar svakoga pika usporeduje
unaprijed utvrdenim matematickim algoritmom sa spektrima masa iz baze podataka.
Kombinacija kromatografskog razdvajanja i detekcije s pomocu masenog spektrometra
omogucuje razlikovanje analita koji imaju isto vrijeme zadrzavanja ili slicni prikaz ioniziranih
ulomaka u masenom spektrometru (6). GC-MS ima visoku specifi¢nost, precizna je metoda za
kvantifikaciju i ima nizak limit detekcije i kvantifikacije. Moguca je detekcija velikoga broja
analita istovremeno (tzv. scan mode), ali i pojedina¢na potvrda odabranih analita (engl.
Selected-lon Monitoring; SIM mode). Nedostatci su joj ograni¢enost na hlapljive,
termostabilne i nepolarne spojeve male molekulske tezine (uglavhom < 500 Da). U
analitickom je dijelu potrebna veca ekspertiza analitiCara U Svezi sa samim izvodenjem
testiranja 1 evaluacijom rezultata. Uzorak za analizu potrebno je prethodno pripremiti
(ekstrakcijom i eventualno derivatizacijom) Sto produljuje vrijeme analize te je cijena

instrumentacije i pojedinacnoga testiranja velika.
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2. HIPOTEZA

Hipoteza je ovoga istrazivanja da se rezultati hitnoga toksikoloskog testiranja akutno
intoksiciranih pacijenata imunokemijskom metodom moraju naknadno provjeriti GC-MS

metodom u svrhu dobivanja sveobuhvatnijega i pouzdanijeg toksikoloskog nalaza.
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3.CILJ

Ovim bi istrazivanjem, koje obuhvaca analizu uzoraka akutno intoksiciranih
pacijenata, trebalo procijeniti znac¢aj primjene GC-MS analize u odnosu na primijenjenu

imunokemijsku tehniku i procijeniti prednosti i nedostatke obiju metoda.
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4.1. Ustroj studije

Provedeno je presjecno istrazivanje.

4.2. Materijali

U istrazivanju su koristeni uzorci krvi i urina 29 pacijenata zaprimljenih u Centar za
objedinjeni hitni prijam (COHP) Klini¢koga bolnickog centra Osijek (KBCO) zbog sumnje na
akutnu intoksikaciju. Uzorci su skupljani tijekom perioda od 2 mjeseca. Uzorci su venske Krvi
uzorkovani u BD Rapid Serum Tube (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
USA) epruvete od 5 mL bez antikoagulansa s dodatkom trombina. Uzorci su krvi potom
centrifugirani 10 minuta na 3500 rpm, a tako je se dobiven uzorak seruma dalje koristio za

analizu. Uzorci su urina prikupljeni u sterilne spremnike za urin.

4.3. Metode

U istrazivanju su koriStene dvije tehnike: imunokemijska i GC-MS. Uzorci su urina
prvo ispitivani imunokemijskom tehnikom (imunokromatografskom i imunokemijskom
metodom u otopini), a potom GC-MS metodom. Uzorci su seruma analizirani samo GC-MS

metodom.
4.3.1. Imunokromatografska test ploc¢ica (TCA)

Siemens Syva® RapidTest d.a.u.® TCA, koriten u ovom ispitivanju, je brzi
kvalitativni imunokromatografski test za dokazivanje prisutnosti TCA-a u urinu. Test ploc¢ica
sastoji se od membrane koja sadrzi testnu liniju oblozenu poliklonalnim antitijelima za
nortriptilin, kontrolnu liniju oblozenu IgG antimi§jim antitijelima ovce I membranu koja
sadrzi obojeno koloidno zlato konjugirano s misjim IgG antitijelima i konjugatom

nortriptilina. Uzorak se urina nanese u jazicu za uzorak (sample well) te on kapilarnim silama
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putuje membranom do testne linije. Ukoliko je TCA prisutan u urinu pacijenta, utoliko se on
natjeCe s obojenim konjugatom TCA za poliklonalna antitijela Sto rezultira pozitivnim

nalazom, a pokazuje se izostankom obojenja testne linije.

Slika 1: Syva® RapidTest d.a.u. ® TCA kit (fotografija autorice)

Protokol je sljedeci:

1. Oznaci se test plocica s podatcima pacijenta ¢iji uzorak testiramo.

2. Otprilike 110 pL (oko 3 kapi) uzorka urina nanese se pomocu jednokratne pipete u jazicu
za uzorak na vertikalno postavljenu ploc¢icu (Slika 3).

3. Nakon 5 minuta, ne vise od 10 minuta nakon nanosenja uzorka, o€ita se rezultat prikazan u

test prozorci¢u (Slika 4).
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Slika 2: Syva® RapidTest d.a.u.® TCA imunokromatografska plo¢ica i jednokratna
pipeta (fotografija autorice)

Slika 3: Nanos$enje uzorka u jazicu (fotografija autorice)
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Syva® RapidTest
d.a.u®Tca

1D

Slika 4: O¢itavanje rezultata (negativno) (fotografija autorice)

4.3.2. Enzimatski homogeni imunotest (EMIT)

Za preliminarno je testiranje ostalih lijekova i sredstava ovisnosti (benzodiazepina —
BZO, barbiturata — BAR, metadona — MTD, opijata — OPI, amfetamina/metamfetamina —
AMF, kokaina — COC, THC) koristena EMIT metoda i automatski analizator Siemens EMIT

Viva E (Slika 5). Instrument sluzi za kvalitativnu ili semikvantitativnu analizu navedenih

supstanci u urinu.

Slika 5: Siemens EMIT Viva E autdmatski aﬁaizator (fotografija autorice)
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EMIT metoda temelji se na kompeticiji izmedu droge u uzorku i droge obiljezene
enzimom glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PDH) za vezna mjesta na antitijelu. Mjeri se
aktivnost enzima, koja pada vezuci se za antitijelo, jer je onemoguceno vezanje supstrata.
Ukoliko je droge iz uzorka vise nego droge obiljezene enzimom, utoliko ¢e se slobodni
aktivni enzim procesom redukcije nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) pretvoriti u NADH,
a ta se promjena mjeri spektrofotometrijski na odredenoj valnoj duljini. Za analizu se koriste
setovi reagensa (Syva® EMIT 11 Plus) za svaku pojedinu drogu (Slika 6). Reagensi se moraju
prije stavljanja na analizator pripremiti prema uputama, a sadrze antitijelo/supstrat reagens i
reagens s enzimom G6PDH. Za svaku je drogu deklarirana preporucena grani¢na

koncentracija (amfetamini 1000 ng/mL; THC 50 ng/mL; ostale supstance 300 ng/mL).

SIEMENS
Syva®
Emie® [[]Ptus Cocaine Metabolite Assay

wo "o Far U
o

Ve e | b H_SIEMENS

e SIEMENS

T (""""' Cocaine Mﬂmlﬂ
o L O i h""‘“'ﬂmmnumn

@ fon onazaul
201&0"”

Slika 6: Syva EMIT 11 Plus set reagensa za detekciju kokaina (fotografija autorice)

Koli¢ina je urina potrebna za izvodenje analize oko 200 pL. Ukoliko je urin zamucen,
utoliko ga je potrebno prethodno centrifugirati. pH vrijednost urina, koja se preporuca, varira

od kiseloga do blago luznatoga (4,5 — 8,0).
4.3.3. Plinska kromatografija spregnuta masenom spektrometrijom (GC-MS)

Za analizu je uzoraka GC-MS metodom koristen uredaj GCMS-QP2010 (Shimatzu,
Japan). Uredaj se sastoji od dvije medusobno povezane jedinice: plinskoga kromatografa
(GC) i masenoga spektrometra (MS). Kao mobilna faza GC-a kori$ten je inertni plin helij,
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99,99%-tne Cistoce 1 kapilarna kolona Agilent J&W dimenzija 30 m x 0,250 x 0,25 um.
Unutrasnjost je kolone oblozena ¢vrstom stacionarnom fazom DM-5MS koja se sastoji od 5

% difenila i 95 % dimetil polisiloksana.

Prije pusStanja uzorka na analizu potrebno je napraviti ekstrakciju uzoraka. U ovom je
istrazivanju za pripremu uzoraka koriStena ekstrakcija tekuce-tekuc¢e (engl. Liquid-liquid
extraction; LLE) koriste¢i DE-TOX-TUBE A (Dyna-tek Industries) (Slika 7). De-tox tube A
sadrzi smjesu organskih otapala i puferirajucih soli (pH = 9). LLE je relativno jednostavna i
brza metoda ekstrakcije kojom se tvari s obzirom na topljivost i pH ekstrahiraju iz uzorka
(anorganskoga dijela vodenoga otapala) u organsko otapalo. Cesto se koristi kao priprema
uzorka za GC-MS te je vazna kada je potrebno brzo odrediti i izolirati nepoznate analite iz
uzoraka. Postupak se ekstrakcije provodi na nacin da se uzorak doda u ekstrakcijsku tubu do
oznake, nakon Cega se tuba lagano mucka, a potom centrifugira na 3000 rpm. Nakon
centrifuge odvoji se gornji organski sloj u vajalicu za uparavanje. Uparavanje do suhoga
provodi se u struji dusika (Slika 8). Upareni se ostatak potom otopi u maloj koli¢ini (oko 150

uL) etilacetata i stavi na nosa¢ uzoraka na GC-MS-u (Slika 9).

Slika 7: De-tox tube A (fotografija autorice)

Osim ekstrakcije, radi poboljsanja hlapljivosti, ucinkovitosti razdvajanja, postizanja

temperaturne stabilnosti i smanjenja interferencija, ponekad je potrebno napraviti i
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derivatizaciju. Ona se u vecini slucajeva radi u obliku alkiliranja, acetiliranja, siliranja,

esterifikacije ili oksidacije. Za THC i THC-COOH koristena je metoda siliranja.

Postupak za ekstrakciju i derivazizaciju THC/THC-COOH-a odvija se u nekoliko koraka:

U De-tox tube A se pipetira 2 mL uzorka urina te dodaje 200 uL. 6M NaOH.
Ostavi se da odstoji na sobnoj temperaturi 30 min.

Centrifugira se 10 min na 3000 rpm.

Nakon centrifuge, u supernatant dodaje se 400 uL koncentrirane octene kiseline.

Dodaje se acetatni pufer ¢iji je pH = 4 do ukupnoga volumena od 5 mL da bi se smanjio

S

pH prije same ekstrakcije.

6. Nadalje, dodaje se 2 mL smjese heksan-etilacetat u omjeru 80 : 20.

7. Promucka se, centrifugira 10 min na 3000 rpm i pipetom odvoji organski dio u staklenu
bocicu za GC-MS.

8. Organski se dio upari u struji dusika do suhoga.

9. Na suhi se ostatak dodaje 30 pL N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) +
trimetilklorosilana (TMCS) (derivatizacijski reagens za siliranje; omjer 99 : 1) te se tuba
zatvori.

10. Ostavi se da odstoji na sobnoj temperaturi 30 min te se analizira u nacinu pracenja

pojedinoga iona (engl. Selected ion monitoring mode; SIM mode).

Slika 8: Uparavanje organskoga dijela nakon ekstrakcije (fotografija autorice)
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Slika 9: Postavljanje uzorka na GC-MS (fotografija autorice)

Uvijeti koristeni u plinskoj kromatografiji prikazani su na Slici 10.

§ Sampler @ GC I§ MSI

SPL1 Inj. Heat Port :

]100.0 T =%
l280.0 o

Inj. Port :

Column Oven Temp. :

Injection Temp. :
Injection Mode : ]spm vl
Sampling Times - 1100 i

—Carier Gas : He  Prim. Press. : 500-500
lLinear Velocity Lj

f How Control Mode :

| Pressure : [674  kPa

Total Flow : ,22—7—_ mL/min
Column How : W— mL/min

. Linear Velocity : W— cm/sec
Purge Fow : [30— mL/min
Split Ratio : IZDO—

Detail of Injection Port... ,

INJ1
e i i
B e T T e
ul—T ---------------------------
as =3 18.3 153 258 =3
==
} Program
| Rate Final Temperature Hold Time -~
| o = 100.0 0.00 I
1] 15.00 285.0 15.00
2| o.00 0.0 0.00 |
2l non nn nnn ] -
Total Program Time : 28.00 min

Thickness : 0.25um
0.25 mm

—Column —
Name DB-5ms
Length : 30.0m Diameter :

Ready Check... ,

Slika 10: Uvjeti za GC (fotografija autorice)
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Nakon razdvajanja uzorka u GC-u, uzorak prelazi u MS. Uvjeti analize koristeni za

pracenje svih iona u MS-u prikazani su na Slici 11. Ti su uvjeti koristeni za toksikoloski
probir.

] Samplerl mjcc & ’S l

GCMS-QP2010
lon Source Temp. 300 0
Interface Temp. : 310 ‘C Detector Voltage (¥ Relative to the Tuning Result " Absolute

Solvent Cut Time : 2 min 0.1 kV
Micro Scan Width : lO u Threshold IO

[ Use MS Program : , GC Program Time 28.00 min
Group#1 - Eventf1

Start Time | End Time Acq. Event Scan Start End Ch1 Ch2
(min) (min) Mode | Time(sec)| Speed m/z miz m/z m/z
1 2.50 28.00 Scan { 0.15 | 3333 35.00 500.00
2 0.00 0.00 Scan f 0.00 | 0| 0.00 | 0.00

Slika 11: Uvjeti za MS (fotografija autorice)

Za analizu THC i THC-COOH koristen je SIM mode. Temperaturni su uvjeti jednaki
prethodnim uvjetima za MS. loni su, koji se detektiraju, 371, 386, 303 (m/z) za THC i 371,
473, 488 (m/z) za THC-COOH. Uvijeti su metode prikazani na Slici 12.

ﬁ Sampler]@GC g Mﬁ}l ‘ Ll

GCMS-QP2010 Lt
lon Source Temp. : 300 C
Interface Temp. : 310 ‘C Detector Voltage : || Relative to the Tuning Result ™ Absolute
Solvent Cut Time : 2 min 0.1 kV
Micro Scan Width : 0 u Threshold : 0
[~ Use MS Program : GC Program Time : 28.00 min
Group#1 - Event#1
Start Time | End Time | Acq. Event Scan Start End Ch1 Ch2 Ch3 I Ch4 I Chs J
(min) (min) Mode | Time(sec)| Speed mlz miz miz miz miz miz m/z
9 1000 | 20.00 Sid 0.20 371.00 386.00 [ 303.00 | 473.00 | 488.00
7 T 0 Y 0 Y

Slika 12: MS uvjeti za THC i THC-COOH (fotografija autorice)
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4.4. Statisticka analiza podataka
Rezultati su istrazivanja prikazani tablicno. Pomocu rezultata dobivenih
imunokemijskom metodom, odredena je osjetljivost i specifi¢nost te metode kao i pozitivna

(PPV) i negativna prediktivna vrijednost (NPV). Osjetljivost i specifi¢nost izraunate Su

pomocu sljedecih formula:

stvarno pozitivni

Osjetljivost = (%)

stvarno pozitivni + laZno negativni

stvarno negativni

Specifi¢nost = (%)

stvarno negativni + laZno pozitivni

Pozitivna prediktivna vrijednost i negativna prediktivna vrijednost izraCunate SU pomocu

sljedec¢ih formula:

stvarno pozitivni
PPV = —————— (%)
stvarno pozitivni + laZno pozitivni

stvarno negativni
NPV = —— — (%)
stvarno negativni + laZno negativni
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Ovim su istrazivanjem analizirani uzorci krvi i urina 29 pacijenata. Buduci da je kod 6

pacijenata naknadno isklju¢ena prisutnost lijekova i sredstava ovisnosti, daljnjom su obradom

obuhvadena 23 pacijenta prosjecne dobi 42 godine (16 do 67). Medu njima je bilo 8

pacijenata Zenskoga i 15 pacijenata muSkoga spola. Rezultati su analize urina i krvi prikazani

u Tablici 2. Pojedinaéni rezultati za svaku supstancu prikazani su u Tablici 3.

Tablica 2: Rezultati analize urina i krvi EMIT i GC-MS metodom

EMIT GC-MS
URIN URIN KRV
NEG Karbamazepin i metaboliti Karbamazepin
Venlafaksin, norvenlafaksin, )
BzO ) Venlafaksin
diazepam, nordazepam
Acetaminofen, propifenazon,
tramadol, N-desmetil )
BzO ) Propifenazon, tramadol
tramadol, bisoprolol,
zolpidem, alprazolam
cocC Kokain metil ekgonin, kokain | Kokain metil ekgonin, kokain
Fentanil, norfentanil, ekgonin
NEG metil ester, ibuprofen, Biperiden
metamizol
Amfetamin i metaboliti,
AMF, BZO -
metadon, oksazepam
870 Propranolol, diazepam, Propranolol, diazepam,
nordazepam nordazepam
NEG Acetaminofen, bisoprolol -
NEG Ketoprofen Ibuprofen, ketoprofen
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Tablica 2: Rezultati analize urina i krvi EMIT i GC-MS metodom (nastavak tablice)

EMIT GC-MS
URIN URIN KRV
NEG Acetaminofen Acetaminofen
Fluvoksamin, kofein, Kofein, diazepam,
TCA, BZO kvetiapin, nordazepam, nordazepam, mirtazapin,
mirtazapin kvetiapin
Diazepam, THC-COOH, .
BZO, TCA, THC o o Diazepam
promazin i metaboliti
Propifenazon, acetaminofen, )
OPI ) Acetaminofen
kodein
Acetaminofen, lidokain, _ ] ]
) Acetaminofen, lidokain,
tramadol, diazepam, _
OPI, BZO ) _ tramadol, klozapin,
nitrazepam, klozapin,
alprazolam
alprazolam
Valproicna kiselina, lidokain,
TCA, BZO biperiden, levopromazin, Valproi¢na kiselina
olanzapin, haloperidol
THC THC-COOH THC-COOH
Diazepam, nordazepam, Metadon, diazepam,
BZO, MTD
metadon nordazepam
OPI Tramadol Tramadol i metaboliti
TCA Promazin i metaboliti Promazin i metaboliti
MTD, BZO Metadon, nordazepam Metadon, diazepam
) ) Metronidazol, diazepam,
BzO Metronidazol, diazepam
nordazepam
OPI Morfin, kodein -
BZO Diazepam, nordazepam Diazepam, nordazemam
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Tablica 3: Pojedina¢ni rezultati za svaku testiranu supstancu (N = 23)

5. REZULTATI

SUPSTANCA STVARNO STVARNO LAZNO LAZNO
POZITIVNI NEGATIVNI POZITIVNI | NEGATIVNI

BZO 11 11 1 0
BAR 0 23 0
TCA 0 19 4 0
MTD 2 20 0 1
cocC 1 21 0 1
OPI 1 19 3 0
AMF 1 22 0 0
THC 2 21 0 0

)3 18 156 8 2

Rezultati su usporedbe pokazali da je 8 rezultata dobivenih imunokemijskom
metodom bilo lazno pozitivno, 18 stvarno pozitivno, 156 stvarno negativho i 2 lazno

negativna.

Iz tih rezultata proizlazi da je osjetljivost imunokemijskoga testa 90 %, a specifi¢nost
95 %. Pozitivna prediktivna vrijednost iznosi 69 %, a negativna prediktivna vrijednost 98 %.
Medutim, ti se rezultati odnose samo na usporedbu rezultata koje je moguce analizirati
koristenim imunokemijskim metodama. Takoder, osjetljivost, specificnost, PPV i NPV
dobiveni su uzimajuci u obzir pojedinacne rezultate za svaki parametar u imunokemijskom
testiranju. Gledajuci sveobuhvatne nalaze dobivene GC-MS metodom, utvrdeno je da je samo
6 pacijenata imalo nalaz imunokemijskim testom koji je bio sukladan nalazu GC-MS
metodom. Kod tih su pacijenata GC-MS metodom nadene samo supstance koje su dale
pozitivan nalaz imunokemijskim testiranjem. 17 je pacijenata imalo supstance Kkoje

imunokemijskom metodom nije bilo moguce potvrditi ni iskljuciti.

U nastavku je prikazan primjer toksikoloske analize urina jednoga pacijenta

imunokemijskom i GC-MS metodom. Preliminarnim je imunokemijskim testiranjem dobiven
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negativan nalaz probira na lijekove i sredstva ovisnosti (Slika 13). Nakon toga je napravljena
analiza GC-MS metodom te je analizom dobiven kromatogram (Slika 14), u kojem je potom
napravljena analiza pojedinacnih pikova (Slika 15) kojom su dobiveni maseni spektri (Slika

16). U konkretnom je slucaju utvrdena prisutnost analgoantipiretika acetaminofena.
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Slika 14: Rezultati GC-MS metodom (kromatogram) (fotografija autorice)
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Slika 15: Analiza pika (acetaminofen) (fotografija autorice)
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Slika 16: Maseni spektar analiziranoga pika (acetaminofen) (fotografija autorice)
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U ovom su istrazivanju rezultati pokazali prisutnost velikoga broja razli¢itih supstanci
pronadenih u urinu i krvi pacijenata koji su zaprimljeni u COPH zbog sumnje na akutnu
intoksikaciju. Testiranjem je dobivena zadovoljavajuca osjetljivost (90 %) i dobra specifi¢nost
(95 %) imunokemijskih testova. Uobi¢ajeno se imunokemijski testovi smatraju dovoljno
osjetljivi, ali nedovoljno specifi¢ni, $to nije pokazano ovim rezultatom. Medutim, rezultati
0voga istrazivanja imaju ograni¢enja zbog maloga broja testiranih pacijenata i zbog relativno
male zastupljenosti testiranih supstanci u njihovim uzorcima. Pouzdaniji bi se rezultati dobili
ispitivanjem specifi¢nosti i osjetljivosti svakoga ispitivanog analita zasebno, no zbog

prethodno navedenih ograniéenja, to u ovom slucaju nije bilo moguce.

Najveci je broj stvarno pozitivnih rezultata analize urina dobiven za benzodiazepine
(11 pacijenata). Istovremeno su benzodiazepini u krvi dokazani kod 7 pacijenata. Jedan je
pacijent imao lazno pozitivan nalaz buduéi da u njegovu uzorku nije naden nijedan lijek iz te
skupine. U njegovu su uzorku urina nadeni valproi¢na kiselina, lidokain, biperiden,
levopromazin, olanzapin i haloperidol. Sirok raspon koriitenja benzodiazepina otezava
razlikovanje farmakoloske upotrebe od zloupotrebe navedenih supstanci kod probira urina na
droge (7). Zbog usmjerenosti imunokemijskih testova uglavnom na glavne metabolite
(oksazepam, nordiazepam), uzimajuci u obzir metabolizam pojedinih BZO-a, tesko je odrediti
radi li se o akutnoj primjeni ili o ovisnosti. Kao i vecina imunokemijskih metoda,
imunokemijski testovi za benzodiazepine takoder mogu dati lazno pozitivne i lazno negativne
rezultate. Sertalin i oksaprozin pokazali su se kao spojevi koji imaju kriznu reaktivnost s
benzodiazepinima (7). Sertalin, antidepresiv iz skupine selektivnih blokatora ponovnoga
unosa serotonina (engl. Selective serotonine reuptake inhibitor — SSRI), pokazao je sklonost
lazno pozitivnim rezultatima. Oksaprozin kao predstavnik nesteroidnih antireumatika moze
dati lazno negativne rezultate prilikom testiranja na benzodiazepine. Zbog toga je pozeljno
imati uvid u listu lijekova koje pacijent uzima (ako ih uzima) da ne bi doslo do pogresnih

zakljucaka.

Triciklicki su antidepresivi pokazali najve¢i broj lazno pozitivnih rezultata (4
pacijenta). Testovi su na TCA tijekom povijesti imali visok udio lazno pozitivnih rezultata

(8). U ovom istrazivanju jednom pacijentu s pozitivnim nalazom TCA imunokemijskim
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testiranjem potvrdnom metodom utvrdeno je prisutstvo kvetiapina u urinu i serumu. Kvetiapin
je antipsihotik prepisivan za lijeCenje shizofrenije. U pismu uredniku Sloana, Havera i Saxona
iz 2000. godine piSe da su u njihovom istrazivanju pacijenti, kojima je prepisan kvetiapin,
imali lazno pozitivne rezultate testa na tricikliCke antidepresive testirane u urinu (9). To je
najvjerojatnije posljedica krizne reakcije zbog strukturne sli¢nosti kvetiapina s TCA-om. U
ovom je istrazivanju kod pacijenta, pozitivnoga na TCA u urinu GC-MS metodom uz ostale
analite, pronaden olanzapin (antipsihotik). On je takoder bio testiran u istrazivanju Sloana i
suradnika te je pokazao minimalnu kriznu reaktivnost S TCA (9). To bi mogao biti razlog
lazno pozitivnoga rezultata dobivenoga u ovom istrazivanju. Nekoliko je izvjesc¢a objavljeno
o interferencijama fenotijazepina u imunokemijskim testovima na TCA (10). S obzirom na to
da je u provedenom istrazivanju u tri slu¢aja pronaden promazin, a u jednom metabolit
levopromazin (lijekovi iz skupine fenotijazina), moguce je da su upravo oni uzrok lazno
pozitivnih rezultata na TCA u ovom istrazivanju. TCA prilikom akutne intoksikacije ima
utjecaj na kardiovaskularni sustav. Najces¢i je kardiovaskularni ué¢inak sinusna tahikardija
koja se moze pripisati inhibiciji ponovne pohrane norepinefrina i antikolinergijskoga
djelovanja (11). Zbog toga je vrlo vazan monitoring pacijenata na terapiji TCA-om i onih Koji

su njima intoksicirani.

Imunokemijsko je testiranje na opijate dalo tri lazno pozitivna rezultata. Mnogi
smatraju da imunokemijski testovi na opijate mogu detektirati sve opioidne supstance. Vecéina
je komercijalnih imunokemijskih testova usmjerena prema slobodnom morfinu i imaju
razliCite stupnjeve krizne reaktivnosti s kodeinom, 6-monoacetilmorfinom, oksikodonom,
hidromorfonom i konjugiranim metabolitima tih droga (12). To moZe stvarati probleme
prilikom interpretacije rezultata. Buduc¢i da kodein i heroin u konaénici daju morfin kao
metabolit, moguce je donijeti krive zakljucke o zloupotrebi npr. heroina ako analiti¢ar nije
upoznat s terapijom koju pacijent uzima (npr. antitusik s kodeinom). Stoga je vazno prije
testiranja pregledati listu lijekova te ukoliko ih pacijent uzima, utoliko odbaciti sumnje na
koriStenje ilegalnih supstanci. Upravo je slican primjer dobiven u ovom istrazivanju — jednom
je pacijentu, koji je imunokemijski bio pozitivan na opijate u urinu, GC-MS metodom
pronaden kodein. Osim kodeina, pronadeni su i propifenazon i acetaminofen. Upravo
propifenazon, acetaminofen, kodein i kofein su glavne sastavnice Caffetina — nesteroidnoga

antireumatika i antipiretika. Poznavaju¢i sastav lijekova i njihovih metabolita, moguce je
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dokazati radi li se o zloupotrebi ilegalnih supstanci. Takoder, da bi se $to jednostavnije
odredila prisutnost opijata kod intoksiciranih pacijenata sa sumnjom na koristenje opijata ili
pacijenata bez jasnih klinickih znakova intoksikacije, pozeljno je sniziti grani¢nu vrijednost
testa iako se time povecava rizik od lazno pozitivnih rezultata. Isto tako, koriStenjem
imunokemijskoga testa usmjerenog na glavni metabolit heroina, 6-monoacetil morfin (6-
MAM) omogucilo bi se lakSe prepoznavanje pacijenata koji su konzumirali heroin ako se
testiranje odvije u detekcijskom prozoru. U dva je slucaja pozitivha na OPI potvrdnom
metodom pronaden tramadol — sintetski opioid. U istrazivanju je Saitmana i sur. (8) navedeno
da tramadol daje kriznu reaktivnost prilikom imunokemijskoga testiranja na opijate, sto bi

moglo objasniti lazno pozitivne rezultate ovoga istrazivanja.

Nadalje, dobiven je jedan lazno negativan rezultat za metadon. Buduéi da je u tom
sluCaju pacijent bio negativan pri testiranju krvi, a u urinu je imunokemijski i GC-MS
metodom utvrdena prisutnost amfetamina i benzodiazepina uz metadon, moze se pretpostaviti
da je pacijent uzeo metadon odredeni period prije provodenja testiranja, odnosno da je proslo
dovoljno vremena da se metadon eliminira iz organizma (> 25 h) te su koncentracije

metadona bile ispod granice detekcije.

Kao §to je i prije navedeno, za velik je broj rezultata, koji su imunokemijski bili
negativni, naknadno GC-MS metodom utvrdena prisutnost supstanci koje mogu dovesti do
teSkoga zdravstvenog stanja pacijenta ako je doslo do ingestije vec¢ih doza (karbamazepin,
acetaminofen). Kod jednoga je pacijenta utvrdena prisutnost karbamazepina, cCesto
prepisivanoga antiepileptika, u urinu i serumu GC-MS metodom. Karbamazepin se obi¢no
smatra lijekom izbora za parcijalne napadaje (sa ili bez sekundarne generalizacije) i moZe biti
znaCajan u prevenciji primarno generaliziranih toni¢ko-klonickih napadaja (13).
Karbamazepini imaju korelaciju doza — uc¢inak te pri ve¢im koncentracijama mogu dovesti do
tezih  kardiovaskularnih komplikacija. Koma, hipoventilacija, aritmije, nestabilna
hemodinamika pa ¢ak i smrt mogu se pojaviti pri intoksikaciji karbamazepinom (14). Takvi se
simptomi lako mogu poistovijetiti s intoksikacijama nekim drugim lijekovima ili sredstvima
ovisnosti te je stoga potrebno dodatno toksikolosko testiranje. Buduci da karbamazepini nisu
u panelu lijekova koji se mogu dokazati imunokemijski, dobiven je negativan rezultat koji

upucuje na vaznost primjene GC-MS metode.
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Acetaminofen, odnosno paracetamol gotovo je najéesce upotrebljavan analgopiretik u
svijetu. U visokim dozama, paracetamol ima jak hepatotoksi¢ni ucinak te moze dovesti do
teSkih posljedica za jetru. U ovom je istrazivanju pronaden kod 4 pacijenta, a kod 3 je se
pacijenta nalazio u urinu i serumu. Rano prepoznavanje i brzo lijecenje s N-acetilcisteinom
moze sprijeciti ozljedu jetre (15). Budu¢i da acetaminofen, kao i karbamazepin, nije u panelu
za imunokemijsko testiranje, dokazan je tek GC-MS metodom. Time je se omogucéila brza
reakcija lijeCnika i1 osigurala promptna terapija takvim pacijentima koji bi u suprotnoj situaciji

mogli imati teske posljedice.

U hitnim je slu¢ajevima, kao $to je akutna intoksikacija, potrebno brzo i sa §to veCom
to¢nosti odrediti supstancu koja je moguci uzrok otrovanja. Probir se urina na droge ¢esto radi
na rutinskim imunokemijskim analizatorima zbog jednostavnosti koristenja, relativno niske
cijene, brzoga dobivanja rezultata i sposobnosti detekcije vise razli¢itih droga i skupina droga
(16). Osim navedenih prednosti, postoji i nekoliko nedostataka imunokemijskih metoda.
Jedan je od najvaznijih problema literaturno opisanih nedovoljna specificnost te metode.
Nedovoljna je specifiénost posljedica kriznih reakcija izmedu strukturno sli¢nih analita pri
¢emu dolazi do lazno pozitivnih rezultata. Prisutni su i lazno negativni rezultati, npr. u
slu¢ajevima razrijedenoga urina ili testiranja van detekcijskoga prozora supstance koju je
pacijent uzeo. Ogranicenost detektiranja samo odredenih supstanci iz panela, ¢ime se mogu
izostaviti supstance, koje su moguci uzroci intoksikacije, takoder predstavlja jo§ jedan
nedostatak tih metoda. Osim toga, imunokemijskim testiranjem nije moguce utvrditi o kojem
se to¢no spoju iz neke skupine radi, Sto je vaZan podatak jer se terapijske i toksic¢ne
koncentracije lijekova iz iste skupine mogu znacajno razlikovati. Takoder, nije moguce
odrediti koliko je vremena proslo od intoksikacije. Stoga se naj¢e$¢e nakon probira poseze za
pouzdanijom, potvrdnom i sveobuhvatnom metodom kao §to je GC-MS, koja se smatra
,,Zlatnim standardom* u toksikologiji, §to potvrduju i mnogi radovi sa slicnim rezultatima kao

u ovom istrazivanju.
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Od ukupno 23 testirana pacijenta, samo je njih 6 imalo nalaz dobiven
imunokemijskom metodom sukladan nalazu GC-MS metodom. 8 je nalaza bilo lazno
pozitivno, a 2 lazno negativna. Osim toga, 16 je pacijenata imalo supstance koje
imunokemijskim testiranjem nije moguce detektirati. Imunokemijska se metoda, iako vrlo
jednostavna i brza, pokazala nedovoljno pouzdanom. Nasuprot tome, GC-MS metoda je
relativno zahtjevna i dugotrajna, medutim omogucava dobivanje pouzdanoga i sveobuhvatnog
nalaza, tako da je njezina primjena pozeljna kad god je to moguce. Potvrdnu je metodu
narocito vazno provesti kada su rezultati imunokemijskoga testiranja pozitivni i kada klinicko

stanje pacijenta ne odgovara nalazu preliminarnoga testiranja.
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Uvod: Akutno otrovanje predstavlja stanje u kojem je potrebna hitna reakcija lije¢nika da bi
se pravovremeno primijenila prava terapija. Buduéi da je stanje akutne intoksikacije ¢esto
nespecificno prema simptomima, a pacijenti nerijetko bez svijesti, potrebna je brza
toksikoloSka analiza. Za analizu se trebaju Koristiti adekvatni uzorci koji ¢e dati najvise
informacija o uzetoj supstanci, medu kojima se izdvajaju urin i krv. Imunokemijske su metode
brze i jednostavne za koriStenje, N0 zahtijevaju potvrdu to¢nijom metodom. lako je GC-MS
metoda zahtjevnija i potrebna je ekspertiza analitiCara, i dalje se smatra najpouzdanijom za

toksikolosko testiranje.

Cilj: Cilj je ovoga istrazivanja usporediti rezultate toksikoloskoga probira imunokemijskom

metodom s rezultatima GC-MS analize i procijeniti prednosti i nedostatke dviju metoda.

Materijali i metode: U ovom presjeCnom istrazivanju koriSteni su uzorci urina i krvi
(seruma) 23 pacijenta prosje¢ne dobi 42 godine zaprimljenih u COPH-u zbog sumnje na
akutno otrovanje tijekom perioda od 2 mjeseca. Analiza je uzoraka urina radena EMIT
metodom na automatskom analizatoru Siemens EMIT Viva E i GC-MS metodom na uredaju
GCMS-QP2010 (Shimatzu, Japan) nakon prethodne pripreme urina tekuc¢inskom
ekstrakcijom.

Rezultati: Od ukupno 23 testirana pacijenta, samo je njih 6 imalo nalaz dobiven
imunokemijskom metodom sukladan nalazu GC-MS metodom. 8 je nalaza bilo lazno
pozitivno, a 2 lazno negativna. Osim toga, 16 je pacijenata imalo supstance koje

imunokemijskim testiranjem nije moguce detektirati.

Zakljucak: Imunokemijska je metoda prikladna za toksikoloski probir, medutim nedovoljno
je specificna i podlijeze lazno pozitivnim rezultatima, stoga se rezultati moraju dodatno

potvrditi pouzdanijom metodom poput GC-MS metode.

Kljuéne rije¢i: otrovanje; EMIT; GCMS

33



9. SUMMARY

9. SUMMARY

Laboratory management of acutely intoxicated patient

Introduction: Acute poisoning represents a state in which a physician's rapid reaction is
necessary to timely apply the right therapy. As the state of acute intoxication is frequently
nonspecific by symptoms and patients are often unconscious, a rapid toxicological analysis is
needed. Adequate samples should be used for the analysis, which will give the most
information about the taken substance, particularly about urine and blood. Immunoassays are
fast and easy to use, but require verification by a more accurate method. Although the GC-MS
method is more demanding and an analyst’s expertise is needed, it is still considered to be the

most reliable for toxicological testing.

Objective: The objective of this research is to compare the results of toxicological
immunoassay screening with the GC-MS analysis results and to estimate advantages and

disadvantages of the two methods.

Materials and methods: This cross-sectional research used urine and blood (serum) samples
of 23 patients aged 42 on average admitted in the emergency department due to suspected
acute poisoning over a period of 2 months. The urine sample analysis was performed by the
EMIT method on Siemens EMIT Viva E automated analyser and by the GC-MS method on
GCMS-QP2010 (Shimatzu, Japan) appliance after a prior preparation of the urine sample by

liquid-liquid extraction.

Results: Out of 23 patients tested in total, only 6 of them had a finding obtained by the
immunochemical method consistent with the results obtained by the GC-MS method. 8
findings were false positive and 2 false negative. In addition, 16 patients had substances that

cannot be detected by immunoassay.

Conclusion: Immunoassay is suitable for toxicological screening, but it is not specific enough
and is subject to false positive results, so the results must be additionally confirmed by a more
reliable method such as the GC-MS method.

Keywords: poisoning; EMIT; GCMS
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