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ABSTRACT

Introduction: The progress of civilization and the development
of pharmaceuticals industry have caused an increase in psy-
choactive substances abuse. That is why there are often cases
of overdose and poisoning with these substances.
Benzodiazepines are among the most commonly used drugs.
They are a group of medications producing sedative, anxiolytic,
hypnotic, myorelaxant and anticonvulsant effects. Benzodiaz-
epines are a large and diversified group of compounds (over
50 different benzodiazepines are used in clinical treatment),
and their metabolites are biologically active. The progress
of technology allows the use of more advanced and accurate
diagnostic methods. The enzyme multiplied immunoassay
technique (EMIT) is a routinely used method in toxicology
laboratories, and it is often employed to determine the concen-
tration of benzodiazepines in tested material. This technique
is quite easy and quick to perform. However, these advan-
tages have different kinds of consequences, e.g. false-positive

ABSTRAKT

Wstep: Postep cywilizacyjny oraz rozwdj przemystu farma-
ceutycznego spowodowaty wzrost naduzywania sSrodkéw psy-
choaktywnych. Dlatego tez nierzadko spotyka sie przypadki
przedawkowania oraz zatru¢ powyzszymi zwigzkami.

Do jednych z najczesciej zazywanych srodkéw psychoaktyw-
nych naleza benzodiazepiny. Jest to grupa lekéw, ktére wykazuja
dziatanie: uspokajajaco-nasenne, przeciwlekowe, rozluzniajace
miesnie i przeciwdrgawkowe. Benzodiazepiny stanowia duza
iréznorodna grupe zwigzkow (ponad 50 réznych benzodiazepin
ma zastosowanie kliniczne), a ich metabolity sa aktywne bio-
logicznie. Postep technologiczny umozliwia stosowanie coraz
nowszych i doktadniejszych metod diagnostycznych. Ruty-
nowo stosowana metoda w laboratoriach toksykologicznych
jest metoda immunoenzymatyczna (enzyme multiplied immuno-
assay technique - EMIT). Technika ta charakteryzuje sie prostota
wykonania oraz krétkim czasem analizy. Nalezy jednak pamie-
tac, ze te zalety niosa za soba réznego rodzaju konsekwencje,
np. w postaci wynikéw fatszywie dodatnich. Dlatego tez tak
wazne jest potwierdzenie wyniku metodami konfirmacyjnymi.
Celem pracy byto zbadanie zjawiska reaktywnos$ci wybranych
benzodiazepin w tescie EMIT*tox™Serum Benzodiazepines Assay.

results. Therefore, it is important to confirm the results with
reference methods.

The aim of this study was to evaluate the reactivity of chosen ben-
zodiazepines using the EMITRtox™Serum Benzodiazepines Assay.
Materials and methods: The precision and accuracy of the
results were calculated. Nine benzodiazepines were analyzed
(chlordiazepoxide, estazolam, flurazepam, medazepam, nitraz-
epam, nordazepam, oxazepam, prazepam, and temazepam)
using the V-Twin System with EMIT technology from Siemens.
Every drug was tested 3 times using different concentrations:
300 ng/mL, 1000 ng/mL, and 2000 ng/mL.

Results and conclusions: The EMIT test showed the highest
precision for the quantitative determination of prazepam, and
the lowest precision for the determination of nitrazepam and
medazepam, whereas the test’s accuracy was highest for the
determination of prazepam, and lowest in the case of nitrazepam.
Keywords: benzodiazepines; drug abuse detection; screening;
serum analysis; immunoassay.

Materialy i metody: Przeprowadzono analize precyzji i doktad-
nosci oznaczen. Przebadano 9 preparatéw benzodiazepin (chlor-
diazepoksyd, estazolam, flurazepam, medazepam, nitrazepam,
nordazepam, oksazepam, prazepam, temazepam) metoda EMIT,
przy zastosowaniu analizatora V-Twin firmy Siemens. Kazdy
lek zostat oznaczony 3-krotnie przy stezeniach: 300 ng/mL,
1000 ng/mL, 2000 ng/mL.

Wyniki i wnioski: Podczas przeprowadzonej analizy immuno-
enzymatycznej (EMIT) stwierdzono, Ze najwyzsza reaktywnos¢
uzyskano podczas oznaczania prazepamu, a najnizsza pod-
czas oznaczania nitrazepamu oraz medazepamu. Podkresli¢
nalezy, ze technika ta nie nadaje sie do iloSciowego oznacza-
nia oksazepamu i temazepamu. Waznymi parametrami metod
analitycznych jest precyzja i doktadno$¢. Najwyzsza precy-
zje uzyskano podczas oznaczania nitrazepamu, a najnizsza
podczas oznaczania prazepamu. Natomiast przy wyznaczaniu
doktadnos$ci pomiaru stwierdzono, ze najwyzsza doktadnos¢
uzyskano podczas oznaczania prazepamu, a najnizsza podczas
oznaczania nitrazepamu.

Stowa kluczowe: benzodiazepiny; wykrywanie naduzywania
lekéw; testy przesiewowe; badanie surowicy; metoda immuno-
enzymatyczna.
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WSTEP

Naduzywanie $rodkéw psychoaktywnych prowadzi do powaz-
nych konsekwencji zdrowotnych. Gléwnym powodem siegania
przez mtodziez po tego typu $rodki jest che¢ przezycia przy-
jemnych doznan, a takze poszukiwanie mozliwo$ci wypet-
nienia wolnego czasu. Doro$li siegaja po srodki psychoak-
tywne, poniewaz nie nadgzajg za zbyt szybkim tempem zycia,
co w konsekwencji prowadzi do depresji, leku czy bezsennosci.
Rozwdj przemystu farmaceutycznego réwniez przyczynit sie
do wzrostu zazywania substancji psychoaktywnych, poniewaz
umozliwit powstanie nowych preparatéw. Ponadto kazdego
roku obserwuje sie wzrost liczby osdéb zatrutych. Najczesciej
odnotowuje sie zatrucia Srodkami uspokajajacymi i nasennymi,
przede wszystkim z grupy pochodnych benzodiazepiny [1, 2].

Budowa chemiczna benzodiazepin oparta jest na szkielecie
1,4-benzodiazepiny. W swojej budowie majg skondensowany
pierscien heterocykliczny i benzenowy, w ktéorym w pozy-
cji 7. znajduje sie najczesciej chlor. Benzodiazepiny dziataja
poprzez specyficzny dla siebie receptor benzodiazepinowy,
ktory sprzezony jest z receptorem GABA. Leki z tej grupy tacza
sie z okre$lonym miejscem na receptorze GABA, ale innym niz
pozycja dla kwasu y-aminomastowego. W ten sposéb poprzez
dziatanie allosteryczne benzodiazepiny nasilajg powinowac-
two GABA do receptora, co powoduje otwarcie kanatu chlor-
kowego. Nastepuje zmniejszenie réznicy potencjatéw pomie-
dzy btong komérkowa a wnetrzem komoérki. W wyniku tego
zdepolaryzowana komorka nerwowa zostaje zablokowana
i nie jest w stanie przewodzi¢ impulséw [3].

Wiekszo$¢ benzodiazepin podawana jest przede wszyst-
kim doustnie ze wzgledu na bardzo dobre wchtanianie z prze-
wodu pokarmowego. Po wchtonieciu benzodiazepiny silnie
wigzg sie z biatkami osocza, sg rozpuszczalne w ttuszczach,
przez co ulegaja kumulacji w tkance ttuszczowej. Metabo-
lizm benzodiazepin przebiega w watrobie, gdzie podlegaja
takim procesom, jak: hydroksylacja, dezaminacja, demety-
lacja, dealkilacja, dekarboksylacja, utlenianie czy redukcja
i sprzeganie z kwasem glukuronowym. W takim potaczeniu
wydalane sg z moczem [4].

Benzodiazepiny sa jednymi z najczesciej przepisywanych
i zazywanych lekéw w Polsce i na §wiecie. Swoim dziataniem
obejmujg wiele obszaréw moézgu, dzieki czemu wykazujq dzia-
tanie nie tylko uspokajajaco-nasenne, ale réwniez: przeciwle-
kowe (kora moézgu), rozluZzniajace mies$nie (rdzen kregowy)
i przeciwdrgawkowe (pien mézgu). Z powodu tak szerokich
mozliwo$ci ich stosowania wynikaja nastepujace problemy:
naduzycie, niewtasciwe zazywanie czy utatwienie przestepstw
kryminalnych. Najcze$ciej notowanymi dziataniami niepoza-
danymi sa splatanie, senno$¢, zaburzona koordynacja, amnezja,
ostabienie sity miesniowe;j [5].

Objawy przedawkowania benzodiazepin to m.in.: sennos¢,
splatanie, ataksja, hipotonia, zaburzenia oddychania, $pigczka.
Szczegdlnie niebezpieczne sa zatrucia mieszane, zwtaszcza
gdy jednocze$nie zazyto inne $rodki dziatajgce depresyjnie
na o$rodkowy uktad nerwowy, np. alkohol etylowy. Obserwuje
sie woéweczas zjawisko synergizmu addytywnego [6].
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Biorac pod uwage ogromna liczbe substancji powoduja-
cych zatrucia oraz fakt, iz zazwyczaj informacje co do rodzaju
przyjetego $rodka sg ograniczone, kluczowa role w podjeciu
wiadciwych dziatan lekarskich odgrywa wynik petnej analizy
toksykologicznej [7, 8]. Analiza toksykologiczna jest trudnym
i wieloetapowym procesem, ktorego celem jest identyfikacja
oraz ilo$ciowe oznaczenie poszukiwanych substancji w mozli-
wie jak najkrétszym czasie. Stosowane metody muszg by¢ swo-
iste i czute. W laboratoriach toksykologicznych standardowo
stosowanymi metodami analitycznymi sa metody immuno-
logiczne i chromatograficzne [8, 9, 10]. Do metod immunolo-
gicznych zaliczane s3 metoda immunoenzymatyczna (enzyme
multiplied inmunoassay technique - EMIT) i metoda immuno-
fluorescencji w $wietle spolaryzowanym (fluorescence pola-
rization immunoassay - FPIA). Metody te pozwalajg na okre-
$lenie stezenia wybranych substancji. Zasada metody EMIT
polega na wspétzawodnictwie o miejsce wigzania przeciw-
ciat pomiedzy substancjg w prébce a substancjg oznakowang
enzymem dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G-6-PDH).
Aktywnos$¢ enzymu obniza sie w wyniku wigzania z prze-
ciwciatem, tak wiec stezenie leku w prébce mozna okreslic,
mierzac aktywnos$¢ enzymu. Aktywny enzym przeksztatca
NAD do NADH, co powoduje zmiane absorbancji, ktérg mozna
mierzy¢ spektrofotometrycznie.

Podstawowg zaleta metod immunologicznych jest brak
koniecznosci izolacji oznaczanych substancji z materiatu bio-
logicznego, co skutkuje uzyskaniem wyniku w krotkim cza-
sie. Zaleta jest rowniez wysoka czuto$¢, prostota wykonania
oznaczenia oraz mozliwos$¢ przeprowadzenia analizy nawet
w przypadku bardzo matej objetosci materiatu biologicznego.
Wada tych metod jest wysoki koszt odczynnikéw, jak réwniez
niespecyficzno$¢ reakcji w obrebie danej grupy farmakolo-
gicznej. Nie kazdy zwigzek w obrebie swojej grupy farmako-
logicznej reaguje z taka sama wydajnoscia, co moze dopro-
wadzi¢ do otrzymania wynikéw fatszywie ujemnych. Dlatego
tez wyznaczenie reaktywnosci poszczeg6lnych pochodnych
benzodiazepiny pozawala na okreslenie przydatnosci klinicz-
nej zastosowanego testu immunologicznego. Kolejnym proble-
mem, ktéry moze pojawic sie podczas analizy, jest zjawisko
reaktywnosci krzyzowej. Zwiazki pochodzace z innej grupy
farmakologicznej, lecz podobne budowg do poszukiwanej sub-
stancji, moga dawa¢ wyniki fatszywie dodatnie. Producenci
testow podaja substancje oraz zakresy ich stezen, ktdre moga
wptyna¢ na wynik badania [10, 11, 12].

Majac na uwadze ograniczenia metod immunologicz-
nych, wyniki uzyskiwane podczas analizy tymi metodami
powinny by¢ weryfikowane metodami konfirmacyjnymi.
Do metod konfirmacyjnych stosowanych w analizie tok-
sykologicznej naleza metody chromatograficzne, takie jak
wysokosprawna chromatografia cieczowa z detektorem dio-
dowym (HPLC/DAD) czy chromatografia cieczowa sprzezona
ze spektrometrem mas (LC/MS). Metody chromatograficzne
charakteryzujg sie bardzo duzg specyficznos$cia, pozwala-
jaca na doktadne okreslenie rodzaju przyjetych substancji,
wysoka czuto$¢ umozliwiajaca detekcje i oznaczenie ilo-
$ciowe niskich stezen substancji. Podstawowa wadg metod
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chromatograficznych jest czasochtonno$¢, poniewaz zawsze
wymagajg etapu izolacji (ekstrakcja ciecz-ciecz, ekstrakcja
ciecz-ciato state) poszukiwanych substancji z matrycy biolo-
gicznej. Ponadto aparaty HPLC, LC/MS sa bardzo kosztowne,
co ogranicza ich zastosowanie w rutynowych laboratoriach
diagnostycznych [9].

Podkre$li¢ nalezy, Ze metody konfirmacyjne typu HPLC,
LC/MS s3 przede wszystkim metodami jako$ciowymi
i iloSciowymi. Jednak oznaczen iloSciowych mozna dokona¢
po wczesniejszej walidacji metody do oznaczania okres$lonych
zwiazkéw, np. mozna iloSciowo oznaczy¢ kazda pochodng
benzodiazepiny. Proces ten jest jednak bardzo pracochtonny
i wymaga duzych naktadéw finansowych. Wydaje sie, ze mozna
bytoby zaoszczedzi¢ czas, jak réwniez obnizy¢ koszty, gdyby
w metodach immunologicznych opracowac reaktywnos$¢
poszczegdlnych benzodiazepin w te$cie stosowanym do ozna-
czenia grupowego. Jednak w praktyce przeliczniki reaktyw-
nosci mozna wykorzystac tylko wéwczas, gdyby okreslona
benzodiazepina zostata zidentyfikowana metoda HPLC, LC/MS,
a nastepnie oznaczona iloSciowo metoda immunologiczna,
z uwzglednieniem znajomosci reaktywnosci wykrytej ben-
zodiazepiny w tym tescie.

Ze wzgledu na problemy wystepujace podczas analizy ben-
zodiazepin metoda immunoenzymatyczng w pracy podjeto
prébe wyznaczenia reaktywnosci wybranych benzodiazepin
w teScie do oznaczenia tej grupy lekéw. Podjeto réwniez probe
wyznaczenia precyzji i doktadnosci pomiaréw.

MATERIALY | METODY

Do badan wybrano nastepujgce substancje: chlordiazepoksyd,
medazepam, nitrazepam, nordazepam, oksazepam, praze-
pam, temazepam, estazolam, flurazepam. Wzorce substancji
w formie liofilizowanej zostaty zakupione od firmy Polfarma.
Roztwory wzorcowe o stezeniu 1 mg/mL uzyskano poprzez
rozpuszczenie odpowiednio odwazonej ilo$ci substancji.
Nastepnie przygotowano roztwory robocze przez 10-krotne
rozcienczenie roztwordw wzorcowych, uzyskujac stezenie
koncowe 100 pg/mL (roztwoér roboczy).

Materiatem biologicznym uzytym do badan byta surowica
krwi ludzkiej zabezpieczona po badaniach toksykologicznych
w Zaktadzie Toksykologii Klinicznej i Sqdowej Pomorskiego Uni-
wersytetu Medycznego w Szczecinie, ktére w badaniu na obec-
nos$¢ lekow z grupy benzodiazepin daty wynik ujemny. Materiat
biologiczny badany byt metodami konfirmacyjnymi - wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa z detektorem diodowym lub
chromatografia cieczowa sprzezong ze spektrometrem mas.

Prébki badane uzyskano przez obcigzenie surowicy odpo-
wiednia objetoscia roztworu roboczego, uzyskujac stezenia
koncowe 300,1000, 2000 ng/mL substancji badanej. Dla kazdej
substancji przygotowano:

— 3 préby o stezeniu 300 ng/mL: do 997 uL surowicy dodano
3 UL wzorca roboczego;

— 3 proby o stezeniu 1000 ng/mL: do 990 puL surowicy
dodano 10 pL wzorca roboczego;
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— 3 préby o stezeniu 2000 ng/mL: do 980 pL surowicy
dodano 20 pL wzorca roboczego.

Dodatkowo dla medazepamu, oksazepamu oraz temaze-
pamu przygotowano prébki o stezeniu 5000 ng/mL.

Reaktywnos$ci wybranych benzodiazepin wyznaczono dla
metody EMIT, wykorzystujac aparat V-Twin firmy Siemens.
Komercyjny test do oznaczen benzodiazepin zostat opracowany
dla diazepamu przez firme Siemens - EMITRtoxTMSerum Ben-
zodiazepines Assay. Razem z odczynnikami zostaty zakupione
kalibratory dedykowane do testu. Krzywa kalibracyjna dla
diazepamu zostata wyznaczona w zakresie 0,0-2000 ng/mL,
natomiast granica ,cut-off” zadeklarowana przez producenta
testu wynosita 70 ng/mL.

Wynik reaktywnosci wyliczono z nastepujacego wzoru:

i o
Reaktywnos$¢=C, /C_x100%,
gdzie: C, - $rednia warto$¢ stezenia oznaczonego, C_ - war-
tos¢ stezenia rzeczywistego.
Precyzja zostata okreslona na podstawie odchylenia stan-
dardowego.

Za miare doktadnosci przyjeto btad wzgledny pomiaréw
i obliczono wg wzoru:

sz = Crz_ Cér/crz x 100%'

gdzie: C_ - stezenie rzeczywiste probki, C, - Srednie stezenie
Z sr
oznaczone.

WYNIKI

Oznaczone warto$ci stezen badanych prébek uzyskano pod-
czas analizy przeprowadzonej aparatem V-Twin firmy Siemens.
W tabeli 1 przedstawiono wyniki reaktywno$ci, jakie uzy-
skano dla poszczegoélnych lekéw. W przypadku wyniku ponizej
70 ng/mL (wartos¢,cut off” metody) dodatkowo wykonywano
analize stezenia 5000 ng/mL badanego zwigzku. W przypadku
prébki badanej prazepamu o stezeniu 2000 ng/mL wyniki uzy-
skano po 2-krotnym rozcienczenia prébki (wyniki pierwszych
pomiaréw powyzej 2000 ng/mL), a nastepnie przeliczeniu
uzyskanego wyniku (przemnozeniu x2).

DYSKUSJA

Metody immunologiczne umozliwiajg szybkie okreslenie ste-
zenia substancji psychoaktywnych w przypadku zatrué [8].
W pracy podjeto probe wyznaczenia reaktywnosci pochodnych
benzodiazepiny (chlordiazepoksyd, medazepam, nitrazepam,
nordazepam, oksazepam, prazepam, temazepam, estazolam,
flurazepam) w tescie do oznaczania benzodiazepiny, ktérego
parametry wyznaczono przy uzyciu diazepamu, podczas ana-
lizy metoda immunoenzymatyczna, uzywajac aparatu V-Twin
firmy Siemens.

Podczas oznaczania reaktywnosci przy stezeniu 300 ng/mL
najwyzsza reaktywnos¢ wykazat prazepam - 93,02%, nato-
miast najnizszg chlordiazepoksyd - 36,10%. Reaktywnos¢
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TABELA 1. Wyniki reaktywnosci, precyzji i doktadnosci pomiaréw dla badanych lekéw

C, (o Reaktywnos¢ sD B,
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
Chlordiazepoksyd 300 108,30 36,10 21,57 63,90
1000 218,40 21,84 33,26 78,16
2000 282,20 14,11 44,43 85,89
Estazolam 300 126,77 42,26 3,93 57,74
1000 267,07 26,71 14,34 73,29
2000 501,23 25,06 21,57 74,94
Flurazepam 300 188,04 62,68 1,81 37,32
1000 389,80 38,98 20,59 61,02
2000 607,60 30,38 23,85 69,62
Medazepam 300 <70 - - -
1000 <70 - - -
2000 <70 - - -
5000 110,00 2,20
Nitrazepam 300 <70 - - -
1000 119,90 11,99 6,24 88,00
2000 182,03 9,10 15,29 90,90
Nordazepam 300 208,63 69,54 1,65 30,46
1000 544,57 54,46 205,46 45,54
2000 807,90 40,40 41,31 59,61
Oksazepam 300 <70 - - -
1000 <70 - - -
2000 <70 - - -
5000 <70 - - -
Prazepam 300 279,07 93,02 6,71 6,98
1000 1001,60 100,16 42,71 0,16
2000 2201,47 110,07 243,58 10,07
Temazepam 300 <70 - - -
1000 <70 - - -
2000 <70 - - -
5000 <70 - - -

C,,— wartosc stezenia rzeczywistego; C, - srednia wartosc stezenia oznaczonego; SD - odchylenie standardowe; B, - btad wzgledny

pozostatych beznodiazepin wynosita odpowiednio: norda-
zepam - 69,54%, flurazepam - 62,68%, estazolam - 42,26%.
Przy stezeniu na poziomie 300 ng/mL nie uzyskano odpo-
wiedzi ze strony: medazepamu, nitrazepamu, oksazepamu,
temazepamu.

Podczas oznaczania reaktywnosci przy stezeniu 1000 ng/mL
najwyzsza reaktywnos$¢ wykazat prazepam -100,16%, a najniz-
szg nitrazepam - 11,99%. Reaktywno$¢ pozostatych pochod-
nych benzodiazepiny przedstawiata sie nastepujaco: norda-
zepam - 54,46%, flurazepam - 38,98%, estazolam - 26,71%,
chlordiazepoksyd - 21,84%. Pomimo zwiekszenia stezenia
nadal nie uzyskano odpowiedzi ze strony medazepamu, oksa-
zepamu oraz temazepamu.

Jako najwyzsze oznaczane stezenie przyjeto 2000 ng/mlL.
Najwyzsza reaktywnos$¢ wykazat ponownie prazepam -
100,07%, a najnizsza nitrazepam - 11,99%. Reaktywnos$¢ pozo-
statych pochodnych benzodiazepiny przedstawiata sie
nastepujaco: nordazepam - 40,40%, flurazepam - 30,38%, esta-
zolam - 25,06%, chlordiazepoksyd - 14,11%. Zaobserwowano,
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ze w przypadku medazepamu, oksazepamu oraz temazepamu
nadal nie uzyskano odpowiedzi.

Aby okresli¢ reaktywno$¢ medazepamu, oksazepamu
i temazepamu, przygotowano probki o stezeniu 5000 ng/mL.
Wynik dodatni uzyskano tylko dla medazepamu, ktéry wyno-
sit 110 ng/mL (reaktywno$¢ na poziomie 2,20%). Podkresli¢
nalezy, iZ mimo wzrostu stezenia oznaczanych benzodiazepin
reaktywno$¢ chlordiazepoksydu, estazolamu, flurazepamu,
nitrazepamu i nordazepamu malata, z wyjatkiem prazepamu,
ktérego reaktywno$¢ wzrastata.

Na podstawie uzyskanych wynikéw w metodzie EMIT
stwierdzono, ze najnizsza reaktywno$¢ krzyzowa wykazy-
wat nitrazepam i chlordiazepoksyd, a najwyzszg prazepam
oraz nordazepam. Podobnie wysoki poziom reaktywnosci dla
prazepamu uzyskali Huang i Moodyt. Srednia reaktywno$¢é
w ich badaniach przy uzyciu techniki immunoenzymatycznej
wynosita dla prazepamu 112,65%. Zaskakujacy byt uzyskany
przez nich wynik dla medazepamu, ktérego $rednia reak-
tywnos¢ wynosita 74,55%. W przeprowadzonych badaniach
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wiasnych wynik reaktywnosci dla medazepamu wyniést zale-
dwie 2,20%. Roéwnie wysoki procent uzyskali dla chlordiaze-
poksydu - 67,80% oraz nitrazepamu - 79,55% w poréwnaniu
do otrzymanych wynikéw wtasnych, odpowiednio 24,02%
oraz10,55% [12].

Huang i wsp. uzyskali wysoki $redni procent reaktywno-
$ci dla nordazepamu, ktéry wynidst 100,88%. Jest on wyzszy
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi podczas prowadzo-
nych badan. Tak wysoki poziom reaktywnosci osiggniety dla
prazepamu moze wynikac¢ z faktu, iz jego budowa jest w naj-
wiekszym stopniu zblizona do budowy diazepamu, ktéry firma
Siemens zastosowata do opracowania parametréw metody
EMIT w tescie do oznaczania benzodiazepin. Fakt ten ttumaczy
réwniez wysoki wynik dla nordazepamu. Natomiast nitraze-
pam oraz chlordiazepoksyd wykazuja najmniejsze podobien-
stwo strukturalne z analizowanych benzodiazepin do diaze-
pamu. W ich strukturze pojawiaja sie dodatkowe atomy azotu,
ktore moga w znaczacy sposob wptywaé na obnizong wartosé¢
reaktywnosci tych zwigzkow [13, 14].

Kolejnym etapem pracy byta ocena precyzji i doktadno-
$ci pomiaréw oraz przygotowanie probek. Precyzja okresla
rozrzut warto$ci mierzonych w efekcie stosowania metody
analitycznej. Z uwagi na warunki ustalania precyzji metody
analitycznej mozna wyrdzni¢ dodatkowe kryterium, czyli
powtarzalno$¢ - analize wykonuje ten sam analityk, na tym
samym aparacie, korzystajac z tych samych odczynnikéw
w krotkich odstepach czasu. Natomiast doktadnos$¢ okresla
zgodno$¢ wynikéw uzyskiwanych dzieki stosowanej metodzie
analitycznej z warto$cig przyjeta jako prawdziwa.

Z przeprowadzonych badan oraz wyliczen wynika, iz wraz
ze wzrostem stezen przygotowywanych i oznaczanych proé-
bek wzrastata wartos$¢ precyzji, czyli rozrzut wynikéw wokaét
$redniej byt coraz wiekszy. Najlepsza precyzje przy stezeniu
300 ng/mL otrzymano przy oznaczeniu nordazepamu (1,65)
i flurazepamu (1,81), najgorsza natomiast przy oznaczeniu
chlordiazepoksydu (21,57). Przy stezeniu 1000 ng/mL najlep-
sza precyzje uzyskano dla nitrazepamu (6,24), a najgorsza
dla prazepamu (42,71). Przy stezeniu 2000 ng/mL najlepsza
precyzje osiggnieto dla nitrazepamu (15,29), a najgorsza dla
prazepamu (243,58).

Na podstawie wynikow i obliczen mozna stwierdzi¢, iz wraz
ze wzrostem stezenia oznaczanej pochodnej benzodiazepiny
wzrastata warto$¢ doktadnosci, czyli Srednie wyniki oznaczen
byty coraz bardziej oddalone do wartosci rzeczywistej. Naj-
lepszy procent doktadnosci przy stezeniu 300 ng/mL zaobser-
wowano dla prazepamu (6,98%), najgorszy dla chlordiazepok-
sydu (63,90%). Przy stezeniu 1000 ng/mL pomiar prazepamu
(0,16%) okazat sie najbardziej doktadny, natomiast najmniej
doktadny dla nitrazepamu (88,00%). Dla stezenia 2000 ng/mL
doktadno$¢ podczas oznaczenia prazepamu wyniosta 10,07%,
a nitrazepamu 90,90%.

Biorac pod uwage uzyskane rezultaty, nalezy rozwazy¢
mozliwo$¢ indywidualnego ustalania procentu reaktywnosci
w metodzie EMIT w danym laboratorium z uwagi na znaczng
rozbiezno$¢ otrzymanych wynikéw z informacjami poda-
nymi przez producenta testu, jak rowniez danymi dostepnymi
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w pi$miennictwie. Podkre$li¢ nalezy, Ze znajomo$¢ reaktywno-
$ci poszczeg6lnych benzodiazepin w tescie grupowym mozna
wykorzystac tylko w przypadku wczesniejszej identyfikacji
danego zwiazku metoda konfirmacyjna, taka jak HPLC czy
LC/MS.

WNIOSKI

1. Metoda immunoenzymatyczna moze by¢ wykorzystana
do analizy ilosciowej wybranych pochodnych benzodiazepiny
po wczesniejszej identyfikacji metoda konfirmacyjng i wyzna-
czeniu reaktywnosci krzyzowej w laboratorium.

2. Metoda immunoenzymatyczna nie moze by¢ stosowana
do analizy ilo$ciowej oksazepamu i temazepamu z uwagi
na brak odpowiedzi ze strony przeciwciat.

3. Najwyzsza precyzje uzyskano podczas oznaczania nitra-
zepamu, a najnizsza podczas oznaczania prazepamu. Natomiast
najwyzsza doktadnos¢ uzyskano podczas oznaczania praze-
pamu, a najnizszg podczas oznaczania nitrazepamu.
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KOMENTARZ

Benzodiazepiny (BDA) nalezg do grupy czesto naduzywanych
lekéw, dlatego ich oznaczanie w materiale biologicznym sta-
nowi wazne zagadnienie praktyczne w codziennej analizie
toksykologicznej. Ma ona na celu wykrycie, identyfikacje oraz
ilo$ciowe oznaczanie poszukiwanych substancji lub ich meta-
bolitéw i jest niezbednym elementem diagnostyki ostrych
zatrug, leczenia uzaleznien i opiniowania sgdowo-lekarskiego.
Z tego wzgledu zasadne i przynoszace wymierne korzysci
sgq wszelkie préby oceny jako$ci analizy toksykologicznej. Jedng
z metod oznaczania BDA jest pétiloSciowa metoda immuno-
enzymatyczna (EMIT). Powszechnie wiadomo, ze podczas jej
stosowania nalezy uwzgledni¢ wptyw tta biologicznego, rézna
reaktywnos¢ poszczegdlnych preparatéw oraz mozliwos¢
reaktywnosci krzyzowej.

Artykul w zasadzie nie zawiera elementéw nowosci nauko-
wej, ale posiada niewatpliwy walor praktyczny. Bardzo przy-
datne wydaje sie poréwnywanie réznych mozliwych metod
oznaczania lekéw w materiale biologicznym ze zwrdceniem
uwagi na ich zalety i wady oraz mozliwo$¢ wykorzystania
w codziennej praktyce klinicznej. Dyskusja na temat proble-
mow interpretacji uzyskanych wynikéw zawsze budzi zain-
teresowanie toksykologoéw klinicznych.

dr hab. n. med., prof. PUM Anna Machoy-Mokrzyrniska

KOMENTARZ

Diagnostyka laboratoryjna srodkéw psychoaktywnych w Pol-
sce nalezy do najstabszych ogniw w systemie dziatan zmierza-
jacych do ograniczenia narkomanii, co wynika gtéwnie z braku
nowoczesnego zaplecza aparaturowego. W konsekwencji nie
ma mozliwosci szybkiej i wiarygodnej identyfikacji przyjetych
Srodkéw uzalezniajgcych. Obecnie w laboratoriach analitycz-
nych do diagnostyki pacjentéw z objawami zatrucia substan-
cjami psychoaktywnymi, a takze do monitorowania terapii czy
w ocenie abstynencji powszechnie wykorzystywane sg testy
immunochemiczne. Testy te nalezg do badan diagnostycznych,
ktére moga by¢ wykonane praktycznie w kazdym laboratorium
analitycznym z uwagi na ich prostote, niski koszt oznaczenia,
krotki czas oczekiwania na wynik, a przede wszystkim brak
konieczno$ci posiadania drogiej aparatury. Pomimo wielu zalet
metody te nie gwarantuja jednak stuprocentowej wiarygodno-
$ci uzyskanych wynikéw, ponadto sa mato specyficzne, co moze
skutkowac¢ uzyskaniem wynikow fatszywie pozytywnych lub
fatszywie negatywnych. Istnieje wiele prac, w ktérych opisano
ograniczenia zwigzane ze stosowaniem testow immunoche-
micznych i interpretacje uzyskanych wynikéw. Autorzy tych
publikacji podkreslajg, ze wyniki fatszywe testéw wynikaja
z ograniczonej specyficzno$ci metod immunoenzymatycz-
nych, a takze obecno$ci substancji interferujacych, takich jak:
leki, uzywki, suplementy diety. Testy immunochemiczne zali-
czane sg do metod przesiewowych. Dodatni wynik badania
przesiewowego oznacza jedynie obecno$¢ w materiale bio-
logicznym zwiazkéw z danej grupy narkotykéw, a uzyskane
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wyniki tych testow powinny by¢ potwierdzone w specjali-
stycznych laboratoriach toksykologicznych metodami refe-
rencyjnymi - chromatografii gazowej lub cieczowej z réznymi
systemami detekcji (HPTLC, GC, HPLC), czy tez technik taczo-
nych (GC/MS, GC/FTIR, LC/MS, HPLC-ESI-MS-MS) umozliwia-
jacych petng identyfikacje i analize sktadnikéw mieszaniny.

Autorzy publikowanego artykutu zaktadaja, Ze znajomos¢
reaktywno$ci poszczeg6lnych benzodiazepin w teScie stoso-
wanym do oznaczenia grupowego pozwoli na zmniejszenie
kosztéw analizy. Niemniej podkreslaja, Ze przeliczniki reak-
tywno$ci moga by¢ wykorzystane po wcze$niejszej identyfika-
cji benzodiazepiny metodg konfirmacyjng. Bardziej wtasciwe
bytoby okreslenie celu jako badania reaktywnosci wybranych
benzodiazepin w kontekscie wptywu na wynik testu immuno-
chemicznego wystandaryzowanego na diazepam. Mozliwo$¢
uzyskania fatszywych wynikéw, zaréwno negatywnych, jak
i pozytywnych, w tescie przesiewowym EMIT dla benzodia-
zepin moze by¢ przyczyng powaznych konsekwencji zaréwno
terapeutycznych, jak i prawnych.

prof. dr hab. Barbara Zieliriska-Psuja

ODPOWIEDZ AUTOROW

W laboratoriach analitycznych rutynowo stosowanymi meto-
dami s3 metody immunoenzymatyczne. Natomiast metody kon-
firmacyjne, takie jak wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC) czy chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrome-
trem mas (LC/MS), sg wykorzystywane w laboratoriach spe-
cjalistycznych (np. toksykologicznych). Oczywiscie, jak stusznie
podkreslit Komentator, nie ma sensu identyfikacja i oznacza-
nie iloSciowe pochodnych benzodiazepiny np. metodg LC/MS,
a nastepnie powrdét do metody immunologicznej (np. EMIT)
w celu oznaczenia ilo§ciowego okreslonej pochodnej. Jednak
z uwagi na ograniczony dostep do specjalistycznej aparatury -
LC/MS, nalezy rozwazy¢ wyznaczenie reaktywnosci krzyzowej
pochodnych benzodiazepiny w metodzie immunoenzymatycznej
w danym laboratorium. Podkresli¢ nalezy, ze w wojewodztwie
zachodniopomorskim (Szczecin) pracuje tylko jedno laborato-
rium wykonujace analize jako$ciowo-iloSciowa pochodnych
benzodiazepiny. Natomiast ilo$¢ laboratoriéw analitycznych
jest znacznie wieksza, gdyz praktycznie wystepuja one przy
kazdym szpitalu na terenie catego wojewddztwa zachodniopo-
morskiego. W przypadku diagnostyki pacjenta (np. ze Swinouj-
$cia) zatrutego okreslong pochodng benzodiazepiny w jednostce
specjalistycznej (laboratorium toksykologiczne w Szczecinie),
badanie kontrolne poziomu leku mogtoby by¢ wykonane w labo-
ratorium analitycznym w Swinoujéciu, jezeli takie laboratorium
dysponowatoby aparatem immunoenzymatycznym i miatoby
wyznaczone reaktywnosci dla poszczegélnych pochodnych
benzodiazepiny. A wiec w takim przypadku jest seans powrotu
do metod immunologicznych. Podkresli¢ nalezy aspekt eko-
nomiczny transportu materiatu biologicznego ze szpitala
z terenu wojewddztwa zachodniopomiorskiego do Szczecina.
Materiat biologiczny podczas transportu musi mie¢ zapew-
nione specjalne warunki, a to zawigzane jest z kosztami.
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