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PRACE ORYGINALNE
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Test kontroli oznaczania srodkdw uzalezniajgcych we wiosach jako

miernik jakosci analizy toksykologicznej

A proficiency test of hair for the analysis of drug abuse as an index of quality

of toxicological analysis

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej CM UJ
p.o. Kierownik: prof. dr hab. Matgorzata Ktys

Swiatowe Towarzystwo Badania Wioséw (The Society of
Hair Testing — SoHT) w 2004 roku po raz czwarty byto
organizatorem testu kontroli jako$ci wynikéw analizy $rod-
kow uzalezniajacych we wiosach (2004 Proficiency Test
on Drugs of Abuse in Hair). Do testu przystapito 23 labo-
ratoria toksykologiczne, w tym Pracownia Toksykologii
Katedry Medycyny Sadowej CM UJ. Przystano do anali-
zy pie¢ probek wtoséw celem oznaczenia w nich kseno-
biotykdw w zakresie czterech grup $rodkéw uzalezniaja-
cych: opioidow (6-monoacetylomorfiny, morfiny, kodeiny),
amfetamin (amfetaminy, metamfetaminy, 3,4-metyleno-
dioksyamfetaminy — MDA, 3,4-metylenodioksymetamfe-
taminy — MDMA, 3,4-metylenodioksyetylamfetaminy —
MDEA), kokainy i jej metabolitow (benzoiloekgoniny, ko-
kaetylenu) oraz kannabinoli (A°-terahydrokannabinolu —
9-THC, kannabinolu — CBN). Uzyskano pozytywne wyni-
ki we wszystkich grupach oznaczanych ksenobiotykow.
Do analizy badanych prébek zastosowano metode chro-
matografii cieczowej sprzezonej z tandemowg spektro-
metrig mas w opcji chemicznej jonizacji pod ci$nieniem
atmosferycznym (LC-APCI-MS-MS) i chromatografii ga-
zowej sprzezonej z tandemowg spektrometrig mas (GC-
EI-MS-MS) z jonizacjg elektronowa.

The Society of Hair Testing — SoHT organized a quality
control test: ,,2004 Proficiency Test on Drugs of Abuse in
Hair”. 23 toxicological units participated in the test, among
them the Toxicological Laboratory of The Institute of
Forensic Medicine CM UJ.

Five hair samples were obtained for analysis comprising
four groups of drugs of abuse as follows: opioids (6-mo-
noacethylmorphine, morphine, codeine), amphetamine

(amphetamine, methamphetamine, 3,4-methylendioxy-
amphetamine — MDA, 3,4-methylendioxymethampheta-
mine — MDMA, 3,4-methylendioxyethylamphetamine —
MDEA), cocaine and metabolites (benzoiloecgonine, co-
caethylene) and cannabinoids (D9-tetrahydrocannabinol
—9-THC, cannabinol — CBN). Obtained results were eva-
luated positively in all groups of drugs which were the
subject of examination.

Liquid chromatography coupled with tandem mass spec-
trometry in chemical ionization under atmospheric pres-
sure option (LC-APCI-MS-MS) and gas chromatography
coupled with tandem mass spectrometry and electron-
impact ionization mode (GC-EI-MS-MS) were applied for
analysis of analytes.

Stowa kluczowe: test kontroli jakosci wynikow,
$rodki uzalezniajgce we wiosach, LC-APCI-MS-
MS, GC-EI-MS-MS

Key words: Proficiency Test on Drugs of Abuse in
Hair, drugs of abuse in hair, LC-APCI-MS-MS, GC-
EI-MS-MS

WSTEP

Stowarzyszenie Toksykologdéw Sgadowych — So-
ciety of Forensic Toxicologists (SoFT) w 1990 roku
wydato o$wiadczenie nastepujacej tresci:

Wiosy moga by¢ uzytecznym materiatem do
sadowych badan toksykologicznych, kiedy wyniki
ich analizy zostang poparte innymi dowodami uzy-
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wania nielegalnych substanciji. Analizy moczu i wto-
sO6w moga by¢ dziataniami komplementarnymi.
Mocz dostarcza informacji na temat niedawnego
uzycia, wtosy za$ méwia o dituzszej historii uzywa-
nia [11, 13].

W 1996 roku w Genui Towarzystwo Badania Wto-
séw — , The Society of Hair Testing SoHT” na jednej
ze swoich konferencji wydato kolejne o$wiadcze-
nie dotyczace analizy wiosow:

1. ,Pobieranie probki wioséw powinno odbywacé
sie przy respektowaniu prawnych i etycznych
praw danej osoby, a takze podstawowych
praw cztowieka. Prébka powinna by¢ pobra-
na w srodowisku nie zanieczyszczonym nar-
kotykami, przez odpowiednio przeszkolong
osobe, niekoniecznie lekarza. Wystarczajgca
ilos¢ wioséw powinna by¢ pobrana w celu
zapewnienia mozliwosci przeprowadzenia
analizy poréwnawczej przez inne laboratoria.
Prébka powinna by¢ pobrana z potylicznej
czesci gtowy w okolicy karku w sposéb umoz-
liwiajgcy identyfikacje koncow.

2. Materiat referencyjny powinien by¢ przygo-
towany z wloséw pobranych od rzeczywistych
narkomanow. Zawartos¢ w nim narkotykéw
powinna by¢ zbadana przez laboratoria re-
ferencyjne.

3. Analiza powinna by¢ prowadzona w zmierzo-
nym segmencie wiosow.

4. Wszystkie prébki powinny by¢ poddane pro-
cedurom dekontaminacyjnym, sktadajgcym
sie z trzech czesci: faza organiczna, faza
wodna, organiczna lub wodna.

5. Rozpuszczalnik uzyty do mycia moze by¢
poddany analizie na obecno$¢ substanc;ji
analizowanej we wiosach jesli to konieczne.

6. Wszystkie pozytywne wyniki uzyskane meto-
dami skryningowymi powinny by¢ potwier-
dzone innymi bardziej czutymi i specyficzny-
mi fizykochemicznymi metodami np. GC-MS,
LC-MS.

7. W celu identyfikacji zanieczyszczenia ze-
wnetrznego powinny by¢ uzyte cztery kryte-
ria: identyfikacja metabolitow, okreslenie sto-
sunku stezen metabolit/macierzysta substan-
Cja, oznaczenie stezenia danej substanciji
w partiach rozpuszczalnikdéw stosowanych do
dekontaminaciji, ustalenie odpowiednich war-
tosci cut-off” [11, 13].

Do oznaczania we wtosach rekomendowane
moga by¢ nastepujace metabolity substancji psycho-
aktywnych: benzoiloekgonina i kokaetylen w przy-
padku naduzywania kokainy, 6-monoacetylomorfi-
na i morfina w przypadkach stosowania heroiny,
kwas 11-nor-9-karboksy-A°-tetrahydrokannabinolo-
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wy jako biomarker konsumpcji produktow canna-
bis zawierajacych A®-tetrahydrokannabinol (9-THC).
Dla amfetamin brak jest charakterystycznych bio-
markerow [13].

W 2003 roku w czasie kolejnego spotkania czton-
kéw SoHT w Heraklionie (Kreta) dyskutowano nad
Konsensusem, ktéry zawiera¢ miat ostateczne za-
lecenia dotyczgce analizy substancji psychoaktyw-
nych we witosach oraz sposobu interpretacji uzy-
skanych wynikéw. Oficjalng jego tre$¢ wydano pod-
czas spotkania czionkéw zarzadu SoHT w styczniu
2004 roku w Sewilli (Hiszpania) [12].

Konsensus zawiera bardzo precyzyjne zalece-
nia dotyczace pobierania, transportu, przechowy-
wania probek wioséw oraz prowadzenia procedur
dekontaminacyjnych. Porusza on wazng kwestie
analityczna, jakg jest roztwarzanie matrycy wtosa
i sposoby izolacji z niej ksenobiotyku, dopuszcza-
jac jednak pewna dowolno$¢ laboratoriom. Roztwa-
rzanie moze poprzedza¢ ekstrakcje, ale rowniez
moze by¢ wytaczone z procedury przygotowawcze;j
na rzecz bezposredniej ekstrakciji ze statej matrycy
witosa po jej odpowiednim rozdrobnieniu [12].

Fundamentalng czescig Konsensusu sa jednak
jasno sprecyzowane wartosci progowe tzw. cut-off
poddane procedurom walidacji metod stosowanych
we wstepnej analizie przesiewowej oraz metod po-
twierdzajgcych, obejmujacych analize czterech re-
komendowanych grup substancji psychoaktyw-
nych.

Zalecenia sg nastepujace:

1. Opiaty

Test immunochemiczny:

= stezenie 0,2 ng/mg dla morfiny lub 6-MAM

musi prowadzi¢ do uzyskania dodatniego
wyniku.

Test chromatograficzny:

= LOQ <£0,2 ng/mg dla kazdego zwigzku z tej

grupy,

= rozréznienie konsumenta heroiny od morfiny

czy kodeiny powinno by¢ przeprowadzone na
podstawie oznaczenia stezenia 6-MAM.

2. Kokaina

Test immunochemiczny:

= stezenie 0,5 ng/mg dla kokainy musi prowa-
dzi¢ do uzyskania dodatniego wyniku.

Test chromatograficzny:

= LOQ < 0,5 ng/mg dla kokainy, LOQ < 0,05
ng/mg dla metabolitow,

» analiza chromatograficzna powinna zawiera¢
oproécz macierzystej kokainy jeden z naste-
pujacych metabolitéw: benzoiloekgonine,
kokaetylen, norkokaine lub ester metylowy
ekgoniny.
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3. Amfetaminy

Test immunochemiczny:

= stezenie 0,2 ng/mg oddzielnie dla kazdej po-
chodnej musi prowadzi¢ do uzyskania dodat-
niego wyniku.

Test chromatograficzny:

LOQ <£ 0,2 ng/mg dla kazdego zwigzku z tej

grupy.

4. Kannabinole

Test immunochemiczny:

» stezenie 0,1 ng/mg 9-THC musi prowadzi¢
do uzyskania dodatniego wyniku.

Test chromatograficzny:

= LOQ <£0,1 ng/mg dla 9-THC,

= LOQ <0,2 pg/mg dla THC-COOH,

= oznaczenie THC-COOH jest bezwzglednie
wymagane dla potwierdzenia stosowania pro-
duktéw cannabis [12].

Polityka Polskiego Centrum Akredytacji (PCA)
dotyczaca badania biegtosci jest zgodna z dokumen-
tami EA-2/10 EA Policy for Participation in National
and International Proficiency Testing Activities oraz
EA-03/04 Use of Proficiency Testing as a Tool for
Accreditation in Testing. Norma PN-EN ISO/IEC
17025:2001 wymaga od laboratoriéw posiadania
procedur sterowania jako$cia, by zapewnic¢ state mo-
nitorowanie miarodajnos$cia wynikéw badan / wzor-
cowan dostarczonych klientom. Warto tutaj przyto-
czy¢ dwie podstawowe definicje podane w ISO/IEC
Guide 43-1 Proficiency testing by interlaboratory com-
parison — Part 1: Development and operation of pro-
ficiency testing schemes, a mianowicie:

» badanie biegtosci (PT, proficiency testing) —
okreslenie, za pomoca poréwnan miedzylabo-
ratoryjnych, zdolnoéci laboratorium do prze-
prowadzenia wzorcowan, badan lub zdolno-
$ci jednostki inspekcyjnej do przeprowadze-
nia badan,

* poréwnanie miedzylaboratoryjne (ILC, in-
terlaboratory comparison) — zorganizowanie,
wykonanie i ocena wzorcowan / badan tego
samego typu lub podobnych obiektéw wzor-
cowan / badan przez co najmniej dwa labo-
ratoria, zgodnie z uprzednio ustalonymi wa-
runkami [9].

Jednym z zadan SoHT jest prowadzenie progra-
mow badania biegto$ci metod analizy substanciji
kontrolowanych we wtosach, stosowanych przez la-
boratoria sgdowe, specjalizujgce sie w tego typu
ekspertyzach. Badaniu biegtosci podlegajg metody
analityczne wykorzystywane do oznaczania wybra-
nych grup substancji psychoaktywnych we wtosach,
obejmujacych opioidy, pochodne amfetaminy, koka-
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ine i kannabinole. W ramach tego programu SoHT
przesyfa ,autentyczne” prébki wioséw pobrane od
osbéb naduzywajgcych substancji psychoaktywnych
do zainteresowanych instytucji. Kazdy z uczestnikow
przeprowadza oznaczenie w matrycy tych samych
analitbw, a nastepnie uzyskane wyniki przesyta do or-
ganizatora programu, gdzie dokonuije sie ich poréw-
nania z rezultatami otrzymanymi przez zdefiniowane
laboratoria referencyjne. Laboratorium uczestnicza-
ce w programie badania biegto$ci zobowigzane jest
dokona¢ oznaczenia objetych testem substancji, tymi
samymi metodami, ktére stosuje w rutynowych ozna-
czeniach [12].

Potwierdzeniem biegtosci laboratorium sgdowe-
go w zakresie danych analiz sg pozytywne wyniki
uzyskiwane w miedzylaboratoryjnych badaniach.
Nalezy jednakze zaznaczyé¢, ze pozytywne wyniki
uzyskane w badaniach miedzylaboratoryjnych,
w zakresie oznaczania danego analitu, w szczegél-
nosci w prébkach wioséw, nie musza jednoczesnie
oznacza¢ podobnej biegtosci w analizie innego ro-
dzaju prébek np. w surowicy czy moczu [15].

SoHT byt organizatorem kilku testéw tego typu.
Poczatkowo nie byty one przeprowadzane regular-
nie, pierwszy przeprowadzono w 1995 roku, kolej-
ny w 1997, nastepny w 2001, za$ czwarty w 2004
roku [5].

MATERIAL | METODY

Materiat biologiczny
a) piec¢ probek wtoséw poddanych segmentac;ji
na 1 cm odcinki oznaczone kolejno od A -E,
b) prébki kontrolne — wtosy pobrane od wolon-
tariuszy, nie przyjmujacych substancji psy-
choaktywnych.
Wzorce substancji psychoaktywnych oraz
inne odczynniki chemiczne
Roztwory wzorcowe o stezeniu 1 mg/ml morfiny,
kodeiny, 6-monoacetylomorfiny, kokainy, benzoilo-
ekgoniny, kokaetylenu, amfetaminy, metamfetaminy,
MDA, MDMA, MDEA, A°-tetrahydrokannabinolu, kwa-
su 11-nor-9-karboksy-A°-tetrahydrokannabinolowego
oraz roztwory wzorcowe o stezeniu 0,1 mg/ml morfi-
ny-d,, kodeiny-d,, 6-MAM-d,, kokainy-d,, benzoilo-
ekgoniny-d,, kokaetylenu-d,, amfetaminy-d,, me-
tamfetaminy-d,, MDA-d,, MDMA-d,, MDEA-d,, A®-
-tetrahydrokannabinolu-d, i kwasu 11-nor-9-karbok-
sy-A®-tetrahydrokannabinolowego-d,. Substancje
wzorcowe zakupiono w firmie LGC Promochem
(Polska).
Acetonitryl czystosci spektralnej (Merck, Niem-
cy), aceton, n-heksan, metanol czystosci cz.d.a.
(POCh, Polska).
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O znaczanie opioidéw, amfetamin
oraz kokainy i jej metabolitéw

Przygotowanie probek wiosow

Prébki wiosow o dtugosci segmentéw 1 cm pod-
dano procedurze dekontaminacji z uzyciem n-hek-
sanu, a nastepnie acetonu z jednoczesnym pod-
daniem prébek dziataniu ultradzwiekow. Prébki su-
$zono na powietrzu, a nastepnie rozdrabniano przy
uzyciu mtynka kulowego. Odwazono po dwie 20
mg porcje z kazdej probki i wzbogacano dodatkiem
odpowiednich standardéw wewnetrznych w steze-
niu 1 ng/mg (20 ng w 20 ul). Izolacje ksenobioty-
kéw z matrycy prowadzono stosujac jako ekstra-
hent metanol i ponownie poddajac prébki 1 h dzia-
taniu ultradzwiekdw w temperaturze 50° C, po czym
probki pozostawiano na okres okoto 17 h. Po tym
czasie metanol dekantowano, a nastepnie odparo-
wywano w strumieniu azotu. Przed analizg ekstrak-
ty rozpuszczano ilosciowo w 100 ul mieszaniny faz
A i B do HPLC w stosunku objeto$ciowym 95:5.

Technika analityczna

Chromatograf cieczowy sktada sie z nastepuja-
cych elementow: pompy gradientowej TSP P4000,
degazera SCM 1000 oraz autosamplera TSP A3000
(Finnigan MAT, USA). Rozdziat chromatograficzny
prowadzono na kolumnie LiChroCART z wypetnie-
niem Purospher RP-18 125 x 3 mm i rozmiarem zia-
ren 5 um (Merck, Niemcy). Faza ruchoma A sktada
sie z 0,1% wodnego roztworu kwasu mréwkowego
i B z acetonitrylu. Przeptyw faz ruchomych odbywa
sie w zaprogramowanym gradiencie ich udziatu ze
statg szybkoscig 400 wl/min.

Spektrometr mas LCQ (Finnigan MAT, USA) z ana-
lizatorem w postaci kwadrupolowej putapki jonowej
wyposazonej w gtowice do chemicznej jonizacji pod
cisnieniem atmosferycznym (APCI). Parametry pra-
cy APCI optymalizowano dla kazdego analitu. Spek-
trometr mas pracowat w opcji MS-MS, w ktérym to
jony protonowe [M+H]* (okno izolacji 2 a.m.u. dla
kazdego analitu) poddawano rozbiciu do jonéw po-
tomnych przy zoptymalizowanej warto$ci energii
kolizji. Monitorowanie produktéw prowadzono w opciji
skanowania petnego widma masowego w zakre-
sach uzaleznionych masami powstajgcych jonow
potomnych.

Oznaczenie A®-tetrahydrokannabi-
nolu i kannabinolu

Przygotowanie probek wiosow
Prowadzono analogiczng procedure jak po-
przednio przy wstepnym procesie przygotowania
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materiatu. Roztwarzanie matrycy wtoséw przepro-
wadzono przy uzyciu 1 M NaOH w temperaturze
95° C przez 10 minut, po czym izolacje kannabinoli
prowadzono przy uzyciu mieszaniny n-heksanu
z octanem etylu w stosunku objeto$ciowym 9:1. De-
rywatyzacje kannabinoli prowadzono mieszaning
BSTFA z 1% TMCS (Sylon BFT).

Technika analityczna

Zastosowano chromatograf gazowy TRACE (Ther-
mo Electron, USA). Rozdziat chromatograficzny pro-
wadzono na kolumnie HP-5MS, 30 m x 0,25 mm I.D.,
grubos¢ filmu 0,25 um (Agilent Technologies, USA).
Zastosowano nastepujacy program temperaturowy
—120° C (0,5 min), do 230° C — 30° C/min, a nastep-
nie 15° C/min do 310° C (7 min). Temperatura iniek-
tora i linii transferowej wynosita 275° C. Nastrzyk
prébki o objetosci 1 ul na kolumne chromatogra-
ficzna odbywat sie w opcji splitless (1 min).

Zastosowano spektrometr mas Polaris Q (Ther-
mo Electron, USA) wyposazony w analizator mas
typu kwadrupolowej putapki jonowej z jonizacjg
elektronowa. Temperatura putapki wynosita 230° C.
Spektrometr mas pracowat w opcji MS-MS,
w ktérej to powstajace jony molekularne M+ (okno
izolacji 2 a.m.u. dla kazdego analitu) poddawano
rozbiciu do jonéw potomnych przy zoptymalizowa-
nej wartosci energii kolizji. Monitorowanie jonow
potomnych prowadzono w opcji skanowania pet-
nego widma masowego w zakresach uzaleznionych
masami powstajacych jonéw fragmentowanych.

WYNIKI

Wstepna faza badan polegata na wyznaczeniu
parametrow analitycznych, warunkujacych witasci-
wy poziom analizy.

W tabeli | przedstawiono parametry uzyskane
zastosowanymi metodami analitycznymi w konfron-
tacji zrekomendowanymi przez SoHT. Przedstawio-
ne dane pozostajg w analitycznej zgodnosci.

W tabelach Il (a-e) zamieszczono wyniki badan
identyfikacyjnych uzyskanych w tescie.

W tabelach Ill (a-), IV (a-c) i V (a-€) przedstawiono
wyniki oznaczen substanciji uzalezniajacych z nasze-
go laboratorium w probkach odpowiednio B, C i E
w konfrontacji z wynikami uzyskanymi przez innych
uczestnikow testu oraz laboratoriami referencyjny-
mi.
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Tabela |. Granice oznaczalnosci (LOQ) metod stosowanych w Pracowni Toksykologii Katedry Medycyny Sadowej
CM UJ w analizie ponizszych substancji psychoaktywnych we wiosach oraz wartosci LOQ rekomendowane przez
SoHT.

Table | . Limit of quantitation (LOQ) of the methods used in the Toxicology Laboratory of The Institute of Forensic
Medicine CM UJ for analysis of psychoactive substances in hair and the values recommended by SoHT.

OPIOIDY LOQ (ng/mg) LOQ -SoHT (ng/mg)
6-MAM 0,1 0,2
Morfina 0,1 0,2
Kodeina 0,1 0,2
KOKAINA

Kokaina 0,05 0,2
Benzoiloekgonina 0,05 0,05
Kokaetylen 0,05 0,05
AMFETAMINY

Amfetamina 0,2 0,2
Metamfetamina 0,2 0,2
MDA 0,2 0,2
MDMA 0,2 0,2
MDEA 0,2 0,2
KANNABINOLE

AS-THC 0,1 0.1
Kannabinol 0,01 -
AS-THC-COOH n.a. 0,0002

Tabele Il (a-e). Wyniki identyfikacji ksenobiotykéw w probkach wioséw przeprowadzonej w Pracowni Toksykologii
Sadowej Katedry Medycyny Sadowej CM UJ w konfrontacji z wynikami identyfikacji uzyskanymi przez laboratoria
referencyjne.

Tables Il (a-e). The results of xenobiotics identification in hair samples carried out in Toxicology Laboratory of The
Institute of Forensic Medicine CM UJ confronted with the results obtained by reference units.

a) d)

Probka A Prébka D
Substancja A T F Substancja A T F
Ksenobiotyki N N Ksenobiotyki N N
b) e)

Prébka B Probka E
Substancja A T F Substancja A T F
6-MAM P P 6-MAM P P
Morfina P P Morfina P P
Kodeina P P Kodeina P P
Kokaina P P Kokaina P P
Benzoiloekgonina P P Benzoiloekgonina P P
9-THC P P
Amfetamina P P
Metamfetamina P P
MDMA P P
C) A — wynik naszego laboratorium

P T — wynik laboratorium referencyjnego

Probka C F — wynik bledny
Substancja A T F N — wynik negatywny
Kokaina P P P — wynik pozytywny
Benzoiloekgonina P P
9-THC P P
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Tabele Ill (a-j). Wyniki analizy ilosciowej $rodkéw uzalezniajacych w probce wioséw B przeprowadzonej w Pracowni
Toksykologii Katedry Medycyny Sadowej CM UJ.

Tables Ill (a-j). The results of quantification drugs of abuse in hair sample B carried out in Toxicology Laboratory of
The Institute of Forensic Medicine CM UJ confronted with the results obtained by other participants of the test and

reference units.

a)
Dane Lab. uczest.
N 21
Max 29
) Min 0,22
Srednia 0,84
Mediana 0,67
S.D. 0,59
Laboratorium 11 1,45
b)
Dane Lab. uczest.
N 19
Max 1,80
) Min 0,10
Srednia 0,48
Mediana 0,50
S.D. 0,38
Laboratorium 11 0,19
c)
Dane Lab. uczest.
N 10
Max 0,90
. Min 0,06
Srednia 0,24
Mediana 0,19
S.D. 0,23
Laboratorium 11 0,11
d)
Dane Lab. uczest.
N 12
Max 0,88
) Min 0,03
Srednia 0,38
Mediana 0,30
S.D. 0,26
Laboratorium 11 POS
e)
Dane Lab. uczest.
N 15
Max 1,40
) Min 0,20
Srednia 0,51
Mediana 0,39
S.D. 0,37
Laboratorium 11 0,40

Mediana
ucrestuakiw
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f)
Dane Lab. uczest.
N 20
Max 6,70
~Min 0,70
Srednia 2,60
Mediana 2,19
S.D. 1,51
Laboratorium 11 4,39
9)
Dane Lab. uczest.
N 20
Max 14,07
~Min 2,60
Srednia 6,83
Mediana 6,83
S.D. 3,00
Laboratorium 11 14,07
h)
Dane Lab. uczest.
N 9
Max 0,60
) Min 0,16
Srednia 0,35
Mediana 0,30
S.D. 0,15
Laboratorium 11 POS
i)
Dane Lab. uczest.
N 23
Max 8,15
~Min 0,60
Srednia 2,65
Mediana 2,50
S.D. 1,43
Laboratorium 11 8,15
)
Dane Lab. uczest.
N 20
Max 5,15
) Min 0,31
Srednia 1,72
Mediana 1,85
S.D. 1,04

Laboratorium 11

5,15
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Tabele IV (a-c). Wyniki analizy ilosciowej $rodkdw uzalezniajacych w prébce wtoséw C przeprowadzonej w Pracowni
Toksykologii Katedry Medycyny Sadowej CM UJ.

Tables IV (a-c). The results of quantification drugs of abuse in hair sample C carried out in Toxicology Laboratory of
The Institute of Forensic Medicine CM UJ confronted with the results obtained by other participants of the test and

reference units.

a)
Dane Lab. uczest. Kokaina ~
N 21 Nediams Peni
Max 111,05 e ]| e
, Min 14,70 ill1%
Srednia 36,30 _ il
Mediana 32,00 ~An14a1000 '
SD. 20,60 QUL J AN
Laboratorium 11 111,05 RLIRICIZ Sis o
b)
Dane Lab. uczest. =
N o1 Benzoiloekgonina
Max 37,61 uc\z‘:s:ﬁ[':u : Idl:t::::::w
] Min 5,60 festu Irnfimc”nyﬂ!
Srednia 14,01 1 A
Mediana 12,50 1 _aanaln ‘]'"-} -I 1 i
o ARANRRAARARY
Laboratorium 11 37,61 e R e PR
c)
Dane Lab. uczest.
N 14 THC f
Max 1,72 Mehe
~Min 0,06 Faomerd
Srednia 0,63 _Aar il L
Mediana 0,52 1 _aal ‘ N | 'y
S.D. 0,49 4 THEEERL
g Wy oy B M Y Y B B BY )
Laboratorium 11 POS g T T 8 12 e

Tabele V (a-e). Wyniki analizy iloSciowej $rodkéw uzalezniajacych w probce wioséw E przeprowadzonej w Pracowni
Toksykologii Katedry Medycyny Sadowej CM UJ.

Tables V (a-e). The results of quantification drugs of abuse in hair sample E carried out in Toxicology Laboratory of
The Institute of Forensic Medicine CM UJ confronted with the results obtained by other participants of the test and
reference units.

a)
Dane Lab. uczest. i s i
N 23 o) 6-monoacetylomorfina e m;:; -

Max 1 0’20 |mt.1c=.-:|dll|:|::u : 1 Rrﬂ‘m:” "}d‘
) Min 1,78 testu

Srednia 4,16 \ -

Mediana 3,70 ‘A 1 ani
0L

Laboratorium 11 6,09 J‘— ;-'\.Ir 12223182012 _u 5 3491022
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b)
Dane Lab. uczest.
N 23
Max 4,40
) Min 0,30
Srednia 1,40
Mediana 1,02
S.D. 0,98
Laboratorium 11 0,82
C)
Dane Lab. uczest.
N 16
Max 1,60
) Min 0,13
Srednia 0,50
Mediana 0,36
S.D. 0,39
Laboratorium 11 0,24
d)
Dane Lab. uczest.
N 23
Max 4,80
. Min 0,41
Srednia 1,71
Mediana 1,56
S.D. 0,88
Laboratorium 11 4,80
€)
Dane Lab. uczest.
N 22
Max 4,98
) Min 0,28
Srednia 1,80
Mediana 1,71
S.D. 0,99
Laboratorium 11 4,98
DYSKUSJA

W 2004 roku, w programie badania biegtosci me-
tod analitycznych stosowanych do oznaczania opio-
idéw, pochodnych amfetaminy, kokainy i kannabi-
noli we wtosach wziety udziat 23 laboratoria z catego
$wiata. Test miat charakter poufny, w zwigazku z czym
laboratoria zostaty zakodowane w systemie liczb
1-23. Pracownia Toksykologii Katedry Medycyny Sa-
dowej CM UJ zostata zakodowana pod numerem 11.

Morfina Madizns
laboratonow
referencyjnych

Mediana
uczesmikow r'y
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festu b "
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BN | i || il
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) Ry A1 N RE Y
ariAll 1
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J‘-' -J J L —J 13 _l' 1l Lk At bt =8 g
Benzoiloekgonina
Mediana |
uczestnikin ! Mediana
festu I | lsboratoriow
-] | referencyjnych
3 _anf | //
,,. HH A
AL
aaLLLUUUNLL

Ll

Sposréd przetestowanych przez nas probek A
i D byty wolne od ksenobiotykéw. Kokaine, benzoilo-
ekgonine oznaczono w prébkach B, Ci E, dodatkowo
w prébce B i C oznaczono sladowe ilosci kokaetylenu.
6-MAM, morfine, kodeine oznaczono w probkach B
i E. 6-MAM i kodeine w $ladowej ilosci oznaczono réw-
niez w prébce C. Amfetaming, metamfetamine, MDMA,
MDA i MDEA oznaczono w prébce B zas THC i CBN
w prébce B i C. Analogiczne wyniki identyfikacji uzy-
skano w laboratoriach referencyjnych. Z nadestanych
danych przez organizatora testu — SOHT wynikato,
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ze prébka B ponadto zawierata metadon, benzo-
diazepiny, a takze $ladowe ilosci dihydrokodeiny
i kwasu 11-nor-9-karboksy-A®-tetrahydrokannabino-
lowego (THCCOQH), probka C $ladowe ilosci ben-
zodiazepin, dihydrokodeiny i THCCOOH, za$ prob-
ka E dihydrokodeine, metadon i benzodiazepiny.
Substancje te nie byly jednak objete testem.

Jakkolwiek wyniki analizy identyfikacyjnej nasze-
go laboratorium wykazywaty catkowitg zgodno$é
z wynikami uzyskanymi przez laboratoria referencyj-
ne w zakresie analizy identyfikacyjnej, to uzyskane
zarbwno przez nas jak przez innych uczestnikow
programu rezultaty analizy ilosciowej, charaktery-
zowaty duze rozrzuty. Podobne zaleznos$ci obser-
wowano we wczesniejszych testach [5]. Zjawisko
to zwigzane jest z co najmniej kilkoma czynnikami.
Z pewnoscig zasadnicze znaczenie, na tak wyso-
kie rozrzuty wynikdw analizy ilo$ciowej, ma stata
i niehomogeniczna struktura materiatu do badan,
jakim sg witosy. Trudna zatem w ocenie jest wydaj-
nos¢ ekstrakciji z prébki rzeczywistej, chyba, ze pro-
wadzi sie catkowite roztworzenie struktury wiosa,
a anality przeprowadzone zostang do roztworu [11].
Z tego tez wzgledu rodzaj zastosowanej metody
wyosabniania moze by¢ waznym zrodtem btedow
i zmiennos$ci w analizie ilo$ciowej. Powszechnie sto-
sowane sg nastepujgce sposoby izolacji: kwasna
(HCI), zasadowa (NaOH), enzymatyczna z zastoso-
waniem B-glukuronidazy z arylosulfatazg [1, 3, 7, 8]
oraz bezposrednia inkubacja w metanolu [14, 6].

Zastosowana przez nas bezposrednia ekstrak-
cja metanolem zapewnita dobry stopien odzysku
w poréwnaniu z pozostatymi, ale takze co najwaz-
niejsze, zagwarantowata duza stabilno$¢ wyosab-
nianych zwiazkéw. Wada tego sposobu izolacji jed-
nakze jest bogata matryca biologiczna widoczna
w obrazie chromatograficznym. Zastosowana do
oznaczania $rodkéw uzalezniajacych we wiosach
dostepna w Pracowni Toksykologii technika LC-APCI-
-MS z analizatorem w postaci kwadrupolowej pu-
tapki jonowej i mozliwoscig pracy w trybie MS-MS
pozwolita na eliminacje wptywu matrycy na wyniki
oznaczenia i osiggniecie rekomendowanych przez
SoHT granic oznaczalnos$ci dla poszczegdélnych
analitdbw, a w przypadku niektorych zwigzkéw na-
wet obnizenie wymaganych warto$ci LOQ, co przed-
ktada sie na wynik chociazby oznaczenia kodeiny
na poziomie 0,11 ng/mg w prébce B.

Najbardziej dyskusyjna wydaje sie sprawa ozna-
czenia w badanych prébkach wioséw kannabinoli.
Sposrdd 23 uczestnikéw testu w prébce B 9-THC
oznaczyto tylko 12 laboratoriéw, za$ w prébce C —
14. W przypadku naszego laboratorium zaréwno
w prébce B jak i C stezenie 9-THC byto ponizej gra-
nicy oznaczalnos$ci zastosowanej metody analitycz-
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nej GC-EI-MS-MS. Udato sie natomiast oznaczyé
w tych probkach kannabinol, dla ktérego LOQ wy-
nosit 0,01 ng/mg i byt 10-krotnie nizszy od granicy
oznaczalnoéci dla 9-THC wynoszacej 0,1 ng/mg.

Osobnego komentarza wymaga oznaczanie
kwasu 11-nor-9-karboksy-A°-tetrahydrokannabino-
lowego (THC-COOH). Zwigzek ten, jakkolwiek re-
komendowany przez SoHT w przypadkach potwier-
dzenia naduzywania produktéw cannabis, nie jest
powszechnie oznaczanym analitem we wtosach al-
bowiem narzucona przez SoHT granica oznaczal-
nosci na poziomie 0,2 pg/mg napotyka w wielu la-
boratoriach na trudnosci analityczne. Stad tez test
nie obejmowat oznaczania tego zwigzku. Istniejg
w pismiennictwie doniesienia opisujace metody
umozliwiajgace oznaczanie tego zwiazku, wszystkie
jednak sg zwiazane z odpowiednig aparaturg anali-
tyczng opartg na tandemowej spektrometrii mas wy-
korzystujaca potréjne liniowe analizatory kwadru-
polowe z opcja chemicznej jonizacji negatywnej
w sprzezeniu z chromatografig gazowg (GC-MS-
-MS-NCI) [4, 10, 14]. Tylko jedno doniesienie przed-
stawiato mozliwo$¢ osiagniecia wymaganej grani-
cy oznaczalnosci dla tego analitu przy zastosowa-
niu metody dwuwymiarowej chromatografii gazo-
wej W sprzezeniu ze spektrometria mas wykorzy-
stujacg pojedynczy kwadrupolowy analizator mas
( GC-GC-MS-NCI) [2].

Nie oznaczylismy THCCOOH, gdyz metodyka
oznaczania tego zwigzku znajduje sie w fazie opra-
cowywania.

Test kontroli jakosci wynikow analitycznych sta-
nowi niezwykle wazne ogniwo w pracy laboratoryj-
nej. Pozytywny wynik testu bowiem $wiadczy o tym,
ze zastosowano witasciwe procedury analityczne,
gwarantujace wiarygodnos¢ otrzymanych wynikéw.
Postep na polu analityki sprawia, ze w chwili obec-
nej nie wystarczajg dobre checi i sprawna reka ana-
lityka. Podstawe stanowi niezwykle specyficzna i nie-
stety wysoce kosztowna aparatura analityczna.

Podjecie tego typu zadan jest korzystne takze
z psychologicznego punktu widzenia, stanowiac
wazny element ksztatcacy dla personelu jednostki
laboratoryjnej.

Dowodzi ono, ze nie tylko wyposazenie apara-
turowe, ale takze szlifowanie procedur analitycznych
prowadzi do sukcesu, ktérego miarg jest wysoki
standard prac analitycznych, znajdujacych swoje
odzwierciedlenie w poziomie ekspertyz opracowy-
wanych dla potrzeb toksykologicznego opiniowa-
nia sgdowo-lekarskiego. Nalezy takze podkreslic,
ze procedury kontroli jakosci wynikow wydawanych
przez laboratoria diagnostyczne sa jednym z wy-
mogéw w skomplikowanej procedurze ubiegania
sie o akredytacje.
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