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Za jakym Ucelem se stanovuji navykove latky?

v ramci policejnich kontrol

-k odliseni symptom0 nebo k ujisténi, Ze pacient neni pod jejich vlivem pred nékterymi
lékarskymi zakroky

- sledovani dodrzovani lecby

- utéhotnych zen, které maji v anamnéze drivé;jsi uzivani drog (uzitecné pro naslednou
peci o novorozence)

- nékteri zaméstnavatelé vyzaduji drogovy screening jako soucast vstupnich nebo

preventivnich prohlidek ( zejména u osob, ktere pri vykonu svého povolani mohou
ohrozit zdravi a zivoty ostatnich lidi — fidici MHD, zdravotnicky personal apod.)

Stanoveni na nekolika Urovnich:
* Orientacni (vhodné i pro terénni Ucely)
* Semikvantitativni (drogovy screening v klinickych laboratofich)

* Konfirmacni (analyza ve specializovanych toxikologickych laboratorich)



Orientacni testy

- patrido kategorie testd POCT (rychla analyza v )3
terénu, u l0zka apod.) l,

- material: sliny, mo¢, krev, pot, pevne latky
(ubrousky na kokain)

- mozna detekce nékolika druhl drog v ramci
jednoho testu

- nizSi spolehlivost (95 %), mozna falesna pozitivita
Ci faleSna negativita (v dané skupiné nemusi
reagovat vSechny strukturni derivaty)

- nemohou samy o sobé odlisit nelegalni uzivané
drogy od komponent stejné tridy, které mohou
byt obsazeny v predepisovanych lécich (FP)

V pripadé pozitivniho vysledku orientacniho testu je treba zajistit material a zaslat ho
k vysetreni ve specializované toxikologické laboratori, ktera k takové analyze ma
opravnéni!



Princip stanoveni

Imunochromatograficka technika podélného toku reagencii prouzkem porézni

membrany (angl. Lateral Flow Immunoassay; zkr. LFIA)

* Kompetice drogy ve vzorku se znacenym konjugatem drogy imobilizovanym na
membrané o vazbu na specifickou protilatku imobilizovanou v testovaci a kontrolni

zoneé testu

 Nizka koncentrace drogy =) vazba znaceného konjugatu na specifickou
protilatku v testovaci zoné =» vznik barevné linie
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Schéma usporadani membran v LFIA testu (narys a pldorys); a — podlozka pro vzorek, b — podlozka pro konjugat, c — membrana s

testovaci a kontrolni linkou v detekéni zoné, d — absorpcni podlozka, e — plastova vyztuz membrany

Ukazka membranového testu v kazeté; a — usporadani membran v kazeté, b — vysledek testu standardniho roztoku bez analytu a

s vysokou koncentraci analytu (www.chemickelisty.cz)



Drogovy screening pomoci testovacich kazet

Metoda LFIA

. - P /—
* Kompetice drogy ve vzorku se znacenym

konjugdtem drogy imobilizovanym na DRUGCHECK 10
membrané o vazbu na specifickou T D
N ' Al X cH H O .
protilatku imobilizovanou v testovaci a 'E LB baTE
7 [ NEG 05 N —
kontrolni zoné testu

CWs Cw™s Cw C)
AMP W BZO W MET W MTD |
COC W TCA W MOP W MDMA |
THC s BAR |

pa— p—— g— p—

#(

-
-

© 6

#(

>
> M



~_Jiny priklad:

c’f)\Ra pidTest (pozitivni na amfetaminy)




Metody stanoveni

1. Chromatografické metody
HPLC

HPLC/MS

_C/MS

GC/MS

TLC




2. Imunoanalytické metody
a) fluorescencni imunoanalyza
(FIA, FPIA, DELFIA)
b) enzymova imunoanalyza
(EMIT, ELISA, MEIA,CEDIA)
c) luminiscencni imunoanalyza
(LIA, ILMA, CMIA, ECLIA, ...



Drogovy screening v klinicke laboratori

Imunochemicka vysetreni

- semikvantitativni stanoveni (vysledek je pouze orientacni, vyzaduje
potvrzeni a upresnéni vice specifickou nezavislou metodou)

- screeningove metody mohou slouzit pro zaméreni na dalsi analyticke
postupy — vstupni nahled na soubor latek

- uvazeni moznosti imunochemickych metod a spravna interpretace vysledks
slouzi k rychlemu reseni akutnich intoxikaci

- material: jednorazova moc

nevyzaduiji izolaci a zakoncentrovani analytu
vysoka citlivost

vysoka rychlost

jednoduchost, nenarocnost na kvalifikaci
vhodné pro automatizaci

vhodné pro sériova vysetreni



Kineticka interakce mikrocastic v roztoku - KIMS

 protilatka proti prislusSnemu analytu v moci je kovalentné vazana na mikrocastice a
derivat analytu je pripojen k makromolekule

 kineticka interakce mikrocastic v roztoku je vyvolana vazbou konjugatu analytu na
protilatku na mikrocastici a je mérena jako zména prichodu svétla.

* mezi konjugatem a nekonjugovanym analytem ve vzorku probiha kompetitivni
reakce o vazebna mista protilatky proti analytu navazané na mikrocastice

* pritomnost analytu ve vzorku Umérné snizuje nardst absorbance vUci koncentraci
drogy ve vzorku
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Substance Medical Uses DrungiDr:teeSction

Stimulants

Attention deficit hyperactivity
Amphetamine disorder (ADHD), obesity, 2-5 days

narcolepsy
Cocaine Local anesthetic, vasoconstrictor 2-5 days
Methamphetamine ADHD, obesity, narcolepsy 3-5 days
Methylphenidate ADHD, narcolepsy 1-2 days
Nicotine Treatment for nicotine dependence |4-10 days
Hallucinogens and Other Compounds
LSD None 7-10 days
Mescaline None 5-7 days
Phencyclidine & Analogs|Anesthetic (veterinary) 2-8 days Marijuana Detection Time Based on Usage
Psilocybin None 5-7 days .

Llsage at 1 time onl E-2 days
Amphetamine variants |None 5-7 days d ¥ ¥
Marijuana Limited, Analgesic Usage at 2-4 times per month 11-18 days
Hashish Limited, Analgesic *
Tetrahydrocannabinol |Antiemetic * IJ sage at -4 times week 093-35 da.?.S
Oral: up to 3 weeks (for
. . testosterone and others); .
Anabolic Steroids Hormone Replacement Therapy Injected: up to 3 month)s Usage at 5-6 times per week 33-48 days
(Nandrolone up to 9 months)

Opiates and Morphine Derivatives Daily Usage 40-63 days
Codeine Analgesic, antitussive 5-7 days
Heroin None 5-7 days

Analgesic, treatment for opiate _
Methadone dependence 5-7 days
Morphine Analgesic 5-7 days
Opium Analgesic, antidiarrheal 5-7 days
Depressants
Alcohol Antidote for methanol poisoning 24-48 hours
Barbiturates Anesth_et|c, antl_convulsant, 2 days - 4 weeks

hypnotic, sedative
Benzodiazepines Antlan>§|ety, ant_lconvulsant, 7-10 days

hypnotic, sedative
Methaqualone None 2 weeks

wwwww Ariindetectinn net



Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS)

velka specifita hmotnostnich spekter - jsou standardem pro identifikaci
neznamych latek v toxikologii

- reprodukovatelné retencni parametry, mezilaboratorni prenos retencnich dat,
databaze retencnich indexu

- velka separacni ucinnost GC kapilar

- pouziti:
chemicka identifikace Sirokého spektra neznamych latek
potvrzovaci analyzy uzsi skupiny latek
kvantifikace — stanoveni znamé latky



GC-MS: potvrzeni pritomnosti heroinu

GC-MS Total Ion Chromatogram — analyza substance
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GC-MS: intoxikace kokainem a extazi

Total Ton Chromatogram — analyza 2 ml moc¢ silylace
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Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

- vyuziva princip déleni smési latek mezi stacionarni a mobilni fazi - vyuziva
adsorpcni a rozdélovaci chromatografii

- vyuziva princip extrakcniho chovani nox — déleni na latky bazické, kyselé a neutralni
- denzitometricka kvantifikace (UV, VIS)

- jednoduché a rychlé provedeni

pri dobré volbé extrakce a detekcnich Cinidel poskytuje velmi dobré kvalitativni
rozliSeni nezname latky



Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

- zpUsob provedeni:

Stacionarni faze — silikagel (kyselina kremicita), oxid hlinity, komercni

pripravky: silufol, kieselgel G

Mobilni faze — smés organickych rozpoustédel

- Ry faktor — podil vzdalenosti stredu skvrny latky od startu a vzdalenosti Cela

rozpoustédla

- Rg faktor ovliviuje:
chemicka struktura latky
slozeni mobilni faze
pH
teplota, vlhkost
material nosice
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Tenkovrstevna chromatografie (TLC)
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EMIT (Enzyme-multiplied immunoassay technique)

- Homogenni kompetitivni imunoanalyza

- kompetice mezi latkou ve vzorku a latkou znacenou enzymem o
vazebna mista na protilatce.

- Enzym = glukoso-6-fosfat dehydrogenaza (G6PDH)
- aktivni enzym méni NAD na NADH — zména absorbance

- aktivita enzymu klesa pri vazbé protilatky, proto Ize koncentraci
latky ve vzorku mérit podle zmény aktivity enzymu.

Pf. Kotinin v moci (DRI Cotinine Assay, ThermoScientific/ cobas c8o00, Roche)
- Referencni meze kotininu v modi

<30 (nekuraci)

50-500 (vystaveni nikotinu — lehky/pasivni kurak)

>500 (abuzus tabakovych vyrobkd)

Vzorek

do 5 cigaret
denné

10-15 denné
10-15 denné
15-20 denné
20-25 denné
25-30 denné
7 15-20 denné
10-15 denné
10-15 denné
10 denné
nekurak
prilezitostné
nekurak

nekurak

nekurak




Konfirmacni analyza navykovych latek

zakladni princip toxikologie: potvrzovani vysledkli navzajem nezavislymi metodami

klinicky a forenzné toxikologicky standard soucasnosti: metody hmotnostni
spektrometrie v tandemu s plynovou nebo kapalinovou chromatografii GC-MS, LC-MS
- bezpecna identifikaci neznamé latky a presné stanoveni jeji koncentrace

vysledky takového konfirmacniho vySetrovani je jako jediné mozné pouzit i pro
soudné-lékarskeé ucely (tedy pouze laboratore forenzni toxikologie, soudni toxikologie)
http://www.soudnilekarstvi.cz/wp-content/uploads/2014/10/Seznam-laboratofi-

kvalifikovanych-pro-vysetrovani-specifikovanych-navykovych-latek.pdf

material: moc, krey, sliny, pot, vlasy, zalude¢ni obsah, tkané, podezrelé latky


http://www.soudnilekarstvi.cz/wp-content/uploads/2014/10/Seznam-laboratoří-kvalifikovaných-pro-vyšetřování-specifikovaných-návykových-látek.pdf

Dalsi toxikologicka vysetreni v klinickeé laboratori
e Derivaty Hb (COHb, MetHb, SulfHb, CNHb) - prima spektrofotometrie -
analyzatory ABR s fotometrickym systémem, paralelni stanoveni Hb, oxyHb
* Ethanol, Methanol, Ethylenglykol — osmolarni okno
 TDM (Therapeutic Drug Monitoring) — imunoanalyza, HPLC, LC-MS

* Li, Pb - AAS



Otrava alkoholy

Etanol

akutni: excitacni a narkoticky uc¢inek na CNS, metabolicka
acidoza, hypoglykemie, hyperurikemie, 1 ALT, 1 osmolalita

chronicky uc€inek: steat6za az cirhoza jater, 1GMT, 1%CDT

> 3% : kdma, kfeCe, hypotermie (podchlazeni), hrozi smrt
vyvolana utlumem dechového centra a obehovym selhanim

u alkoholika nebo osoby dlouhodobé naduzivajici alkohol vznika
jakasi "rezistence" ( odolnost) a tyto stavy mohou nastoupit az ve
vySSim stupni opilosti )



Otrava alkoholy

Metanol
Nejdfive pfiznaky podobné ethanolu (lehka opilost, horsi
artikulace) poté 12 — 24 hod. bez pfiznaku (s kombinaci s
alkoholem az 36 hod.) , nasleduje bolet hlavy, duSnost, bolest
bficha , kfec€e, snizena ostrost vidéni, rozvrat met. procesu

toxické ucinky met. produktt — formaldehydu (na zrakovy nerv),
kys. mravenci (met. acidoza)

tox. davka — 0,1 ml/ kg, smrtelna davka — 1 ml/kg
Lécba: podani antidota (etanol, fomepizol) min. tvorbu tox.

produktt (kompetitivni inhibice alkoholdehydrogenazy); HD —
odstranuje metanol i jeho metabolity, koriguje metalické poruchy



Otrava alkoholy

Ethylenglykol

. metabolizovan v jatrech pusobenim alkohol - a
aldehyd-dehydrogenazy na silné kyseliny (glyoxalovou,
stavelovou, oxalovou),

vznika tezka metabolicka acidoza, ktera se prudce zhorsuje
a ohrozuje zivot otraveneho

kys. oxalova se vaze s Ca, depozita krystalt Stavelanu
vapenateho vedou k poskozeni bunék (mozek, ledviny,
myokard, plice), také vyrazné 11 osmolality

tox. davka 200 mg/l, smrtelna davka: 850- 2000 mg/l
(nejednotné udaje)



Otrava alkoholy

Ethylenglykol
. Priznaky otravy: opilost bez zapachu alkoholu

Neurologicke stadium (30 min. — 12 h. po poziti) opilost,
euforie, smazana rec, ospalost, zvraceni. BEnem 4-12 h.
rozvoj met. acidozy

Kardiopulmonalni stadium (12-24 h.) — tachykardie, hypo
nebo hypertenze, tezka m. acidéza a s hyperventylaci a
selhavanim organu

Renalni stadium — (24 -72 h.) — hematurie, albuminurie,
selhani ledvin, ne vzdy uprave fce ledvin

Lécba: podani etanolu (100x vyssi afinita k ADH); HD —
odstrani ET i metabolity, upravi acidozu



