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1. UVOD

1.1. Sredstva ovisnosti

Sredstva ovisnosti i njihova zlouporaba predstavljaju jedan od najvecih
problema danasnjice. To su prirodne ili sinteticke tvari s psihoaktivnim djelovanjem,
a zloupotrebljavaju se zbog stvaranja osjecaja ugode koje vodi k ponovljenom

uzimanju, a u njih se ubrajaju droge, lijekovi, alkohol te duhan (1).

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO)
definira sredstva ovisnosti kao bilo koju tvar, koja je u stanju, kada se nade u zivome
organizmu, promijeniti jednu ili viSe njegovih funkcija te nakon ponovljene upotrebe

dovesti do psihicke ili fizicke ovisnosti (2).

Vrlo vazno je i razlikovanje pojma ,,ovisnosti“ te ,,navike*, odnosno pojmove
fizicke 1 psihi¢ke ovisnosti. Fizi¢ka ovisnost podrazumijeva stanje organizma kod
kojeg se organizam priviknuo na odredeni stimulans zbog njegova ponavljanog
uzimanja, a izostankom stimulansa javljaju se simptomi ustezanja, odnosno
apstinencijski sindrom karakteristi¢an za svaku drogu. Nasuprot tome, psihicka
ovisnost ili navika je izuzetno jaka potreba za ponovnim uzimanjem droge kako bi se
odrzao osjecaj dobroga psihickog stanja. Takoder, veliki broj sredstava uzrokuje
razvoj tolerancije, drugim rijeCima, pojavu kod koje je potrebno uzimati sve vece

koli¢ine odredenoga sredstva da bi se postigao isti uéinak (1, 3).

1.2. Psihoaktivne droge

Psihoaktivne droge su kemijske tvari, izrazitog fizioloskog ucinka, koje
mijenjaju mozdanu funkciju, S$to rezultira s privremenom ili pak dugotrajnom

promjenom percepcije, raspoloZenja, svijesti ili pak ponasanja (4).

Konzumacija psihoaktivnih droga nije novitet ni izmisljotina modernog drustva,
arheoloski dokazi upucéuju na uporabu najcesce biljaka za Zvakanje unazad desetak tisuca
godina, dok povijesni dokazi kulturoloske uporabe psihoaktivnih tvari datiraju unazad pet

tisu¢a godina. Povijesno gledano, psihoaktivne tvari su koristili svecenici prilikom



vjerskih obreda kao ritualno pice iscjeljenja (npr. Amantia muscaria), iscjelitelji u
medicinske svrhe (npr. Opijum) ili pak ljudi u svakodnevnoj, rekreativnoj upotrebi (5).
Uporaba psihoaktivnih tvari u povijesti u odnosu na danas nije se pak znaajno
promijenila. Od davnina, jednako se koriste u medicinske svrhe, kao i za religijske obrede
te su tako primjerice opijati dobiveni iz mlije¢noga soka nedozrelih glavica biljke bijeloga
maka (Papaverum somniferum) koriSteni u Mezopotamiji prije gotovo sedam tisuca
godina, a danas se koriste u gotovo svim bolni¢kim ustanovama u obliku morfina za

analgeziju (6).

Sjedinjenje s ve¢inom i prihvacanje normi odredene kulture nije niSta neobicno,
novo i nepoznato. Na Dalekom istoku opijum je bio sredstvo drustvenog kontakta i lijek
tisuéama godina. Sli¢nu ulogu imao je na Bliskom istoku hasi§, u Americi marihuana,
Indiji konoplja, u Africi kif. Kokain je karakteristika kultura vezanih za kulturu Inka u

Srednjoj Americi (7).

Velik problem je nastao kad je doslo do civilizacijskih pokreta odnosno mijesanja
kultura, prenoSenja opojnih sredstava na podru¢ja u kojim ne postoji tradicija njihove
uporabe u odredenoj kulturi, pa nisu uspostavljeni drustveni mehanizmi zastite od
nezeljenih u¢inaka. Stoga je pojava narkotika svih vrsta, domacih i stranih, danas vrlo

rasirena na nasim prostorima i zahtijeva suocavanje s tom epidemijom (6).

1.2.1. Podjela psihoaktivnih droga

Psihoaktivne ili opojne droge mogu se podijeliti s obzirom na mehanizam
djelovanja, to jest nacin aktivacije mezolimbi¢nog dopaminergic¢nog sustava, s obzirom
na ucinak te s obzirom na podrijetlo (8). S obzirom na ucinak, ve¢inu opojnih droga
mozemo svrstati u jednu od skupina: opijati, sedativi, psihostimulansi, halucinogeni te
hipnotici. S obzirom na podrijetlo, opojna droga moze biti prirodnog, to jest organskog
podrijetla, polusintetska — nastala laboratorijskom modifikacijom tvari organskoga
porijekla te sintetska droga — u potpunosti nastala procesom sinteze u laboratoriju,

najcesce iz organskih prekursora (9).



1.3.  Nove psihoaktivne droge

Nove psihoaktivne droge (engl. Novel/New Psychoactive Substances, NPS)
poznate pod nazivom dizajnerske droge (engl. legal highs, herbal highs, research
chemicals, bath salts) su analozi ili kemijski derivati kontroliranih droga, dizajnirane da
iskazu ucinke sli¢ne kontroliranima, ali s namjerom izbjegavanja medunarodne zakonske
politike (10). Mnoge NPS nastale su primjenom dostupne literature koju je javnosti
pruzila i farmaceutska industrija, ali i znanstvena zajednica. S obzirom na narav NPS, one
se trziSno distribuiraju putem Interneta te u takozvanim ,,smart-shop trgovinama,

trgovinama koje prodaju opremu za konzumaciju duhana i kanabisa (11).

U Republici Hrvatskoj lista ilegalnih droga oglasena je u Narodnim novinama pod
nazivom «Popis droga, psihotropnih tvari i biljaka iz kojih se moZe dobiti droga te tvari
koje se mogu uporabiti za izradu droga», donesena temeljem Zakona o suzbijanju

zlouporabe droga (12).

1.3.1. Podjela novih psihoaktivnih droga

Najveci broj novih psihoaktivnih tvari prijavljenih Europskom centru za pracenje
droga i ovisnosti 0 drogama svrstan je u pet skupina, s obzirom na tvari po ¢ijem su uzoru
i nastale: (13)

sintetski kanabinoidi

- psihostimulansi sli¢ni kokainu, amfetaminima 1 ekstaziju
- halucinogeni po uzoru na psilocibin i LSD

- disocijativne supstancije nalik na ketamin i feniciklidin

- supstancije sli¢ne benzodiazepinima



1.4.  Svrha odredivanja psihoaktivnih droga

U posljednje vrijeme sve vise ljudi, posebice mlada populacija, eksperimentira s
rekreativnim uzimanjem droga. Upravo zbog takvoga porasta, iznimno je vazno
naglaSavati potrebe testiranja bioloSkih uzoraka kako bi se otkrilo koji spojevi i tvari su

konzumirane.

Veliku problematiku u otkrivanju i odredivanju psihoaktivnih tvari, predstavlja
neprestana pojava novih spojeva i tvari ¢ime su proizvodaci i njihovi kupci uvijek korak
ispred Zakona. Rast trziSta psihoaktivnih tvari omogucen je povecanom povezanosScéu

svijeta, putem Interneta te opcenito globalizacijom.

Uvodenje generickih lista, program na kojem radi Europska komisija i centar za
droge, uvelike bi pomoglo u pogledu zakonske regulative i kontrole te u procjeni rizika

Stete koju mogu uzrokovati psihoaktivne tvari (14).



2. METODE ODREDIVANJA

Izbor analiticke tehnike ovisi o: broju uzoraka koje je potrebno analizirati, potrebi
za osjetljivoscu 1 pouzdanos§cu, raspolozivom kadru te instrumentima, vremenu u kojem
se rezultat treba i dobiti, ali i o troskovima. Takoder, bitna stavka pri odabiru metode jest
¢injenica radi li se o opéem probiranju ili ciljanoj analizi te kvalitativnoj ili kvantitativnoj

analizi.

Preporuceni analiticki protok za otkrivanje psihoaktivnih tvari u bioloskim
uzorcima sastoji se od 1) osjetljive tehnike probira koja razlikuje negativne od vjerojatno
pozitivnih uzoraka koji podlijezu daljnjoj analizi i 2) visoko specifi¢ne tehnike za

potvrdivanje vjerojatno pozitivnih uzoraka (15).

Danas se u vecini laboratorija za analizu psihoaktivnih tvari u bioloSkim uzorcima
rabe imunokemijske tehnike kao metode probira (engl. Screening), a za potvrdivanje

razne kromatografske tehnike.

2.1. Preliminarne metode

Svrha izvodenja preliminarnih metoda i analiza jest utvrditi nalazi li se u
ispitivanom uzorku droga 1 kojoj skupini ista pripada. Vazno je pritom naglasiti da se
ovim metodama analize ne moZe potvrditi postojanje droga, ve¢ samo mogucnost je li

odredena vrsta droge prisutna u uzorku ili ne (1).

2.1.1. Imunokemijske metode

Pocetno probiranje na sredstva ovisnosti provodi se imunokemijskim metodama
od kojih su medu najzastupljenijima radioimunokemijska (RAI), enzimsko-

imunokemijska (EIA, ELISA) te fluorescentno-polarizacijska (FPIA).

Princip ovih metoda jest interakcija izmedu molekula antigena i antitijela, a sama

podjela metoda zasniva se na na¢inu obiljeZavanja antigena.

Prednost imunokemijskih tehnika jest visok stupanj osjetljivosti, reproducibilnosti

te jednostavnosti, moguénost automatizacije i analize velikog broja uzoraka u



ograni¢enom vremenu, potrebni su minimalni zahtjevi za osobljem i kemikalijama, a

standardi se nabavljaju zajedno sa strojevima te se koriste isklju¢ivo upute proizvodaca.

Unato¢ zadovoljavajucoj osjetljivosti, tehnike imaju nedovoljnu specifi¢nost;
antitijela reagiraju krizno sa srodnim drogama i specifi¢na su za obitelj kemijski sli¢nih
tvari, ali ne i za pojedinu drogu. Kvalitativne pretrage za ispitivanje zlouporabe sredstava
ovisnosti u mokraéi zahtijevaju grani¢nu vrijednost (engl. cut-off) koja ¢e razlikovati
pozitivne od negativnih rezultata. Rezultati ispod grani¢ne vrijednosti interpretiraju se
kao negativni, a iznad kao pozitivni. Veca grani¢na vrijednost povecava dijagnosticku
specificnost, ali smanjuje osjetljivost te obrnuto. Rutinsko kvalitativno probiranje na
sredstva ovisnosti u klinickoj praksi uklju¢uje amfetamine, kokain (i metabolite),
kanabinoide, metadon, opijate, benzodiazepine i barbiturate. Analiziraju se skupine, a ne
pojedinac¢ne droge, odnosno njihovi metaboliti. Upravo zbog toga je nuzno pozitivni
rezultat dobiven imunokemijskom metodom potvrditi, odnosno identificirati pojedinacne

metabolite potvrdnim tehnikama (16, 17).

2.2. Potvrdne metode

Potvrdne metode odnose se na primjenu instrumentalnih metoda, bilo
kvalitativnih ili kvantitativnih. Razvijeno je niz metoda za identifikaciju razli¢itih
sredstava ovisnosti, od kojih su medu najrasprostranjenijima kromatografske tehnike
poput metode plinske i tekuéinske kromatografije sa spektrometrom masa te tekuc¢inska
kromatografija visoke djelotvornosti (1). Kromatografske metode predstavljaju analiticke
tehnike kojima se omogucuje odjeljivanje, identifikacija 1 kvantitativnho odredivanje

kemijskih sastojaka u kompleksnim maticama uzoraka (18).

2.2.1. Plinska kromatografija sa spektrometrom masa, GC-MS

Plinska kromatografija sa spektrometrijom masa (engl. Gas chromatography —
mass spectrometry, GC-MS) predstavlja ,,zlatni standard* kvalitativne i kvantitativne
forenzi¢ne i klinicke analize medicinskih pripravaka, sredstava ovisnosti i bioloskih

uzoraka. Predstavlja analiticku metodu u kojoj se objedinjuju znacajke plinske



kromatografija koja je pogodna za odjeljivanje smjesa te kvantifikaciju sastojaka te
spektrometra masa koji se koristi za kvalitativnu analizu i individualnu identifikaciju

pojedinac¢nih sastojaka.

Sprega kromatografskih i1 spektrometrijskih tehnika povecéava njihovu
pojedina¢nu specificnost i osjetljivost te na taj nacin omogucava najucinkovitije
razdvajanje, identifikaciju i1 kvantifikaciju hlapljivih i poluhlapljivih tvari u bioloskim

uzorcima (19).
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Slika 1. Prikaz uredaja GC-MS (plinski kromatograf sa spektometrom masa) (20)

Karakteristicni podaci dobiveni plinskom kromatografijom su vrijeme
zadrZavanja, (znacajno za identifikaciju sastojka) i povrSina ispod pika (proporcionalna
koli¢ini sastojka), a spektrometrom masa dobiva se spektar masa jedinstven za svaku tvar
(prikazuje relativnu zastupljenost nastalih fragmenata u ispitivanom spoju) pa se ¢esto

naziva i ,,otiskom prsta® za kemijske spojeve.

Uzorak za plinsku kromatografiju prevodi se u paru te se u tom obliku injektira na
pocetak kolone kroz koju putuje noSen plinom nosiocem (helij, dusik, argon, uglji¢ni
dioksid) koji mora biti kemijski inertan kako ne bi interferirao s uzorkom. Uzorak se

potom razdvaja na komponente koje kolonom putuju razli¢itom brzinom te naposljetku



dolaze do detektora (21). Detekcija analita iz uzorka na kromatografu ocitava se kao pik
odnosno vrsak (engl. Peak) na grafickom prikazu detekcije u odredenom retencijskom
vremenu odnosno vremenu zadrzavanja u kromatogramu. PovrSina ispod pika
proporcionalna je koli¢ini analita u uzorku. Podaci prikupljeni navedenom metodom
usporeduju se sa standardima i podacima iz knjiznica spektara masa (engl. Mass spectral

libraries) ¢ime se potvrduje odnosno iskljucuje prisutnost odredene tvari u uzorku.

Prednosti GC-MS metode su visoka osjetljivost, preciznost, pouzdanost,
selektivnost i male koli¢ine uzoraka potrebnih za analizu te takoder bogate biblioteke
spektara koje olakSavaju identifikaciju nepoznatog analita u podrucju forenzicne
toksikologija (22). S druge pak strane, veliki nedostatak predstavlja visoka temperatura
injektora zbog Cega se termicki labilne tvari mogu razgraditi prilikom prolaska kroz
kolonu plinskog kromatografa pa se ovom metodom analiziraju samo termostabilni
spojevi koje je moguée dovesti u plinovito stanje pri temperaturama nizim od 400 °C.
Hlapljivost i termostabilnost komponenti uzorka moze se povecati postupkom kemijske
derivatizacije. Osim spomenutog, nedostatak metode predstavlja dugotrajan i skup

postupak pripreme, posebice pri kvantitativnim analizama (23).

2.2.2. Tekué¢inska kromatografija visoke djelotvornosti, HPLC

HPLC (engl. High-performance liquid chromatography) je oblik kromatografije
na stupcu koji se Cesto koristi za razdvajanje komponenti iz smjese na osnovi kemijskih
interakcija izmedu tvari koja se analizira i stacionarne faze u stupcu. Svoju popularnost
zahvaljuje dobroj separaciji razli¢itih vrsta uzoraka, iznimnoj razdjelnoj snazi, brzini te

vrlo niskom pragu detekcije koji se mjeri u nanomolima.

Otopina uzorka se injektira u mobilnu fazu i potom putuje kroz kolonu, punjenu
stacionarnom fazom, pod visokim pritiskom. Interakcija uzorka i mobilne faze sa
stacionarnom fazom odreduje brzinu eluiranja i separaciju molekula u uzorku, pa se
komponente eluiraju sa kolone razli¢itom brzinom. Eluat protjece kroz neki od detektora
koji daje odziv. Ucinkovitost separacije molekula ovisna je o primjeni odgovarajuce

stacionarne i mobilne faze, kao i o brzini protoka mobilne faze kroz kolonu (24).


https://hr.wikipedia.org/wiki/Kromatografija

Tekuc¢inska kromatografija predstavlja metodu odjeljivanja u kojoj tekuca
mobilna faza pod tlakom prolazi kroz kolonu napunjenu Cesticama stacionarne faze
(veli¢ine 3-10 um) noseéi uzorak za analizu. Molekule uzorka putuju tako niz kolonu, pri
¢emu se uspostavlja ravnoteza izmedu mobilne i stacionarne faze. Moze se podijeliti na:
a) adsorpcijsku kromatografiju pri kojoj je nepokretna faza adsorbensi b) razdjelnu

kromatografiju pri kojoj je nepokretna faza kapljevina nanesena na ¢vrsti inertni nosac.

HPLC metoda koristi se teku¢om mobilnom fazom koja djeluje kao nosac za
tekuci uzorak. Injektirani uzorak prolazi kroz stacionarnu fazu uz poviseni tlak koji
dodatno povecava efikasnost odvajanja. Uzorak se unosi u tok mobilne faze te dolazi do
razdvajanja smjese na sastavne komponente koji se zadrzavaju u koloni i na temelju
vremena zadrzavanja (vremena potrebnog da pojedina komponenta prode kroz kolonu)
identificira se pojedina komponenta. Vrijeme zadrzavanja (retention time, Rt) ovisi 0

prirodi komponente koja se analizira, stacionarnoj fazi i sastavu mobilne faze.



Dovod otapala Detektor

Separacia

Mobilna
faza

InjeKiranje uzorka

Obrada podataka

Slika 2. HPLC sustav ¢ine spremnik mobilne faze (otapala), crpka, sustav za unoSenje

uzorka, kolona, detektor i rac¢unalo.

Rezultat provedene HPLC analize predstavlja kromatogram, niz simetri¢nih
eluacijskih krivulja odnosno pikova koji nastaju nakon prolaska analita kroz kolonu i
detektor. Kromatogram je graficki prikaz odziva detektora, koncentracije analita u eluatu
ili druge velicine koja se koristi kao mjera koncentracije eluata prema volumenu eluata

ili vremenu (25).

10



3. CILJ RADA

Ciljevi ovoga rada su opisati i usporediti preliminarne i potvrdne metode

analiziranja sredstava ovisnosti iz uzorka mokrace.

11



4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitanici i uzorci

U ovom radu koriSteni su rezultati uzoraka nepoznatih pacijenata koji su
prethodno metodama probira i potvrde dali pozitivan rezultat na prisutstvo sredstava
ovisnosti iz NPS skupine. Pohranjeni su u prikladne spremnike te ¢uvani u hladnjaku na

+4°C do analize.

4.2. Metode prikupljanja i obrade podataka

Uzorci su ponajprije obradeni pocetnim probiranjem na sredstva ovisnosti koje se
provodi imunokemijskim metodama, u ovom slucaju EIA metodom koja kvalitativho
obraduje uzorak. Ekstrakti su nadalje analizirani i potvrdeni koristenjem plinskog

kromatografa sa spektrometrom masa.

4.2.1. Enzimsko-imunokemijska metoda, EIA

Uzorci su obradeni na uredaju Abbott, Architect ci8200. Uredaj radi na principu
homogenog enzimskog imunoloskog testa u kojem se koriste tekuci reagensi spremni za
uporabu. Koriste se poliklonska antitijela kojima se moze dokazati vecina spojeva i
njihovih metabolita u urinu. Lijek obiljeZen enzimom 1 lijek iz urina natjeCu se za tocno
odreden broj specificnih veznih mjesta za antitijela. U odsutnosti lijeka u uzorku,
specificno antitijelo veze se za lijek obiljezen glukoza-6-fosfat dehidrogenazom
(G6PDH) te se inhibira aktivnost enzima. Zbog ovog je fenomena koncentracija lijeka u

urinu proporcionalna enzimskoj aktivnosti (26, 27).
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Tablica 1. Prikaz pretraga, metoda, uzoraka te cut-off vrijednosti za pocetno probiranje

na sredstva ovisnosti

Pretraga/analit Preporuc¢ena metoda Uzorak Jedinica Negativan
i/ili postupak rezultat
Amfetamini/metamfetamini | EIA, FPIA, EMIT, ELISA | slu€ajni uzorak | pg/L <1000
mokrace
o EIA, FPIA, EMIT, ELISA | slu€ajni uzorak pg/L <50
Kanabinoidi ]
mokrace
Kokain (metaboliti) EIA, FPIA, EMIT, ELISA | slu€ajni uzorak | pg/L <300
mokrace
EIA, FPIA, EMIT, ELISA | slu€ajni uzorak pg/L <200
Metadon .
mokrace
o EIA, FPIA, EMIT, ELISA | slu€ajni uzorak | pg/L <300
Opijati )
mokrace
Benzodiazepini EIA, FPIA, EMIT, ELISA | slu€ajni uzorak Mg/l <200
mokrace
Barbiturati EIA, FPIA, EMIT, ELISA | slu€ajni uzorak pg/L <200
mokrace

4.2.2. Instrumentalna analiza GC-MS metodom

Uzorci su analizirani koriStenjem plinskog kromatografa sa spektrometrom masa,
Shimadzu GCMS-QP2010 (slika 6). Kori$tena je kapilarna kolona plinskog kromatografa
Restek, RTx-5MS, duzine 30 m, promjera 0,25 mm i debljine filma nepokretne faze 0,25
um. Ukupan rad instrumenta i obrada podataka kontrolirani su GCMS Solution

racunalnim programom:.

Kromatografska analiza pripremljenih uzoraka izvedena je na plinskom
kromatografu sa spektrometrom masa metodom koja omogucava istovremeno snimanje
ukupnog ionskog kromatograma (engl. Total Ion Chromatogram, TIC) u podrucju od 40
— 600 m/z i snimanje samo odabranih iona (engl. Single ion monitoring, SIM). Optimiran

je temperaturni program.
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Optimalni radni uvjeti:

e volumen injektiranja: 1 pL (splitless)
e temperatura injektora 250 °C

e protok plina nosioca 1,0 mL/min
- ukupno trajanje temperaturnog programa iznosi 20 minuta:
I 100 °C izotermno 0,5 min
I 5°C /min do 220 °C

11 275 °C izotermno 5 min

..............

—= = ‘. _——g- . -‘-";‘l\"-‘l'u'-‘-'t -‘\‘|'.\\\\\

Slika 3. Plinski kromatograf sa spektrometrom masa; Shimadzu GCMS-QP2010
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5. REZULTATI

Rezultati pribavljeni analizom bioloskih uzoraka GC-MS metodom prikazani su

tablicom 1 graficki.

U Tablici 2. su prikazani redni brojevi uzoraka te supstance koje su nadene nakon

analize u Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split te u laboratoriju

za kemijsko-toksikoloske analize, Klinickog odjela za sudsku medicinu, Zavoda za

patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split.

Tablica 2. Prikaz rezultata analiziranih 7 uzoraka urina dobivenih metodom probira

imunokemijskom metodom EIA i potvrde primjenom GC-MS metode

Red. br. uzorka | Probir imunokemijska Potvrda GC-MS analiza
metoda EIA

1 Amfetamini Fenobarbiton; kokain; risperidone

2 Opijati 4-fluorometamfetamin; morfin; nordazepam; 6-
acetil kodein; 6-acetil morfin; heroin;
alprazolam

3 amfetamini MDA; MDMA,; paracetamol; JWH-122;
fenobarbital; dimetil piperazin

4 kanabinoidi 1-2-fluoro benzil-4-propil piperazin

5 Kokain; kanabinoidi Amantadin; 2,4-dimetoksi amfetamin;
pentobarbital; kokain; matamizol; kokaetilen

6 amfetamini Klorazepam; diazepam

7 amfetamini Pentobarbital; MDA; MDMA; Metilon;
pseudoefedrin; p-fluorokatinon
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Rezultati analize bioloSkih uzoraka ispitanika pod rednim brojem 2 i 7 te njihovi

karakteristi¢ni spektri masa prikazani su i graficki na slikama 3.1 11.

U grafi¢kom prikazu kromatograma na apscisi se prikazuje retencijsko vrijeme u
minutama, a predstavlja vrijeme izlaska karakteristi¢nog signala na detektor. Na ordinati

se prikazuje odaziv detektora, odnosno intenzitet signala.

(100,000,000
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75 300
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Slika 3. Kromatogram ekstrahiranog bioloskog uzorka urina analiziranog GC-MS
metodom (br. 2 — Tablica 2.)

Karakteristi¢ni spektri masa tvari dokazanih u ispitivanim uzorcima prikazani su
na slikama 4. do 10. te 12. do 17. graficki. Na apscisi se prikazuje omjer mase 1 naboja
(m/z) molekulskih fragmenata pristiglih na detektor, a na ordinati odaziv detektora,
odnosno intenzitet signala. Vrijednosti m/z prikazuju se redom od mase manje prema

vecoj.
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Slika 4. Karakteristi¢an spektar masa za 4-fluoroamfetamin.
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Slika 5. Karakteristi¢an spektar masa za Morfin.
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Slika 6. Karakteristi¢an spektar masa za Nordazepam.
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Slika 7. Karakteristi¢an spektar masa za 6-acetilkodein.
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Slika 8. Karakteristi¢an spektar masa za 6-acetilmorfin.
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Slika 9. Karakteristican spektar masa za Heroin.
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Slika 10. Karakteristican spektar masa za Alprazolam.
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Slika 11. Kromatogram ekstrahiranog bioloskog uzorka urina analiziranog GC-MS
metodom (br. 7 — Tablica 2.)
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Slika 12. Karakteristi¢an spektar masa za MDA.
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Slika 15. Karakteristican spektar masa za Methilon.
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Slika 16. Karakteristican spektar masa za Pseudoefedrin.
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Slika 17. Karakteristican spektar masa za p-Fluorokatinon.



6. RASPRAVA

Usporedbom dobivenih rezultata za 7 ispitivanih uzoraka urina (Tablica 2.)
uoceno je da svi rezultati dobiveni primijenjenom metodom probira nisu potvrdeni

potvrdnom GC-MS metodom.

U uzorcima br. 1, 3, 6 i 7 preliminarnom metodom EIA dokazana je prisutnost
funkcionalne skupine amfetamina, dok je GC-MS metodom potvrdena prisutnost spojeva
amfetamina samo u uzorcima br. 3 i 7. U svim uzorcima u kojima su metodom probira
pronadeni amfetamini, GC-MS metodom je utvrdeno postojanje 1 drugih spojeva $to jasno
daje do znanja da imunokemijska metoda probira nije dovoljno selektivna te takoder nije

pogodna za otkrivanje novih psihoaktivnih droga (NPS).

Nadalje, u uzorku br. 2 metodom probira utvrdena je prisutnost tvari iz skupine opijata
§to je GC-MS metodom potvrdeno. Dokazana je prisutnost raznih analita koji spadaju u
tu skupinu, kao Sto su: 6-acetil kodein te 6-acetil morfin. Pronadena je prisutnost i drugih

tvari koji spadaju u skupinu amfetamina.

Preliminarnom imunokemijskom metodom u uzorcima br. 4 i 5 pronadena je prisutnost
skupine kanabinoida te kokaina, no GC-MS metodom potvrde samo je u uzorku br. 5 isto

potvrdeno, a pronadene su i drugi tvari iz skupine amfetamina.

Metode probira sluze za brzu provjeru nalazi li se u ispitivanom uzorku droga i
kojoj skupini pripada, a potvrdne metode identificiraju pojedina¢ne tvari i njihove
metabolite. 1z Tablice 2. jasno je vidljivo da metode potvrde GC-MS metodom nisu u
svim uzorcima potvrdile nadenu skupinu droga dobivenu probirom imunokemijskom

metodom EIA.

Usporedbom analiziranih rezultata, dobivenih odredivanjem sredstava ovisnosti
preliminarnim i potvrdnim metodama utvrdena su odstupanja od literatura. Baker DP et
al. (1995) u svom su istrazivanju na temelju uzoraka urina nasumic¢no odabranih
pacijenata odredivali skupinu amfetamina koja je u 97% uzoraka uspjes$no analizirana
imunokemijskom metodom, dok je u samo 55% potvrdena i GC-MS metodom (28).

Takoder, u svom radu Donald L. Frederick i Judy Green (1985) usporedivali su metode
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odredivanja kanabinoida te su u svim uzorcima GC-MS metodom potvrdili pronadene

skupine tvari koje su dokazane imunokemijskom metodom EIA (29).

Nadalje, u svom su istrazivanju Ray H Liu et al. (2006) usporedivali imunokemijsku
metodu i GC-MS metodu odredivanja raznih skupina psihoaktivnih tvari. Za razliku od
naseg istrazivanja koje metodom potvrde nije potvrdilo prisutnost kanabinoida
detektirano metodom probira, Ray H Liu et al. u svom su istrazivanju dokazali da je
metoda probira dovoljno specifi¢na i osjetljiva te su isto potvrdili GC-MS metodom koja
je pronasla odgovaraju¢e metabolite te funkcionalne skupine (30). U svim ostalim
skupinama psihoaktivnih tvari §to podrazumijeva amfetamine, opijate te kokaine,
dokazali su isto $to je i naSe istrazivanje pokazalo. Imunokemijske metode zahtijevaju
grani¢ne vrijednosti koje ¢e razlikovati pozitivne od negativnih rezultata, no isto tako
postoji mogucnost krizne reakcije koja moze dati lazno pozitivne, odnosno negativne
rezultate. Upravo zbog toga nuzno je imati metodu potvrde kao Sto je GC-MS koja ¢e
razluciti pozitivne od negativnih rezultata te dati pouzdane informacije o pojedinaénim

metabolitima funkcionalnih skupina ispitivanih tvari.

Stalna pojava psihoaktivnih tvari svakako postaje sve veéi zdravstveni, ali i opée
drustveni problem. Tvari se proizvode u laboratorijima diljem svijeta, a dok se jedna
zabrani, druga se ve¢ pojavi. Tako popis novih psihoaktivnih tvari postaje svakim danom

sve vecl.

Analiticka toksikologija strogo propisuje obvezu potvrdivanja pozitivnog nalaza,
ali isto tako je moguce iskljuciti nejasno negativan rezultat. Metode potvrde trebaju imati
bolju specificnost i barem istu osjetljivost, a u klinickim se laboratorijima uspjes$no

provode tankoslojna i plinska kromatografija.

»Zlatni standard* pak predstavlja instrumentalna analiza plinskog kromatografa
sa spektrometrom masa. GC-MS metoda za razliku od drugih metoda koje detektiraju
prisutnost odnosno odsutnost ispitivane tvari, omogucéava separaciju, identifikaciju i
kvantifikaciju analita. Treba napomenuti da je za optimizaciju metode kvalitativne
analize novih psihoaktivnih tvari i neophodno neprekidno nadopunjavanje knjiznica
spektara masa (engl. mass spectral libraries) Sto nerijetko ne sustize brzinu pristizanja

novih psihoaktivnih tvari na trZiSte droga.
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. ZAKLJUCAK

Usporedbom rezultata dobivenih analizom uzoraka urina primjenom preliminarne
metode i potvrdne metode odredivanja sredstava ovisnosti nije dokazano dobro
slaganje.

Zbog standardiziranosti metode i jednostavnosti uzorkovanja najéesc¢e koristeni
bioloski uzorak za odredivanje sredstava ovisnosti jest urin.

Pocetno probiranje na sredstva ovisnosti provodi se imunokemijskim metodama
koje imaju zadovoljavajucu osjetljivost, no ¢esto nedovoljnu specificnost.

Zlatni standard i preporucena metoda potvrde je plinska kromatografija sa

spektrometrom masa zbog svoje to¢nosti, osjetljivosti i preciznosti.
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9. SAZETAK

Uvod: Sredstava ovisnosti, droge prirodne su ili sinteticne tvari s psihoaktivnim
djelovanjem koje se zloupotrebljavaju zbog osjec¢aja ugode Sto vodi ka ponovljenom
uzimanju koje u jednom trenutku moze izmaknuti kontroli. Veliku problematiku u
otkrivanju i odredivanju psihoaktivnih tvari, predstavlja neprestana pojava novih spojeva
i tvari. Danas se u vecini laboratorija za analizu psihoaktivnih tvari u bioloskim uzorcima
rabe imunokemijske tehnike kao metode probira (engl. Screening), a za potvrdivanje

razne kromatografske tehnike.

Cilj: Cilj ovog rada je opisati i usporediti preliminarne i potvrdne metode za odredivanje

sredstava ovisnosti u bioloSkom uzorku urina.

Materijali i metode: Materijali kori$teni i prilozeni u ovome radu su uzorci urina Koji su
dio arhive Centralnog laboratorija KBC-a Split te Laboratoriju za kemijsko-toksikoloske
analize, Klini¢kog odjela za sudsku medicinu, Zavoda za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju KBC-a Split. Koristena tehnika pocetnog probiranja jest imunokemijska
metoda, najcesce obiljezena enzimom koja zbog svoje nedovoljne specifi¢nosti zahtijeva
potvrdu. Kao zlatni standard primjenjena je metoda plinskog kromatografa sa

spektrometrom masa koja potvrduje pozitivan nalaz te iskljucuje negativan.

Zakljucak: Usporedbom rezultata metode probira i1 metode potvrde uocena su
odstupanja. Uzorak izbora za analizu na sredstva ovisnosti je mokraca. Analiticka metoda

izbora, ujedno i zlatni standard jest plinska kromatografija sa masenom spektrometrijom.

Kljuéne rije¢i: sredstva ovisnosti, urin, imunokemijske metode, GC-MS
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10. SUMMARY

Introduction: Means of addiction, drugs are natural or synthetic substances with
psychoactive effects that are being abused due to a sense of pleasure leading to the
repeated taking which at one time can get out of control. A major issue in detecting and
determining psychoactive substances is the constant occurrence of new compounds and
substances. Today, most of the laboratories for the analysis of psychoactive substances in
biological samples use immunochemical techniques as screening methods, and for

validation various chromatographic techniques.

Objective: The aim of this paper was to describe and compare screening and

confirmatory methods in the biological urine samples.

Materials and methods: The materials used and included in this paper are urine samples
which are a part of the archives of the Central Laboratory of KBC Split and the Laboratory
for Chemical Toxicological Analysis, Clinical Department of Judicial Medicine,
Department of Pathology, Judicial Medicine and Cytology KBC Split. The initial
screening technique used is an immunochemical method, most commonly labeled with
an enzyme that requires verification due to its insufficient specificity. As a gold standard,
a gas chromatographic method with a mass spectrometer was used which confirms a

positive finding and excludes negative ones.

Results: By comparison of results made by preliminary and confirmable methods
deviations were observed. A sample of choice for analyzing means of addiction is urine.
The analytic method of choice, at the same time the gold standard is gas chromatographic

mass spectrometry.

Keywords: means of addiction, urine, immunochemical methods, GC-MS
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