TOXIKOLOGICKA VYSET RENI

Toxikologie je ¥dni obor zabyvajici se jedovatymi latkami. Jedgkova latka,
ktera po vniknuti do organismuigobi chorobné z#émy, které mohou vést az ke smirti.
Soubor zmin, které nastanou v organismiispbenim jedu, se nazyva otrava (intoxikace).
V praxi se setkdvame s Iékovymi a nelékovymi otnavdDo organismu se jedie dostat
vdechovanim, véebavanim fes sliznice aii a injekéné. Vnik jedu do organismu tZe
byt nadhodny, umysiny, profesionalni, medicinsky.|SDapiicinou otravy niize byt
toxikomanie. Klinicka toxikologie zkouma dinky jedi na organismus.Chemicko-
analyticka toxikologie studuje chemickou strankdijgejich vyrobu, zabyva se moznostmi
izolace jed, jejich vyrobou, jejich reakcemi a identifikaczolace jed z biologickych
materiati a jejich identifikace je velmi n&toé analytick4 prace. Nanoost se zvysSuje tim,
Ze tengt nikdy nevime, ktery jed budégrnttem rozboru, zda bude viyodni forn€ nebo
metabolizovan. ObtiZznost izolace akdzu jedu v biologickych materidlech je dana
piitomnosti celérady latek, které ruSitp detekci nebo vyvolavaji spolu s jedyizné
vedlejSi interakce. Vzajemné interakce jsou podmintypem jedu, jeho stabilitou,
mnoZstvim a doboutgobeni v organismu. Proto je nutné provéstéodiiologického
materialu v co nejkratsi mozné aob
V toxikologii se nefastji vySettuji tyto biologické materialy:

1. Zalud€ni obsah nebo zvratky (v tomto materializeme najit latku vipsodni forn®)
krev

mo¢ (zachycujeme latky v podélmetaboliti)

vydechovany vzduch

oA woN

jiné (vlasy, nehty¢asti orgai apod.)
ALGORITMUS TOXIKOLOGICKEHO VYSET RENI

1. Dokumenty anamnestickych udlgpro analytika zdroj velmiiezitych informaci)

- popis fFiznaki otravy

- pouzivané léky

- priblizna doba poziti jedu
- podezeni na konkrétni jed

2. Popis a dokumentace materialu:

- hodina odbru a druh materialu



- skladovani

- mnozstvi

- vzhled

Biologicky materiél nikdy nekonzervujeme chemickpkud je to nutné, uchovavame jej
v chladnéce nebo mrazice.

3. Analvticka prace:

- Uprava biologického materialu

- izolace jedu

- provedeni reakce

- identifikace

1. Dokumentace:

- popis pouzitych metod

- standardni roztoky

- vysledky

V toxikologické analytice se n&gstji pracuje s&mito metodami:

fotometrie

atomova absormi spektrofotometrie (AAS)

polarografie

chromatografie (TLC — tenka vrstva t&s$tji).

PRAKTICKA CAST

1. Chromatografie na tenkych vrstvach

Pristroje: UV — lampa (s vinovou délkou 254 a 366 nm), fergnidaze.

Material a chemikdlie:chromatografické desky — plastické folie silikagél F254 (firma
Merck), teci misky, zasobni Iékovky, nadobka na¢mdlici nalevka, odp@vaci misky,
kadinky, sada automatickych pipet, hamiltonky, aZfravitko, chromatograficka vana,
rozprasové, ependorfky se Sroubovym uzéem, pH—papirky, Ramsay tuk,

96 % ethanol, chloroform, ether, kyselina chlorakoda (1:1), 50 % hydroxid sodny,
siran sodny bezvody,

vyvijeci soustaveaethylacetat : methanol : amoniak (34 : 4 : 2),

detekni cinidla:




1. konc. HSQO, : ethanol (1:1) dinidlo pripravovat v ledové lazni, po kapkachidavat
kyselinu do vychlazeného ethanolu).
2. Dragendorffov@inidlo:
Roztok | : Dusinan bismutity (850 mg) se rozpusti v 10 ml kyseliyové a 40 ml vody.
Roztok II: Jodid draselny (8 g) se rozpusti ve 2Voaly.

Oba roztoky se smisi a uchovavaji se &deénlahvi i rkolik mésiai. Pred pouzitim
se 10 ml tohoto z&sobniho roztokedi 20 ml kyseliny octové a 100 ml vody.
3. 1 % roztok jodu v chloroformu,
Léky: diazepam, stilnox, codein, paracetanol extraparaty kofeinu, chininu.
Pracovni postup

Priprava standafd Léky v tabletové forr rozeteme v teci misce na prasek. Preparaty

kofeinu a chininu navazime na analytickych vahagme do gipravenych ependorfek a
rozpustime v ethanolu. Pokud je povrch tablety pioaibalem nebo glazurou, musime obal
odstranit nebo smyt. Odvazime pozadované mnozsthstanci (mnozstvi zavisi na
jednotlivych dikazech a metodach — geggji 10-200 mg). Navazenou substanci
rozpustime v odpovidajicim objemu rozpeéd& (u €K se nejastji pouziva alkohol—
ethanol). Standardni roztokigmeseme do lahtky a oznaime jej datem fipravy.
Skladujeme ve téha chladu (0-4°C).

Pro poteby cvieni budou standardyifijpraveny pro nanaseni

Priprava biologického materidlus0 ml biologického materidlu - mnio okyselime 5
kapkami Zediné kyseliny chlorovodikové na pH asi 3-4. Upravemoot pielijeme do
délici nalevky, pidame 50 ml etheru a@gpeme 3-5 minut. Probiha extrakéeht I€iv,
které maji slab kysely nebo neutralni charakter. @ighy etherovy extraktipneseme do
odpdovaci misky. K vodni vrstvopst pridame 50 ml etheru a extrakci opakujemah&m
vytiepavani obas uvolnime zatku, abychom zabranili nahro&nadetherovych par.
Oddileny etherovy extrakt fmdame k prvnimu podilu a extrakty vysuSime pomoci
bezvodého N#&0O, a odpdime do sucha na vodni lazni. SuSinu rozpustime5vng),
absolutniho ethanolu. Tim ziskarkgsely extrakt (Mg). Odctlené vodni vrstvy zdici
nalevky dame do kadinky a upravime pH na 9-10 pdéni@c % NaOH. Provedeme
opakovanou extrakci, extrakt vysuSime, diip&, odparek rozpustime v ethanolu a tim
ziskamealkalicky extrakt mo¢i (M), ktery obsahuje bazickaciea, pogipad druhy

podil neutralnich latek, napalkaloidi.



Chromatografie:Na chromatografické desce vyzirae nekkou tuzkou mista start

Pomoci hamiltonky naneseme faiina mnozstvi vzotk(1-4 kapky) a fislusné standardni
roztoky nebo sisi standardnich roztdk Vzdalenosti mezi nanaSenymi vzorky nesmi byt
mensi nez 15 mm a {mér nanaSenych skvrn nesmi bytdi jak 5 mm. V pibehu
nanaseni skvrny vysusSujeme teplym vzduchem z fdlgymérg 10 minut pedem ped
vyvijenim nalijeme do chromatografické komory takosbjem vyvijeci srési, aby jeji
hladina byla niZze, nez mista startu vzorku na chtografické desce. Sim pouzivame
pouze pro jedno vyvijeni. Komoru uzame sklem, obsahiklladné promichame (prostor
komory se nasyti parami $8i, coZ napomaha dokonalejSimu a rychlejSinsierd). Po
nasyceni komory parami rozpokdl do ni vliozime fipravené chromatografické desky a
provedeme vzestupné vyvijeni. Kdy&lo mobilni faze (vyvijeci s#si) doséhne
vzdalenosti asi 20 mm od horniho okraje desky, deskomory vyjmeme &elo faze
vyznaime ntkkou tuzkou. Zbytky mobilni faze z desky odstranimygsusenim volé na
vzduchu nebo proudem teplého vzduchu.

Detekce: Chromatografickou desku pomoci rozprafevapostikame jednotlivymi
deteknimi ¢inidly. Zakreslime polohy skvrn.

Vyhodnoceni:

Latku identifikujeme tak, Ze polohu skvrny vztahug k poloze skvrny standardu,
ktery se s ni ztotaitlje nebo se nachazi &shé blizkosti. Chinin detekujeme pomoci UV-
lampy @i 366 nm. Kofein je detekovatelny hlava kyselého podilu nid a je viditelny i
UV 254 nm nebo pomoci Dragendorffovmidla (hnéda skvrna) nebo 1 % roztoku jodu
v chloroformu (Sedo-fialova skvrna). Diazepam jdita@lny po podgikani skvrnycinidlem
konc. HSO, : ethanol (1:1).

Doporucent:
Pokud chcete vift n¢jaké zajimavé latky ve vaSi ®&p vypijte silny ¢erny ¢aj, kavu
s kofeinem nebo si dejte tonik s chininem (pozorkagdy tonik obsahuje chinin). Léky

rackji nezkousejte.

2. Detekce drog pomoci Instant-View Multi-Drug Scren Urine test
Princip
Kazdy testovaci prouzek, ktery je ¢ésti multipanelu, je jednokrokovy

imunochromatograficky test, ktery zahrnuje 1) pddus fialovym konjugatem koloidni



zlato- antidrogova protilatka 2) nitrocelulézovolemmbranu obsahujici testovaci linii (T-
linie) kontrolni linii (C —linie). T linie je potagna drogovym antigenem, zatimco C linie je
potaZzena kozimi anti-mySimi IgG protilatkami.

Tento test je kompetitivni imunometoda. Droga nebogovy metabolit ve vzorku
kompetuje s antigenem, kterym je potaZzena nitrdé@etwva membrana na omezeném
mnoZstvi vazebnych mist konjugovanych protilatedkndile je na podusku aplikovano
adekvatni mnozstvi vzorku @ ma putuje kapilarnimi silami testovacim prouzkem.
Pokud je hladina drogy ve vzorku pod detdkn limitem testovaciho prouzku, fialk®v
zbarveny konjugéat z podusky se navaze na antiggayymi je potazena nitrocelulézova
membrana v oblasti testovaci linie (T linie) a objee temn fialova zabarvena T linie
indukujici negativni vysledek testu.

Pokud je droga ve vzorku i® pfitomna v koncentraci rovnajici se nebo vysSi nez
je detekni limit testovaciho prouzku, navaze se tato drogarotilatky z podusky, takze se
neobjevi fialo¢ zabarvena linie T v testovaci oblasti prouzku, @odikuje pozitivni
vysledek.

Barevny konjugét zlato-protilatka by seilnvzdy navazat na linii C a &a by se
objevit fialow zabarvena linie C bez ohledu na to, zda je nebw mexi piitomna droga.
Podrobgjsi informace k imunometodam hledejte v kapitolmyhochemické metody*.
Material a chemikélie
Instant-View Multi-Drug Screen Urine Test (M3), wface Alfa Scientific Designs Inc,
Poway, CA 92064 USA, dovozce. ELISABETH PHARMACOSBpol. sr. 0., Na®gsti
Svobody 18, Brno
testovaci panel je zataveny zvla® folii s desikantem a pipetkou
Odkeér vzorkuKazdy vzorek musi byt odebran disté nadobky. Vzorky mohou byt drzeny
pii teplo® 15-30°C po dobu 8 hodinfigeplot 2-8°C ti dny a (i -20°C delSi dobu.
Pracovni postup:

Ochlazené vzorky a dalSi materiatet testi, museji byt ped zahdjenim testovani
vytemperovany na pokojovou teplotu
Testovaci panel je pak vyjmut z folie.

A. Pondovaci metodaSejme se vrSek a por@e panel do vzorku nejm&na 10 sekund.

Hladina vzorku musi bytippondovani nad okénkem pro nanaseni vzorku a zé#érpeel

hroty Sipek nazraujicich maximalni hladinu, kam lze panel pg&iho



B. Alternativni metoda(kdyz je objem vzorku maly). Sejme se vrSek angjjse pipetka

z folie. Stiskne se balonek na konci pipetky a napk pipetka vzorkem az po risku nad
sttedovym balonkem. iRla se veSkery vzorek z pipetky do okénk&uneho pro nanaseni
vzorku. VrSek se nasadi zpatky na panel a pan@ok®i na suchy vodorovny povrch.
Vysledky se od#&taji mezi ¢tvrtou a sedmou minutou odfigani vzorku. Po sedmi
minutach uz se vysledky neaii@,ji.

Interpretace vysledki

pozitivni: pokud se objevi linie C a neobjevi se linie T

negativni:pokud se objevi linie C a linie T spote, vysledek testu znamend, Ze hladina
drogy nebo jejiho metabolitu v rige pod deteknim limitem pro danou drogu.

neplatny testpokud se neobjevi linie C dé&tpminut na Zzadném prouzku, testovaniigbty

zopakovat s novym testovacim prouzkem.

3. Detekce alkoholu v dechu pomoci digitalniho alkwlové testeru CA 2000

Princip detekce

Jedné se o mikroelektronicky analyzator alkohotleghu. Obsahuje plynovy sensor citlivy
na molekuly alkoholu.

Pracovni postup

1. Zapnout spinraBPWR ON/OFF, detektor 2ae odpgitavat od 200 do 000. je to z&kaci
interval k gipraw snima&e a obvod pro testovani.

2. Jakmile pistroj pipne, a rozsviti se zelena kontrolka f@naven k n¢reni, z&ina se
pravidelrg foukat do trubice, nez &ppristroj pipne. Ihned jg¢ba gestat foukat.

3. Za&nou blikatéervena a zelena kontrolkéhem 4 sekund, bude zobrazen vysledek testu
po dobu 15 sekund pomoti &islic. Pokud pesahne udaj 0,5 promile (tovarni nastaveni),
za’ne blikatcervena vystrazna kontrolka a sasreé zazni vystrazny zvukovy signal.

4. Zobrazi se OFF pro vypnulti.

5. pro nasledujici #ieni je teba pistroj vypnout, pokat aspé dv minuty a pak
postupovat podle badl-3.

Dilezité upozordéni:

1. provedeni testu se dopouje pakat po piti aspd 20 minut a 1 minutu po kéeni

2. Do istroje nefoukat cigaretovy dym, ani tekutiny (drge snimé)



3. Test neprovad na silném ¥tru nebo v uzatené mistnosti s kontaminovanym
vzduchem.

4. Po rozsviceni kontrolky stavu baterie je dopeno vynénit 9 V pouze alkalickou
baterii.

5. Fistroj udrzovat fi teplotach od 0-40°C a mimo dosattid

6. Fi obvyklém pouziti vyZzaduje CA 2000 kalibraci kagtly6 nesiar pro udrzeni
piesnych vysledk Kalibraci provadi dodavatel.



