TOXIKOLOGIE A ANALYZA DROG

Martin Kuchar
Ustav chemie pfirodnich latek

Pouzivané metody v klinické a forenzni analyze
Terénni analyza
Imunochemie, chromatografické metody
IR a Raman spektroskopie

Detekce a analyza drog

* Terénni analyza
* Analyza neznamych latek (drogy, vybusniny)
* Metody — jednoduché ,color” test, imunochemické testy typu LFIA
* Mobilni detektory na bazi IR, Raman, GCMS (iontrap)

* analyza v kriminalistické laboratofi
* PredbéZna analyza (TLC, GC-FID)
* Konfirmacni analyza véetné kvantifikace na dozadani
* Nové drogy - velké mnozstvi derivatl — absence standardd pro kvalitativni analyzu
(certifikované standardy pro kvantitativni stanoveni)
* FTIR, GC-MS, LC-MS

* analyza v toxikologické laboratofi

* Predbézny screening (imunochemické metody)

e Spravny vybér a odbér vzorku

* Nutné znat indicie, kterou latku hledat (priklad fentanyl — nizké koncentrace, GHB —
endogenni latka),

* Konfirmacni analyza s kvantifikaci v pfipadé fatalnich pripad(, soudné natizena
toxikologicka analyza

* Analyza neznamé noxy — naroc¢né, specializovana pracovisté (HRMS - QTOF, Orbitrap)
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e terénniidentifikace

* dosud béZné pouzivané testy ,color test” nelze pouzit v pripadé NSD — nespecifické.

RGzné NSD i ze stejné skupiny poskytuji rizné barevné reakce

Spravny odbér vzorku

Barevné reakce novych syntetickych drog
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Palenicek T., Kuchat M.: Adiktologie,4 (2011)

amT

aMT

amT

reagent

reagent

reagent

reagent

4.11.2013



4.11.2013

Screeningové metody TLC

Standardni frakcni extrakce IéCiv metodou kapalina — kapalina

* 50 ml mog¢, Zaludecni obsah, pH = 3.0, vytrepat se 100 ml
diethyléteru, organickou fazi odpafrit — ziska se extrakt
obsahujici neutralni a kyselé analyty — EK

» vodna faze, pH = 10.0,vytrepat se 100 ml diethyléteru, organickou

o fazi pred odparenim zakapnout redénou HCl — ziska se extrakt
obsahujici bazické (alkalické) analyty — EA

¢ 20 ml vytfepané moce — hydrolytické stépeni konjugat
varem s mineralni kyselinou (HCI, H;PO,)

varem s alkalii
enzymy (Setrné, ale drahé)

* hydrolyzat se neutralizuje pH = 7.0, vytrepat se 100 ml
diethyléteru, organickou fazi odpafrit — ziska se extrakt obsahuijici
konjugované metabolity - EH

Metodika prevzata: Ustav soudniho lékafstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN

Screeningové metody TLC
intoxikace kokainem a extazi

TLC chromatogram — analyza 50 ml mo¢

dil chromatogramu dil chromatogramu
detekovany | detekovany
Dragendorfovym cinidlem | —— Marquisovym cinidlem

( smés Kl a Bi(NO,);) (H,SO, + formaldehyd)

T——— kokain - ndlez
\ kokain - standard

smés standarnich sloucenin
pro uréeni polohy neznamé latky
(atropin, kodein, fenmetrazin,—_{
aminofenazon, diazepam) s

s /[

extaze - nalez

Mobilni faze:
EtOAc-EtOH-NH; (36:2:2)

/

\ extaze - standard

Metodika prevzata: Ustav soudniho Iékafstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN




Imunochemické metody

vy

Imunoanalyza je jedna z nejcitlivéjSich metod
vlastnosti protilatek:

* schopnost protilatek vazat se na Siroké mnozstvi prirozenych i umélych sloucenin,
které se chovaji jako antigeny. (Protildtky jsou proteinového charakteru a jejich velké
mnozstvi vazebnych mist je odvozeno z obrovského poétu kombinaci sekvenci
aminokyselin.)

» specificita protilatky pro reagujici latku. Tato vlastnost umoznuje stanoveni velmi
nizkych (aZ pikomolérnich, 1012) koncentraci ltek za pfitomnosti dalich podobnych
sloucenin (napt. stanoveni stopovych mnozstvi hormont ve vzorku krve).

* sila vazby protilatky s antigenem.

Vyuziti reakce protilatka - antigen in vitro je zakladem imunochemickych metod.
Imunoanalyza zahrnuje skupinu imunochemickych metod, které k detekci vyuZivaji dobre
méfitelné znacené latky — indikatoru a tim dosahuji vysoké citlivosti (detekcni limity
téchto metod dosahuji hodnot 101> aZz 10-2° mol/L). Indikdtorem muzZe byt radioaktivni
izotop (radioizotopové metody) nebo jina latka: enzym, fluorescenéni znacka, DNA,
koloidni ¢astice a pod. Indikator je obvykle navazany na protilatku (imunometricka
analyza), nebo na antigen.

Historie imunoanalyzy
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Protilatky (angl. antibody, Ab) jsou proteiny produkované vyssimi Zivocichy jako
soucast imunitni odpovédi. Protilatky patti mezi glykoproteiny, které nazyvame
imunoglubuliny. Hlavnimi charakteristikami protilatek jsou:

- afinita

- avidita

- specifita pro urcity antigen

Afinita je energie vazby (sila vazby) protilatky s jednou antigenni determinantou
antigenu. Je mirou sily interakce antigen-protilatka a je ji mozné kvantitativné vyjadrit
pomoci asociacni konstanty (K.,) reakce. Kvalitni protildtky pouZzivané pro ucely
imunoanalyzy by mély mit K, = 10%° - 102 L.mol .

Avidita je vazebna energie mezi celou molekulou antigenu a protilatkou, nebot
vétsina antigenl je multivalentnich, tj. ma nékolik vazebnych determinant pro rdzné
protilatky.

Specifita protilatky je charakterizovana minimalni interferenci s jinymi latkami, nez je
latka, pro jejiz stanoveni je urcena. Mirou specifity protilatky je procento zkrizené
reakce s latkou, pro jejiz stanoveni neni urcena.

Podle zpUsobu pripravy a charakteru délime protilatky do dvou zakladnich skupin, na:
- protilatky polyklonalni

- protilatky monoklonalni

Antigen
Antigeny jsou makromolekuldrni latky prirozeného nebo syntetického plvodu, které
imunitni systém rozeznava jako cizi. Jejich pritomnost v organismu stimuluje tvorbu
protilatek, resp. navozuje imunitni odpovéd.
* Kompletni Imunogen charakterizuji dvé vlastnosti:
* imunogenicita, neboli schopnost navodit imunitni odpovéd (tvorba protilatek,
zapojeni regulacnich a vykonnych lymfocytd), a
* specificita, tj. schopnost s témito lymfocyty a protilatkami reagovat. Imunogen
reaguje jen s témi lymfocyty a protilatkami, jejichZ tvorbu vyvolal.
(podminky: relativni molekulovd hmotnost > 10 000, rozpustnost, elektricky naboj, tvar
molekuly (konformacni struktura), dostupnost epitopd.)

* Hapten ma malou molekulu (Mr < 2000) a je schopen specifické vazby na protilatky,
ale neni schopen vyvolat imunitni odpovéd. Je tedy pouze soucasti molekuly
kompletniho antigenu. Typickymi hapteny jsou néktera léciva, drogy (resp. jejich
metabolity), nizkomolekularni hormony nebo nékteré peptidy.

Kazdy imunogen se sklada z makromolekularniho nosice a nizkomolekularnich
determinantnich skupin tzv. antigennich determinant neboli epitopt
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Antigen a rlizné epitopy s navazanymi protilatkami.

> Antigen-
binding
sites

Epitopes
(antigenic
determinants)

O

0

Antibody A—

Antibody B Antibody C

Zdroj: worldofbiology09.wikispaces.com

Metodika tvorby polyklonalnich protilatek a naslednych
imunochemickych test(

analyt  —— hapten — >

Sestaveni ELISA metody
Testovani specifity, krosreaktivity
—_—

Vytvoreni LFIA kitu = Polyklonalni protilatky
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MonOklonaInl protllatky Postradaji enzym nutny pro metabolismus purint:

lymfatické tﬁ%nummvaré Hypoxantin-guanin-fosforibosyl transferaza

) myelomové buriky
lymfocyty imunizované

antigen mysi
P A /O Qo
| o %
imunizace antigenem , O ¢ @ ) °
v / .
£ - fuze v propylenglykolu

2.4° @
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[ ne:clhoomst /a hyne:vjl T |
ultivace e ¥ / e mediu

hybridni buriky

\< kultivace v HAT médiu

]

HAT — hypoxantin, aminopterin, thimidin

% \ Y [ selekce bunék produkujicich specifickou protilétku
4 Ve 7 -
7 ,% - @ @
monoklondlni protilétky buné&ny Klon produkujici
namifené proti plivodnimu antigenu protilatky jedné specifity

Goetz, et al., 1995

Reakce protilatka-antigen
Pti reakci antigen-protilatka vznika protilatkové-antigenni komplex
(imunokomplex).

Ab + Ag -> AbAg
Ab = protilatka, Ag = antigen, AbAg = imunokomplex

Reakce je reverzibilni. Vazba v imunokomplexu je nekovalentni, zavisi na nékolika
druzich slabych sil, jako jsou hydrofobni vazby, vodikové mustky, van der Waalsovy
sily a interakce iontd. O pevnosti vazby rozhoduje rovnovazna konstanta.

Imunoanalytické metody

vyuzivaji reakci mezi antigenem a specifickou protilatkou, tedy imunochemicky
princip. Protilatka musi byt specificka, tzn. musi reagovat pouze s prislusnym
antigenem.

Pro kvantitativni vyjadreni vysledku analyzy je treba, aby néktera ze zakladnich
komponent byla oznacena tzv. indikatorem, jehoZ pritomnost Ize citlivé a dostupné
méfFit. K témto Uceldm byly nejprve vyuZivény radionuklidy, napt. 121 (oznaéeni
radioimunoanalyza nebo RIA). V souc¢asné dobé jsou pouzivany dalsi substance
rdzného charakteru: napf. enzymy, fluorofory, luminofory apod.
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Imunoanalytické metody
*  Kompetitivni
Ag + Ag* + Ab - Ag-Ab + Ag* Ab + Ag + Ag*

konstantni mnozstvi protilatky a znaceného antigenu, pricemz jeho mnozstvi je vzdy vétsi
nez mnozstvi protilatky. Vysledkem reakce je vznik dvou komplex®, neznaceného (Ag-Ab) a
znaceného (Ag * -Ab), ve kterych jsou antigeny vazany na protilatku. Podil znaceného
antigenu (indikatoru), vazaného na protilatku (mnozstvi znaceného komplexu, B - “bound),
Jako volna frakce (F - “free”), pak mnozstvi nevazaného indikatoru. Po oddéleni frakci se
méri odezva (radioaktivita, absorbance, fluorescence, luminiscence)

* Nekompetitivni metody

Nekompetitivni metody jsou charakterizovany tim, ze specificka protilatka je v reakci
pritomna v nadbytku. S ni tentokrat reaguje antigen, ktery je ur¢ovanou latkou (Ag) a pro
kvantifikaci tentokrat slouzi vhodné oznacena samotna specificka protilatka (Ab*).

Ag + Ab* > Ag-Ab* + Ab*

Mnozstvi komplexu [Ag-Ab*] je tentokrat pfimo Umérné mnozstvi stanoveného antigenu.

ELISA (enzyme linked immunoassay)

(S”bs“m www.abnova.com
@ 3¢

<Suhstmte
Substrate " £ ,JL\ Substrate
( Secondary antibody » (
conjugate e
- £ P/ a3 Inhibitor W M35

Primary antibody » antigen
conjugate \)r’
Capture antibody
il ) - -
Direct ELISA Indirect ELISA Sandwich ELISA Competitive ELISA

PFima ELISA: imobilizovany antigen, nutnost znaceni primarni protilatky

Nepfima ELISA: imobilizovany antigen, pouZiti znacené sekundarni protildtky (komercné
dostupné), nevyhoda — mozna krosreaktivita

Sandwich ELISA: antigen je vazan mezi 2 protilatkami, vysoka citlivost a selektivita, antigen
nemusi byt predem purifikovan, antigen musi obsahovat min. 2 vazebna mista pro
protilatku

Kompetitivni ELISA: antigen ve vzorku a imobilizovany antigen soutézi o vazebné misto
protilatky, méfi se pokles odezvy v porovnani s jamkou kde je pouze inhibovany antigen
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LFIA metoda

* Interakce cilové molekuly (antigenu-napf. drogy) s odpovidajici protilatkou

» vznik imunokomplexu - vyvolani mefitelného signalu nebo optické detekce

C Control Zone C C C
T Test Zone T T T
S Sample Well § S D S

POSITIVE NEGATIVE NEGATIVE

S

INVALID

Uzivatelsky pfijemny format, Siroce rozSifen pro terénni detekci

LFIA (lateral flow immunoassay)

Y Y;.AY Z")}

smér vzlinani roztoku >
droga 7
20,°5° 3
\

Yoi10zA

abz ¢
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vrv 7

Specificita protilatek a kfiZzové reakce uvnitf skupiny

1) Odlisna reaktivita strukturné pribuznych
drog ve zvolené skupiné— napfr.
nevyhovuijici citlivost pro detekci A

MDMA _

AMPHETAMINE

Modifikaci cut off — také zachyt
MDMA

Cut-off (level) - prahovd mnoZstvi
koncentraci (urover) drogy ve slinach

a potu, které Ize orientacnim drogovym
testem zjistit.

Parametr prahového mnoistvi je u kazdé 100 300 1200
drogy stanoven zvlast. ng/ml

DATA: vyrobce testd

Koncentrace MARIHUANA
THC
v zavislosti &
na dobé 7 o
z:)o;;t;zltl -_“ " 2P ~ - e THC v Krvi

g & = e Ghiveeswave THC ve slinach
== == == THC v moti

e e THC v potu

© upozornéni

Vzorek krve pro
analyzu musi byt
odebran co
nejdrive, protoze
&asovy lsek
prokazatelnosti s

je kratky Nejnizsi koncentrace THC pro

a rychlost X detekci
odbéru zde hraje

kli€ovou roli. z krve, slin, modi a potu

Cas v hodinach | 12 | 23 [ ] | 60 [ 1042 [ |5-8dni

Krev
Sliny
Mot
Pot

Vysledky testli se mohou lisit v zavislosti na individudlnich vlastnostech osoby, kvalité drogy a ¢etnosti uzivani
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DATA: vyrobce testd
,l

Koncentrace | ATS - amfetamin, methamfetain
amfetaminu I |
nebo |
metamfetaminu ]
v zavislosti I 1 amfetamin v krvi
na dobé
po poziti I £ G amfetamin ve slinach
drogy | \ = = amfetaminu v mogi

' “

I

© Upozornéni

Vzorek krve pro
analyzu musi byt S e
odebran co T St

nejdFive, protoze L4 -~ —
Easovy usek
prokazatelnosti

je kratky
a rychlost
odbéru zde hraje 20 hod. z . 5
kli¢ovou roli. ———— Nejzazsi detekéni doba z krve,
slin a mo¢i
Cas 0,1-1 hod.| 4-6 hod. -
Krev [+ [+ |
sliny | I | | - —
Mok B+

Vysledky testli se mohou lisit v zavislosti na individudlnich vlastnostech osoby, kvalité drogy a ¢etnosti uzivani

HEROIN N DATA: vyrobce testdl
Koncentrace /! \

heroinu
v zavislosti / \

na dobé / \
po poziti \
drogy I

] \ =« « « «« heroin ve slinach

heroin v krvi

I} \ == == == heroin v mo¢i

9 Upozornéni

Vzorek krve pro . I . o
analyzu musi byt . ¢

Easovy tsek ¥ / TR

prokazatelnosti . Ry
je kratky . / S bowia
a rychlost
odbéru zde hraje | 5 10 15 20 hod.

kli¢ovou roli. ————— Nejzaz3i detekcni doba ze krve,

Cas 0,11 hod.| 46 hod thod Lithoal L s slin a moi
Krev [+ |+ | [+ =
e

sliny [
Mot B+ |

Vysledky testl se mohou lisit v zavislosti na individudlnich vlastnostech osoby, kvalité drogy a ¢etnosti uzivani
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Pre
Tec
Citli

Imunoanalyzy v toxikologii

dnosti
hnicky jednoduché
vé

Rychlé

Dulezité vstupni informace o

vzorku
Vhodné pro terénni aplikace, * Nutna konfirmace

tzv.

on site testing

Nedostatky

* Pouze cilena detekce vybranych
skupin

» Potencidlni interference, zalezi na
protilatkach

* Orientacni vysledky

» Staly pfisun reagencii, ekonomicka
narocnost

Toxikologické laboratorni vySetreni

Testovani léCiv a drog v biologickém materialu

krev, sérum sliny moc¢ vlasy
odbér vzorku invazivni neinvazivni neinvazivni neinvazivni
ziskané krev 10 ml 1-5ml >50 ml 50-300 mg
mnozstvi sérum 1-2 ml
koncentrace nizkd nizka vyssi nizkd
latek prevaziné prevaziné hlavné prevaziné
parentni latky parentni latky metabolity parentni latky
detekéni okno ||| minuty az minuty az hodiny, dny mésice
hodiny hodiny
poznamky kontaminace manipulace se barveni
potravou vzorkem
kourenim falSovani

4.11.2013
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DETEKCNi OKENKO

DROGA PRUMERNA DETEKCNi
DOBA

ALKOHOL (pouze pro srovnani) 3-10 hodin

AMFETAMIN 1-2dny

KOKAIN vice nez 4 dny
HEROIN 1-2dny
METAMFETAMIN - PERVITIN 1-2+dny
EXTAZE 1-2+dny

MARIHUANA - METABOLITY

e 1 joint

vice nei 2 tydny

e joint 3x tydné

3 -4 tydny

e joint denné

4 -6 tydna

e silny a pravidelny uzivatel

vice nei 4 tydny

Systematicka toxikologicka analyza STA

Testovani Ié¢iv a drog USLT Praha

|éCiva, drogy

|écCiva, drogy

ECD - electron capture detector
NPD - nitrogen—phosphorus detector

T

TLC

4
N

/
N\

/

GC-MS

GC-ECD
GC-NPD
GC-MS

HPLC - DAD

4.11.2013
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Priklady smésnych intoxikaci z praxe

Pacient | Anamnestické iidaje

Laboratorni toxikol ogidié nalezy

M-26 let | Hlubokeé kéma, tézka

anurie, suspektné toxikoman
nebo epileptik

liypotenze, srdecni dysrytue,

Z0O: prothiaden

Seérmmn:
protluaden 10590 ng/ml
nortliaden 455 ne/ml
(ter. rozmez 50 — 150 ng/ml)

7-20let | Sommolentni
Suspekiné alkohol, brufen

Evev: ethmol 2,69 g'kg
Serum:
alprazolam 59 mg/ml
(ter. rozmezi 5-50 ng/ml)
ZO:  ibuprofen, kodein, fluoxetin
Moc:  ibuprofen+ metab., kodem,
fluoxetin .salicylaty, kefein

M-21 let | Bezvédomi, kiece

Moc:  methamfetannn, amfetanun,
efedun, metabolity bromazepamu

7-21let |Bezvédoni, obéhové selhani,

Sectral 20 tbl. x 400 mg,
tnuti - sebevrazda

70 acebutolol
Moe:  acebutolol + metab.

M-53 let | Bez potizi, onylem 2 loky
FRIDEXU pied 45 nun

Sermn: EG 337 ng/ml
Moc: EG 9640 ng/ml

DATA: M. Balikova

Volba vzorku

Tradi¢ni materialy

Alternativni materialy

> krev » sliny
» moc > pot
» Zaludecni obsah » mekonium (smolka)
» pitevni materialy » vlasy

<HODINY

(laev, sliny, pot}

< DNY .

N (mo¢, stolice) "

B TYDNY a MESICE

B (Wlasy, nehity, novorozenecka smolka) i

Marie Balikova: Forenzni a klinicka toxikologie, Galén 2007
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VLASY

Vlasy stabilni material

Chronicky abuzus drog v urcitém ¢asovém intervalu
Patologické nalezy napft. pri pitvé

Podezieni na chronické otravy

YV VYV

Komplexni mechanismus inkorporace drog do vlast
Stopové analyzy — GC-MS nebo LC-MS

Y VYV

» Prvni analyzy nox ve vlasech — téZké kovy uz dfive dostupnou metodou
AAS

»> 1979 — opiaty
> 1982 dilkaz kokainu ve vlasech (USA)
»> Nové citlivé a specifické metody GC-MS (LC-MS)

> Dnes — detekovat stale nizsi kvanta (ng/mg az pg/mg)

Struktura vlasu, inkorporace a eliminace analytu z vlasu

Decomposition :

by bleaching A\ External

and UV radiation i | RN sources
Extraction by L v (dust, smoke,
shampooing \ b N dirty hands,
and hair cosmetics e mediated

~ by sweat)

Sebum

Delayed incorpo-
ration from
surrounding tissues

Incorporation
from blood

SO

F. Pragst, M.A. Balikova: Clinica Chim.i'ca’Acta 370 (2006) 17-49

4.11.2013
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PFiprava vzorku pro sekvencni vlasovou analyzu

VVVYVYVY

analyza

Razor blade

Odstrizeni vzorku z temene hlavy (primér tuzky)
Odstranéni kontaminantt — myti vlast

Segmentace po 1 cm (odpovida zhruba 1 mésici ristu)
Homogenizace a extrakce

Letter clip

Graph paper  Hair strands

Marie Balikova: Forenzni a klinicka toxikologie, Galén 2007

Methamfetamin ve vlasech

30 lety muz zemfrel kratce po
aplikaci drogy

Pti pitvé zjistény
arteriosklerdza a krvaceni do
malého mozku

Vlasova analyza potvrdila
chronicky abuzus MA min.
cca 8 mésicl, vzrastajici trend

ng/img

Drugs in 2Zcmhair segments

1680

140 1

120 §

100 1
80 1

80 1

40 1

20 1

segment

Methamphetamine B Amphetamine BEphedrine

DATA: M. Balikova

4.11.2013
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Opiaty ve vlasech

Brown and heroin markers extracted from

Fatalni predavkovani — hair
Zena, 24 let

Prokdzéan chronicky 1

abuzus spektra rGznych 0.8 -

opiatd béhem aspon 6

mésicu

0 _
_EJ 0,6
s 0.4 1
0,2 -
0 A -H| T T
3 4 5 6

Segments

DATA: M. Balikova

O DHC
mCoD
OHC

B MORF
OaAacoD
O 6MAM

morphine (nmol/m

0,01

0,08

0,07
B 0,06
0,05
0,04
0,03

o A:. I

& NS <

& o
N & & &
) > Q
o K4

period before death

M. Balikova: Journal of Chromatography 2003
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SLINY

® Bohaté zadsobeni krvi z krénich artérii L -
* transport drog z krve do slin <
* podobné detekéni okénko jako v krvi
¢ jednodussi neinvazivni odbér vzorku

SloZeni:
99-98% voda, elektrolyty, proteiny (mucin),
enzymy (amylaza)

1. pfiusni Zlaza 2. podcelistni Zlaza 3.
Klidova tvorba 0,5 ml/min podjazykova Zlaza (wikiscripta)

Po stimulaci 3-5 ml/min

pH 5,7 az 7- z krve snadno prechazi baze (amfetaminy)

Transport drog z krve do slin

* Pasivni difuze (lipofilni molekuly, prednostné baze)
» Aktivni sekrece (elektrolyty)
» Ultrafiltrace (polarni molekuly, cukry)

Dvoji faktory ovliviujici pasivni difuzi z krve do slin:

Sliny:

* rychlost toku

* vazba na proteiny slin
e vyskyt enzymu

Droga:
* ionizovatelnost, pKa
* polarita

* konformace izomerl
e plazmaticka volna frakce
e vySe plazmatické hladiny

Marie Balikova: Forenzni a klinicka toxikologie, Galén 2007
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Hladiny ve slinach jsou odrazem volného podilu v krvi

priblizné kopiruji stejny ¢asovy prabéh

(ale variabilita toku slin, variabilita pH a miry prestupu)
Site detekéniho okna fadové podobna krvi

Parentni drogy > metabolity (pasivni difuze)

pH slin < pH plazmy = usnadnén transport bazi do slin
koncentrace bazi-sliny > koncentrace bazi-plazma

Praktické aspekty:

Odbér - volnym tokem

- odsatim vakuem

- adsorpci na vatovy tampon

Problémy v praxi:

Nedostatecny a nestaly objem vzorku od réznych osob
Suchd usta - nemoznost odbéru vzorku

Viskozita slinnych vzork(, zbytky potravy, vlivy bakterii
Kontaminace Ustni dutiny — pasivni koureni, pasivni expozice
Po odbéru je nutno registrovat:

dobu a zplsob odbéru, pH a objem ziskaného vzorku, pfipadna konzervace

Marie Balikova: Forenzni a klinicka toxikologie, Galén 2007

MEKONIUM

Mekonium — novorozeneckd smolka — prvni stolice novorozence.
Tvorba od cca 12 tydne téhotenstvi

Mekonium — stfevni obsah plodu. Tvorba postupné ve vrstvach ze spolykané plodové

vody a ze sekretu Zluce do strev

SloZeni: voda, mukopolysacharidy, lipidy, proteiny, enzymy Zlucové kyseliny, sole.
Hodnota pH mekonia lehce kyseld (pH 6,8) — hromadéni bazi

Medicinské vyuZiti analyz: neonatologie. Zjistovani abuzu drog v pribéhu téhotenstvi

— transfer drog do embrya placentarni bariérou

Siroké asové detekéni okno: Akumulace drog v téhotenstvi - srovn. kratkodoba
detekce v moci ditéte i matky

Sbér mekonia: z plenky ditéte — neinvazivni, 1-5 dni po porodu

Droga s vazbou na plazmatické bilkoviny a ionizovana v krvi

matky (nizkd pK,) — jen maly dil k dispozici pro pasivni difuzi Baze o vy33i hodnoté pK,
— baze- prechazi snadno z krve matky do kyselejsiho prostredi v krvi plodu — depo v

mekoniu

Marie Balikova: Forenzni a klinickd toxikologie, Galén 2007
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Co si pamatovat z dnesni prednasky

Metody terénniho testovani vzork(l (IR, Raman, color test)

Zakladni znalost principli GC-MS, LC-MS, IR a Ramanovy
spektometrie

Princip imunoanalyzy (pouzivané metody, ELISA, LFIA, cut-off level)

Material pro toxikologickou analyzu (mo¢, krev, netradicni - vlasy,
mekonium)
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