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Sazetak

Testiranje zaposlenih na radnom mestu, sportista, pripadnika vojske i u¢enika u $§kolama na
prisustvo sredstava zloupotrebe i lekova Siroko je rasprostranjeno tokom poslednje deceni-
je. U tu svrhu se najcesce koriste urinski skrining testovi. Urin je bioloski uzorak izbora
zbog jednostavnog uzorkovanja s jedne i brzog metabolizma i niskih koncentracija ovih
jedinjenja u krvi s druge strane. Urinskim skrining testovima dobijaju se brzi preliminarni
rezultati. Prednost imuno testova je velika osetljivost, ali zbog slabe selektivnosti moguce
su unakrsne reakcije sa strukturno slicnim jedinjenjima, a time i dobijanje lazno pozitivnih
rezultata. Osim toga, moguci su i lazno negativni rezultati koji nastaju kao posledica falsi-
fikovanja urina. Imajudi ovo u vidu, poznavanje uzroka koji dovode do laznih rezultata je
od velikog znacaja za pravilno tumacdenje sprovedenog testa. Prema tome svaki pozitivni
rezultat na test traci mora biti potvrden nekom od maseno spektrometrijskih metoda (GC-

MS ili LC-MS).

UVOD

Toksikoloska analiza uzoraka bioloSkog materijala
podrazumeva primenu razli¢itih imuno i hromatografskih
tehnika u cilju odredivanja prisustva lekova, njihovih meta-
bolita, alkohola i psihoaktivnih supstanci (PAS). Krv, urin,
kosa, saliva, znoj, nokti i uzorci tkiva organa su bioloski
materijali koji se mogu analizirati. Zbog jednostavnog i
brzog uzorkovanja, urin je najpogodniji bioloski materijal za
ovu vrstu analize. Osim toga, u urinu se mogu detektovati
jedinjenja koja se zbog svojih farmakokinetickih osobina
(brz metabolizam, kratko poluvreme eliminacije) ne mogu
dokazati u drugom bioloskom materijalu. Zato je toksiko-
loski skrining urina prvi dijagnosticki test u setu standardnih
toksikologkih analiza.(1-2)

Za razliku od hromatografskih tehnika koje dugo traju,
imunotestovi su brzi i lako izvodljivi. To su metode za kvali-
tativna i/ili kvantitativnha odredivanja jedinjenja. Kao
reagensi se koriste antitela koja se specificno vezuju za
odredeni deo molekula analiziranog jedinjenja koji prepoz-
naju kao antigen, pri ¢emu se detektuje kompleks antigen-
antitelo.(1) Podela imunotestova je izvrSena na osnovu
tehnike kojom se vr$i detekcija kompleksa antigen-antitelo.
Postoje enzimski imunotestovi (EMIT-enzyme multiplied
immunoassay technique), fluorescentni (FPIA-fluorescence
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polarization immunoassay), imunoturbidimetrijski kao i
radioimunotestovi (RIA).(2) Osnovni principi hromatografi-
je 1 imuno testova iskoriSéeni su za formiranje imunohro-
matografskih kit sistema kojima se brzo i lako mogu detek-
tovati kako psihoaktivne supstance tako i lekovi (benzodi-
azepini, tricikli¢ni antidepresivi, barbiturati, metadon) i
etanol.

Analiza urina imunohromatografskim testovima na pris-
ustvo PAS jedan je od najcesce koriscenih skrining testova.
Najcéesée grupe PAS koje se odreduju imunohromatograf-
skim test trakama su amfetamini, kanabinoidi, kokain, opi-
jati i njihovi metaboliti. Siroka upotreba urinskih skrining
testova objasnjava se jednostavnim i brzim izvodenjem anal-
ize, a time i1 brzo dostupnim preliminarnim rezultatima.
Osim kod osoba za koje postoji sumnja o zloupotrebi PAS,
imunohromatografski skrining testovi se tokom poslednje
decenije primenjuju prilikom rutinskih testiranja zaposlenih
na radnom mestu, pripadnika vojske, ucenika u Skolama i
sportista. Takode, Cesto se koriste za testiranje prekrSioca
zakona za koje se sumnja da su pocinili krivi¢no delo pod
uticajem PAS.(1-2)

Iako se pomodu urinskih skrining testova na PAS dobija-
ju brzi preliminarni rezultati, oni se dodatno moraju potvrdi-
ti masenom spektrometrijom. Ovakve tehnike su taénije i




386

osetljivije, ali vremenski zahtevnije i skuplje. U te svrhe
koriste se gasno-masena (GC-MS) ili te¢no-masena hro-
matografija (LC-MS). Potvrda masenom spektrometrijom je
neophodna zbog mogucih lazno pozitivnih ili negativnih
rezultata na test trakama. Lazni rezultati mogu nastati kao
posledica ukrStenih reakcija sa jedinjenjima strukturno
sli¢nim analitu od interesa.(2) Imajuéi ovo u vidu, poznavan-
je uzroka koji dovode do nepouzdanih rezultata je od
velikog znacaja za pravilnu interpretaciju sprovedenog
imunohromatografskog testa.

Cilj ovog rada je da prikaze uzroke lazno pozitivnih i
negativnih rezultata urinskih skrining testova na PAS.

MATERIJAL I METODE:
Materijal:

1654 uzoraka urina testiranih na prisustvo PAS

Metode:

Doa MultiGnost test traka za detekciju:

* opijata morfinske strukture (morfin, kodein, heroina,
opijum — LoD-300 ng/mL)

* kanabinoida (metabolit 11-nor-?9-THC-9-COOH -
LoD - 50 ng/mL)

» amfetamina (LoD-1000 ng/mL)

* MDMA (LoD-500 ng/mL)

* kokaina (metabolit benzoilekgonin — LoD - 300 ng/m )

LC-MS sistem (Waters 2695 spregnut sa ZQ masenim
spektrometrom sa elektrosprejem kao izvorom jonizacije)
podrzan Masslynx software-om.

REZULTATI

Tokom perioda januar-oktobar 2013. godine u Odeljenju
za toksikolosku hemiju, Centra za kontrolu trovanja,
Vojnomedicinske Akademije, analizirano je 1654 uzorka
urina na prisustvo PAS. Od ukupnog broja sprovedenih anal-
iza 137 testova bilo je pozitivno na neku od psihoaktivnih
supstanci (Slika 1). Najveci broj ispitanika bio je pozitivan
na prisustvo kanabinoida (3,33%) i opijata morfinske struk-
ture (3,20%).
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Lazno pozitivnih rezultata bilo je ukupno 11 (1 lazno
pozitivan na prisustvo amfetamina i 10 na prisustvo opijata
morfinske strukture), $to iznosi 0,7% od ukupnog broja testi-
ranih. Potvrda rezultata uradena je masenom spektrometri-
jom (LC-MS).

DISKUSIJA

Urinskim test trakama se mogu detektovati jedinjenja iz
iste ili viSe razlic¢itih farmakoloskih grupa lekova. Takode,
postoje test trake kojima se osim lekova kvalitativno anal-
iziraju 1 sredstva zloupotrebe (Slika 2). Iz grupe PAS
najc¢esée su zloupotrebljavani opijati morfinske strukture
(heroin) i kanabinoidi. Prema podacima Centra za kontrolu
trovanja u poslednje tri godine zabelezen je i porast
zloupotrebe kokaina i jedinjenja amfetaminske strukture.(3)
Od lekova, najcesce se zloupotrebljavaju benzodiazepini.
Ovi podaci su sli¢ni svetskim podacima o analizi PAS.
Shodno tome, imunohromatografskom test trakom se kvali-
tativno najcesce analizira sledecih pet grupa jedinjenja:

* opijati morfinske strukture

* kanabinoidi

» amfetamini

* kokain

* benzodiazepini

DOA MULTIGNOST®
TEST PANEL i

BioGnost - Zagreb - Croatia

Slika 2. Test traka za PAS
pozitivna na MDMA, kana-
binoide i amfetamin

Opijati morfinske strukture

o . Rezultati testiranjana PAS

Predstavnici ove grupe jedinjenja su morfin i kodein.
To su alkaloidi izolovani iz Caura opijumskog maka
(Papaver somniferum). Morfin pokazuje efekte analgetika

| zbog Cega se primenjuje u terapiji izrazito jakih bolova,

dok se kodein koristi kao antitusik. Zbog nezeljenih efeka-
ta (euforija, sedacija, psihicka i fizicka zavisnost i depre-
sija disanja), upotreba opioidnih anlagetika je strogo kon-
trolisana. Euforija, hiperaktivnost i posledi¢na zavisnost
koja se razvija, iskoriScena je za proizvodnju polusintet-
skih opioidnih jedinjenja. Heroin (diacetilmorfin) kao

polusintetski derivat morfina najéesée se zloupotrebljava.
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Zato je njegova detekcija u bioloskom materijalu od

Slika 1. Rezultati testiranja na PAS imunohromatgrafskim test
trakama tokom deset meseci 2013.godine

izuzetne vaznosti kod sumnje na zloupotrebu. Heroin se u
organizmu brzo metaboliSe do 6-monoacetilmorfina (6-
MAM), kodeina, morfina i morfin glukouronida. Zbog brze
metabolicke transformacije njegova detekcija u biolosSkom
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uzorku je otezana. Svega 3-5 minuta nakon upotrebe, heroin
je moguce detektovati u serumu. Nakon toga u bioloskom
materijalu mogude je dokazati prisustvo njegovih metaboli-
ta. Poluvreme eliminacije 6-MAM je 36 minuta, §to otezava
njegovu detekciju u serumu, ali se u urinu moze naci i do 8
sati nakon upotrebe heroina. Zbog toga je urin, bioloski uzo-
rak izbora kod osoba za koje se sumnja da su konzumirale
heroin.(2)

Pozitivna test traka na opijate morfinske strukture
(MOP) ne mora da znaci da je ispitanik konzumirao heroin.
Za potvrdu dobijenih rezultata neophodno je Kkoristiti
masenu spektrometriju (GC-MS, LC-MS).(1-2,4) Upotre-
bom masene spektrometrije moguce je dokazati prisustvo
morfina, kodeina i 6-MAM. Dokazano prisustvo 6-MAM je
jedina potvrda zloupotrebe heroina. Suprotno tome, prisust-
vo morfina i kodeina nije sigurna potvrda upotrebe heroina.

Postoji vise razloga koji mogu dovesti do neslaganja
rezultata dobijenih test trakama i hromatografskim tehnika-
ma. U tom smislu, lazno pozitivni rezultati na test traci
mogu biti posledica unakrsne reakcije sa jedinjenjima koji u
svojoj osnovi imaju morfinsku strukturu. Tako na primer,
upotreba veée koli¢ine hrane koja sadzi mak moze dovesti
do lazno pozitivnih rezultata na test traci. U zavisnosti od
koli¢ine unetog maka, zavisice i duzina perioda u kome se
moze detektovati morfin odnosno kodein.(2) Upotreba
medikamenata koji u svojoj osnovi imaju morfinsku struktu-
ru (Caffetin®, Folkodin®, kombinovani prasSak za bolove)
takode doprinose dobijanju pozitivnih rezultata na test traka-
ma. Osim toga, literaturni podaci ukazuju da upotreba
rifampina, rifampicina i fluorohinolona interferira sa opi-
jatskim imunohromatografskim testovima.(2)

Limit detekcije (LoD) opijata morfinske strukture raz-
likuje se izmedu regiona. Tako na primer, SAD preporucuje
limit detekcije 2000 ng/mL, a Evropska unija i Velika
Britanija 300 ng/mL. Do 1998. godine i u SAD limit detek-
cije bio je 300 ng/mL, ali zbog velike ucestalosti lazno poz-
itivnih rezultata uzrokovanih terapijskom upotrebom opioid-
nih lekova i kori§éenja semena maka u ishrani, ovaj limit je
povedan na 2000 ng/L. Svi uzorci u kojima je koncentracija
opijata morfinske strukture veca od 2000 ng/mL moraju se
analizirati masenom spektrometrijom, pri ¢emu je traZeni
limit detekcije za 6-MAM 10 ng/mL.5)

Prema podacima Odeljenja za toksikolosku hemiju od
ukupno 1654 testiranih ispitanika, 53 je bilo pozitivno na
opijate morfinske strukture. Tenom hromatografijom sa
masenom spektrometrijom potvrdeno je prisustvo 6-MAM u
43 uzorka. U 10 uzoraka dokazano je prisustvo kodeina i
morfina, a 6-MAM nije dokazan. Ovi uzorci su bili lazno
pozitivni na zloupotrebu heroina.

Sa druge strane, urinske test trake na MOP mogu dati i
lazno negativne rezultate. Jedan od razloga moze biti taj da
je koncentracija opioidnog jedinjenja niza od limita detekci-
je testa. Uzroci koji dovode do toga su:(?)

* razblazen urin (unos vecih koli¢ina tecnosti ili upotre-

ba diuretika)

* falsifikovanje urina materijama kao $to su sapuni, lim-

nov sok, ¢istaci odvoda, amonijak, hlorni izbeljivaci, soli

(Na i K - nitrati), komercijalni proizvodi koji sadrze glu-

taraldehid, pirdin hlorohromat i peroksidi
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* kasno uzorkovanje urina od trenutka zloupotrebe opija-
ta

* prerano uzorkovanje urina

* laktat-dehidrogenaza i povedani laktati u postmortem
uzorcima

Kanabinoidi

Marihuana (Canabis sativa) je najceSée zloupotreblja-
vana droga iz grupe PAS. Aktivni princip je A-9-tetra-
hidrokanabinol (THC), koji vezivanjem za kanabinoidne
receptore CB1 ostvaruje svoj psihoaktivni efekat. Metabo-
lickom transformacijom u organizmu prevodi se u niz meta-
bolita od kojih je najvazniji 11-nor-A-9-tetrahidrokanabinol-
9-karboksilna kiselina (THC-COOH). Urinskim test traka-
ma se mogu detektovati THC, metaboliti THC pri cemu je
detekcija farmakoloski aktivnog THC-COOH njaznacajnija.
Ucestalost zloupotrebe kanabisa uti¢e na duzinu perioda
tokom kojeg je moguce detektovati THC-COOH i druge
metabolite THC u urinu. Tako ce posle pojedinacne upotrebe
kanabisa urinski skrining test biti pozitivan i do nedelju dana
od trenutka konzumiranja, a nakon hroni¢ne zloupotrebe i
do 46 dana od poslednje upotrebe.(2:6-7)

Osobe koje zloupotrebljavaju kanabis cesto prilikom
testiranja pokuSavaju da manipuliSu uzorkom urina u cilju
dobijanja lazno negativnih rezultata na test trakama. U tu
svrhu se najc¢e$ée u urin dodaju kapi za oc€i (Visine®) koje
sadrze benzalkonijum hlorid i boratni pufer. Ove hemijske
supstance dovode do smanjenja koncentracije THC-COOH
do ispod limita detekcije (50 ng/mL) i time do laZzno nega-
tivnih rezultata. Kako ne uti¢u na hemijsku strukturu THC-
COOH u tako izmenjenom urinu je moguce dokazati njeno
prisustvo maseno spektrometrijskim metodama.(2)

Pored lazno negativnih mogu se dobiti i lazno pozitivni
rezultati. Literaturni podaci ukazuju da efavirenz, njegovi
metaboliti 1 inhibitori protonske pumpe mogu biti uzrocnici
lazno pozitivnih rezultata. U radu Moeller i saradnika
prikazani su rezultati sprovedenih studija koji ukazuju da
nesteroidni antiinflamatorni lekovi mogu da interferiraju i
daju lazno pozitivne rezultate na THC.

Prema podacima Centra za kontrolu trovanja kanabinoi-
di su najcescée zloupotrebljavane psihoaktivne supstance. Od
1654 testirana uzorka 55 je bilo pozitivno na kanabinoide. U
svim uzorcima potvrdeno je prisustvo THC-karboksilne
kiseline LC-MS metodom.

Kokain

Kokain je potentan simpatikomimetik izolovan iz liséa
biljke Erythroxylon cocae. Pokazuje izraziti psihostimula-
tivni efekat, dovodi do smanjenja apetita i povecanja stanja
budnosti, zbog Cega je njegova zloupotreba Siroko raspros-
tranjena. U organizmu se metaboliSe do niza strukturno
sli¢nih jedinjenja od kojih puni farmakoloski efekat posedu-
je samo nor-kokain, dok su benzoilekgonin i ekgonin metil
estar delimi¢no aktivni. Poluvreme eliminacije kokaina je
oko 1h.(®

Urinskim test trakama se kvalitativno analizira ben-
zoilekgonin. Obzirom da su izrazito retke interferirajude
reakcije sa kokainskim test trakama, moze se reci da su pre-
liminarni rezultati koje na ovaj nacin dobijamo precizni i
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pouzdani. Tako su retki laZzno pozitivni rezultati na kokain,
vazno je znati moguce uzroke koji do njih dovode. Upotreba
Cajeva i hrane koja u sebi sadrzi list koke moze rezultovati
pozitivnom test trakom. Takode, zabelezeno je da su kod
dece koja su izlozena velikim koli¢inama kokainskog dima
pozitivni rezultati na test traci.(2)

Podaci Centra za kontrolu trovanja ukazuju na porast
zloupotrebe kokaina. Takode, zabelezena su tri slucaja
pokusaja krijumcarenja kokaina (,,body packer-i“ i ,,body
stuffer-i“) u poslednje dve godine. Slika 1. pokazuje da je u
toku poslednjih deset meseci bilo 9 pozitivnih testova na
zloupotrebu kokaina (0,54% od ukupnog broja testiranih).
Ovo nije zanemarljivo mali broj ukoliko se uzme u obzir da
je uglavnom vrseno nenajavljeno testiranje ispitanika.

Amfetamini

Amfetamin, metamfetamin i MDMA (3,4-metilendiok-
simetamfetamin, trziSni naziv ,,Ecstasy) su sintetske sup-
stance koje pokazuju izrazene stimulativne i halucinogene
efekate. Na trziStu se obi¢no nalaze u vidu tableta koje osim
MDMA sadrze i amfetamin, metamfetamin, meskalin, PMA,
MDA, efedrin, ketamin, kofein, LSD, heroin i dr. ®-11)

Amfetaminske test trake su dizajnirane tako da se njima
detektuju metamfetamini kao racemske smese. Za razliku od
d — izomera metamfetamina koji je odgovoran za stimula-
tivni efekt na nivou centralnog nervnog sistema, / — izomer
ne deluje psihostimulativno. Zbog nemoguénosti da se
imunotestovima detektuje ponaosob / i d izomer ukrStene
reakcije sa / - metamfetaminom koji je prisutan u inhala-
cionim preparatima su Ceste. Kao posledica takvih reakcija
dobijaju se lazno pozitivni rezultati. Upotrebom novijih
EMIT testova ovi problemi su prevazideni tako da se i pri
duplim inhalacionim dozama ne registruju pozitivni rezul-
tati.(?)

Lekovi koji se koriste u terapiji Parkinsonove bolesti i
depresije (selegilin i deprenil) metabolic¢ki se transformisu
do /-amfetamina i /-metamfetamina. Zbog ovoga se kod
osoba koje su na terapiji ovim lekovima mogu dobiti pozi-
tivni rezultati na amfetaminskim test trakama. Kako se u
ovakvim sluc¢ajevima ni GC-MS tehnikom ne mogu razdvo-
jiti / 1 d izomeri, preporucuje se primena hiralne hro-
matografije. Takode, mnogi psihoaktivni lekovi kao $to su
bupropion, trazodon, lekovi iz grupe fenotiazina (hlorpro-
mazin, prometazin i tioridazin) i tricikli¢nih antidepresiva
(dezipramin i doksepin) se metaboli§u do jedinjenja koja
interferiraju sa amfetaminskim testom i daju pozitivne rezul-
tate. Osim toga, lazno pozitivni rezultati se mogu javiti kod
osoba koje koriste preparate koji sadrZze pseudoefedrin,
efedrin i fenilefrin. Lekovi strukturno sliéni amfetaminskim
jedinjenjima (labetalol, ranitidin, ritodrin...) ukrSteno reagu-
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ju sa antitelima specifi¢nim za amfetamine Sto rezultuje poz-
itivnim rezultatom na test traci.(2)

Obzirom da je veliki broj agenasa koji interferiraju sa
amfetaminskim testovima, detaljna ananmneza ispitanika i
poznavanje uzroka odgovornih za lazno pozitivne rezultate
je od velikog znacaja za pravilnu interpretaciju rezultata.

Prema uputstvu koje vazi u SAD-u nisu propisani limiti
detekcije za MDMA, MDA i MDE za razliku od Evropske
unije i Velike Britanije koje propisuju limit detekcije od 200
ng/mL. Takode, Velika Britanija propisuje limit detekcije od
200 ng/mL za efedrin i pseudoefedrin. Limit detekcije vedi
od 200 ng/mL (500ng/mL za metamfetamin i 200 ng/mL za
amfetamin) je odreden zbog mogude hidroksilacije efedrina
ili pseudoefedrina u toku procesa pripreme ili hro-
matografske analize uzorka, $to bi dovelo do lazno pozi-
tivnih rezultata na metamfetamin.(12) Ova hemijska transfor-
macija se moze spreciti dodavanjem perjodata u uzorak
urina pre pripreme.(13)

StatistiCkom obradom rezultata sprovedenih testiranja na
PAS tokom 2013. godine u Odeljenju za toksikolosku hemi-
ju, pokazano je da je od ukupno 137 pozitivnih testova, 13
je bilo pozitivno na prisustvo amfetamina. Primenom LC-
MS konfirmatorne tehnike u 12 od 13 uzoraka potvrdeno je
prisustvo amfetamina, dok je jedan uzorak bio lazno poziti-
van.

ZAKLJUCAK

Kako je procedura skrininga namenjena da jasno razdvo-
ji pozitivne i negativne rezultate, neophodno je dobro pozna-
vanje imunohromatografskih testova, fizicko hemijskih
osobina uzoraka i analita od interesa. Zbog brzog metaboliz-
ma i eliminacije lekova i sredstava zloupotrebe, urin je
najpodesniji uzorak za skrining testove. Jedan od vaznijih
faktora koji utiCe na pouzdanost rezultata je autenticnost
uzorka i adekvatno vreme uzorkovanja. Pogresno interpreti-
rani rezultati testova mogu da imaju ozbiljne posledice po
ispitanika u smislu neadekvatnog medicinskog zbrinjavanja,
udaljavanja sa posla i sportskih takmicenja kao i izricanja
zatvorske kazne. Prema tome od neprocenjive je vaznosti
pravilna interpretacija rezultata skrining testova i proizvod-
nja selektivnijih test traka kojima ée se izbeci unakrsne reak-
cije sa jedinjenjima strukturno slicnim analitu od interesa.
Bez obzira na brzinu i lakocu izvodenja skrining testova,
konacan rezultat se dobija jedino nakon sprovedene konfir-
matorne masene detekcije (GC-MS ili LC-MS).
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Abstract

Drugs of abuse and drugs testing, commonly used for employees in the workplace, ath-
letes, military personnel and students in schools has become widespread during the past
decade. For this purpose, the most often used are urine screening tests. Urine is a biolog-
ical sample of choice because of its simple collection on the one hand and rapid metabo-
lism and low concentrations of analyzed substances in the blood on the other one. Urine
screening tests obtain fast preliminary results. The main advantage of immunoassays is
high sensitivity, but at the same time this tests have low selectivity. Because of that cross-
reactions with structurally related compounds are possible and thus the development of
false positive results. In addition, there might be a false-negative results that occur as a
result of falsifying urine. Having this in mind, knowing the causes that lead to false results
is of great importance for the correct interpretation of the conducted test. Therefore, every
positive result on the test strip must be confirmed by the mass spectrometry methods (GC-
MS or LC-MS).
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