
Brajkovi} G. et al. Med Data Rev 2013;5(1): 099-103

UVOD
Levamizol pripada klasi sinteti~kih imidazotiazol deriva-

ta. Levamizol se kao antihelmintik koristi za le~enje nema-
toda u veterini, a kao imunomodulator u kombinaciji sa
drugim oblicima hemoterapije za rak debelog creva,
melanoma, raka glave i vrata. Lek je povu~en sa ameri~kog
i kanadskog tr`i{ta u 2000. i 2003, zbog rizika od ozbiljnih
ne`eljenih efekata. (1)

Usled hiralnosti molekula, postoje dve enantiomerne
forme. One se nazivaju S-(-)-Levamizol (S)-6-Fenil-2,3,5,6-
tetrahidroimidazo[2,1-b][1,3]tiazol (sl 1.) i L-(-)-Tetramizol
L(-)-2,3,5,6-Tetrahydro-6-phenylimidazo(2,1-b)thiazole.
Levamizol je levo-aktivni oblik tetramisola.(2) Dostupni su u
obliku hidrohloridnih i fosfatnih soli.

Levamizol se brzo apsorbuje iz GIT-a. Nakon oralne
doze od 2,5 mg/kg i 5mg/kg maksimalna koncentracija u
plazmi posti`e se za oko 2 h i u rasponu od 0,7-1,5mg/L.
Poluvreme eliminacije je 3-4 h.(2) Levamizol se intenzivno
metaboli{e kod ljudi, a samo 4,5% se izlu~uje nepromenjen.
Glavni metaboliti nastaju dehidrogenacijom u imidazolid-
nom prstenu i aromati~nom hidroksilacijom pri ~emu nasta-
je p-hidroksi levamizol i njegov konjugovani glukuronid
~ine}i 17% od doze. Levamizol se metaboli{e u aminoreks i
reksamino koji su simpatomimetici. Na receptore deluju
posredno preko kateholamina. Aminoreks deluje kao loko-
motorni stimulans, sli~no amfetaminima. U ve}ini zemalja
sveta ova je supstanca progla{ena ilegalnom drogom i kao
takva zabranjena.(4) Istra`ivanja aminoreksa su ra|ena na
trka~kim konjima jer je prime}eno da je upotrebljivan kao
doping sredstvo.(5) Metabolit aminorex je identifikovan i u
humanom urinu. Prikazano u radu Elisabetta Bertol.(6)
Metaboliti se elimini{u sporije od mati~nog leka. Levamizol
ima polu`ivot 16 h. Izlu~uje se urinom 70% kao glukuronid. 

Uobi~ajeno je za uli~ni kokain da mu se dodaju druge
supstance koje smanjenju sadr`aj droge ili pove}avaju nje-
gova stimulativna svojstva. Primese mogu biti {e}eri kao {to
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Slika 1. Strukturna formula levamizola
(S)-(-)-Levamizol
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su glukoza, manitol i laktoza, kofein i analgetici kao {to su
lidokain, prokain ili benzokain koji imaju analgeti~ka svojst-
va. Kokain je lokalni anestetik, vazokonstriktor i mo}an psi-
hostimulans. Ova osobina dovodi do zloupotrebe droge.
Kokain se vezuje za dopaminske transportere. U centralnom
nervnom sistemu u sinapsi, pove}ava koncentracije dopam-
ina i norepinefrina. Rezultat je ose}aj euforije.(3)

Levamizol je identifikovan kao primesa kokainu.
Ameri~ka Administracija za suzbijanje narkotika Drug
Enforcement Administration (DEA) navodi da je do oktobra
2010. godine 79% svih zaplenjenih kokaina u SAD sadr`a-
vao levamizol.(6) Po jednoj teoriji smatra se da levamizol
pove}ava efekte kokaina, formiraju}i visoko-kvalitetan
proizvod. Druga teorija je da levamizol ili druge primese se
dodaju kao hemijski potpis za pra}enje distribucije materi-
jala.(8) Mo`e biti da se levamizol kao dodatak koristi zbog
sli~nih osobina rastvorljivosti kao kokain, pa ga je zato te{ko
ukloniti. 

Simptomi predoziranja levamizolom, ~esto imitiraju one,
kao kod organofosforne toksi~nosti. Simptomi mogu da
uklju~uju hipersalivaciju, hipesenzitivnost, razdra`ljivost,
konvulzije, sr~ane aritmije, depresiju CNS i kolaps. Akutno
predoziranje mo`e dovesti do smrti zbog respiratorne insufi-
cijencije.

Mehanizam delovanja levamizola kao antiparazitskog
agensa vezano je za agonistiti~ku aktivnost acetilholina, de-
luju}i na nikotinske receptore u mi{i}ima nematoda. Ova
agonisti~ka aktivnost smanjuje kapacitete mu`jaka nemato-
da da kontroli{u svoje reproduktivne mi{i}e i ograni~ava nji-
hovu sposobnost za razmno`avanje. Levamizol se koristi
kao antitumorski lek u kombinaciji sa fluorouracilom. Efekti
levamizola na imuni sistem su slo`eni. Levamizol mo`e da
stimuli{e stvaranje antitela na razli~ite antigene, pobolj{a
odgovor T-}elija podsti~u}i aktivaciju T-}elija i proliferaciju
monocita i makrofaga, potenciraju}i hemotaksiju, fagoci-
tozu i mobilnost neutrofila.

Deluje na centralni i periferni nervni sistem i inhibitorno
na holinesteraze. Ne`eljeni efekti terapijskih doza levamizo-
la uklju~uju mu~ninu, proliv, dermatitis, umor, povra}anje,
artralgiju, infekcije, leukopeniju,(11) retko agranulocitozu -
(akutna neutropenija), koja mo`e dovesti u do oslabljenog
imunog sistema, uklju~uju}i infekcije, visoku temperaturu,
drhtavicu, ote~ene `lezde i bolne rane i rane koje se ne le~e.
Ako se ne le~i, stanje mo`e dovesti do smrti. (9,10,11)

Prikaz slu~aja 
M. M. (26) dove`en je sa aerodroma u Centar za Hitnu

pomo} VMA u te{kom stanju, bez znakova vitalnih funkci-
ja. Uzet je uzorak krvi na toksikolo{ki skrining sa sumnjom
na opijate. Toksikolo{ko-hemijskom analizom dokazano je
prisustvo kokaina, benzoilekgonina i levamizola. Ubrzo po
prijemu, mladi} je preminuo zbog prekomerne doze koka-
ina. Ura|ena je obdukcija i u njegovom gastrointestinalnom
traktu na|ene su kapsule - paketi}i. Mladi} je bio narko-
kurir „mula”, koji je u svom telu prenosio kokain. Uzorak
paketi}a sa beli~astim, pra{kastim sadr`ajem sa Instituta za
patologiju i sudsku medicinu poslat je u OTH sa zahtevom
da se izvr{i toksikolo{ko-hemijska analiza. 

Unutra{nji obdukcioni nalaz pokazuje da su svi organi
mnogokrvni, a patohistolo{ke promene su ustanovljene na
mozgu i srcu. Na mozgu je uo~ljiv edem, kao i edem plu}a.

Toksikolo{ko hemijskom analizom ustanovljeno je pris-
ustvo kokaina u toksi~nim koncentracijama. Na osnovu
obdukcionog nalaza, mikroskopskog pregleda ise~aka
organa, toksikolo{kohemijske analize, podataka iz medi-
cinske dokumentacije i podataka o okolnostima slu~aja, smrt
je nasilna i nastupila je usled zloupotrebe narkotika
(kokaina).

MATERIJAL I METODE
Uzorak krvi pacijenta, dostavljen je iz Urgentne ambu-

lante, a uzorak paketi}a dostavljen je od Instituta za pato-
logiju i sudsku medicinu. Hloroform, amonijak, acetonitril i
metanol (HPLC ~isto}e) nabavljeni su od firme Merck,
Darmstadt, Nema~ka, a standard levamozol- hidrobromid od
Sigma-Aldrih. Reagensi mobilne faze: natrijum dihidrogen
fosfat koji su kori{}eni za analizu dobijeni su od Sigma-
Aldrih, p.a. Kori{}eni su slede}i standardi i referentni mate-
rijali: (-)tetramizol hidrohlorid ≥99%GC;Lot: 088K0753V;
Pcode 1001000094; benzoilekgonin tetrahidrat D745; Batch
No 02-D-23; kokain baza D826; Batch No 03-D-06;
Liquichek, Urine Toxicology Control, A human urine drugs
of abuse control United States, Bio-Rad Laboratories, level
S2-low opiate, lot 73650; Liquichek, Urine Toxicology
Control A human urine drugs of abuse control United States,
Bio-Rad Laboratories, level S3-, lot 67110.

Levamizol je odre|en tehnikom te~ne hromatografije u
sprezi sa PDA detektorom i bibliotekom UV spektara.
Hromatografski uslovi za HPLC-PDA: Mobilna faza: ace-
tonitril : natrijum dihidrogen fosfat 50 mM pH 3,6 doteran
sa H3PO4 (20%). Mobilna faza je filtrirana i degazirana
preko membranskog filtra; kolona Symmetry® C8 4,6x250
mm Waters sa predkolonom Sentry Guard Symmetry® C18,
temperatura kolone: 30°C, brzina protoka mobilne faze: 1-
1,5 mL/min gradijent: PDA detektor: λ = 215,0 nm; reten-
ciono vreme za levamizol: Rt =7,25. 

Odre|ivanje levamizola vr{eno je i te~nom hromato-
grafijom sa maseno-spektrometrijskim detektorom LC-MS.
Hromatografski uslovi za LC-MS: Te~no-maseni hromato-
graf Waters Alliance 2695, Mass Lynx, kolona XTerra®
RP18 3,5 µm 2,1 mm x 150mm, temperatura kolone 20°C.
Mobilna faza: Komponenta A: 5 mM amonijum formijat pH
3,5 doteran sa mravljom kiselinom. Komponenta B: acetoni-
tril sa 0,1% mravljom kiselinom. Autosempler: temperatura
20°C, du`ina analize 26 min. Temperatura izvora 125°C,
temperatura desolvatacije 430°C; Protok gasa: desolvata-
cioni 400L/h, konusni 50L/h.

Protok mobilne faze: 0,2 mL/min, gradijent; Napon na
kapilari 4 kV. Maseni spektrometrijski detektor je optimizi-
ran i pode{en na pozitivan mod ES+, opseg masa od 100-
500, scan time 1. retenciono vreme za levamizol: Rt =9,77.

Uzorak seruma, u zapremini 2 ml zaalkalisan je sa
NH4OH (pH 9,0) i ekstrahovan sa tri puta ve}om zapremi-
nom hloroforma. Posle ekstrakcije, suvi ostatak rekonstitu-
isan je u mobilnoj fazi i analiziran HPLC-PDA-MS
metodom. Odre|ivanje koncentracije vr{eno je pore|enjem
povr{ine pikova analiziranih jedinjenja sa odgovaraju}im
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pikovima plazme optere}enih standardnim rastvorima poz-
nate koncentracije.Uzorak pra{kaste supstance dostavljenog paketi}a ras-
tvoren je u metanolu 1mg/mL, razbla`en 1000 puta i anali-
ziran HPLC-PDA-MS metodom. 

Izolovanje levamizola mo`e se raditi i na Oasis® HLB
kertrid`ima metodom ~vrsto-fazne ekstrakcije u neutralnoj
sredini. Prinos ekstrakcije je visok od 85-102%, a priprema
brza i jednostavna, {to je od velikog zna~aja u urgentnoj tok-
sikologiji.

REZULTATI
Uvedene su metode HPLC/PDA-MS za dokazivanje i

odre|ivanje levamizola u biolo{kom materijalu. Na slici 2
prikazan je UV spektar standarda levamizola koji se pokla-
pa sa UV spektrom iz biblioteke spektara.

Slika 2. UV spektar standarda levamizola

Na slici 3. prikazan je hromatogram i UV spektri levami-
zola, benzoilekgonina i kokaina u uzorku krvi. Slika 4.
prikazuje hromatogram i UV spektre levamizola i kokain iz
uzorka paketi}a izva|enog iz creva „body packer". 

Na slikama 5-6 prikazani su hromatogrami i MS spektri
levamizola u standardu nakon hromatografisanja na LC-MS-
u selektovani na jone 205, 178, 123 na volta`ama 30mV,
40mV i 50 mV .

Slika 5. Maseni spektar levamizola u standardu 
Metoda za levamizol na LC-MS-u je validovana i linear-

na u rasponu 50-2000 ng/mL (r2> 0,99). Granica detekcije je
25 ng/mL, a limit kvantifikacije je 50 ng/mL sa prinosom od
76,0 – 95,0%. 

Kalibraciona kriva za levamizol je konstruisana meto-
dom najmanjih kvadrata, sa srednjim vrednostima povr{ine
pikova za svaku koncentraciju, kori{}enjem programa Excel
5. Istim programom su izra~unati koeficijenti korelacije (r) i
jedna~ina prave y = a ± bx.

Na slici 7. prikazana je kalibraciona kriva levamizola na
LC-MS-u.

Slika 3. Hromatogram i UV spektri levamizola, ben-
zoilekgonina, kokaina u uzorku krvi

Slika 4. Hromatogram i UV spektri levamizola i kokaina iz
uzorka paketi}a
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Slika 7. Kalibraciona kriva i regresiona jedna~ina za
optere}eni serum standardnim rastvorima levamizola na

LC-MS-u
Primenom HPLC-PDA-MS metode, izvr{ena je analiza

uzoraka krvi i utvr|eno prisustvo levamisola 1572 ng/mL,
benzoilekgonina 3114 ng/mL (glavnog metabolita kokaina) i
kokaina 5193 ng/mL u toksi~nim koncentracijama. 

U dostavljenom uzorku paketi}a izva|enog iz GIT pre-
minulog tako|e je dokazano prisustvo levamisola i kokaina.

DISKUSIJA
Trgovina drogom, upotrebom gastrointestinalnog trakta

je priznat me|unarodni problem, posebno zbog te{ko}a nje-
govog otkrivanja. Ovaj na~in krijum~arenja mo`e imati
ozbiljne medicinske komplikacije, kao {to je u prikazanom
slu~aju body packer.

Sveobuhvatnim skriningom krvi kori{}enjem te~ne hro-
matografije sa UV detekcijom i masenom spektrometrijom,
dokazano je prisustvo kokaina, njegovog metabolita ben-
zoilekgonina i levamizola (primesa kokainu), ko-opojnih
sredstava. Koncentracije u krvi levamisola (1572 ng/mL),
benzioilekgonina (3114 ng/mL) i kokaina (5193 ng/mL)
imale su toksi~nu vrednost. Opasno trovanje i smrt nastupili
su zbog sekundarnog curenja droge iz paketa u gastrointesti-
nalni trakt. Toksi~nost kokaina i levamizola dominantno se
ispoljava na kardiopulmonalni i nervni sistem. 

Primena tehnike te~ne hromatografije sa PDA i MS
detekcijom je od od velikog zna~aja u urgentnim i sudsko-
medicinskim analizama. Metoda je validovana i linearna u
rasponu od 50-2000 ng/mL (r2> 0,99). Granica detekcije je
25 ng/mL, a limit kvantifikacije je 50 ng/mL sa prinosom od
76,0 – 95,0 %. 

U radovima su prikazane ~vrsto-fazne, kao i te~no-te~ne
pripreme uzoraka biolo{kih materijala i uzoraka hrane na
levamisol uz istovremeno prisustvo drugih lekova i opijata.
Primenjene su tehnike: HPLC sa UV detekcijom, sa
masenom spekrometrijom, gasna hromatografija sa
masenom spektrometrijom. Savremene metode kao {to je
metoda UPLC sa tandem masenom spektrometrijom ili LC-
ESI-MS/MS pokazuju izrazitu osetljivost, preciznost, lin-
earnost, skra}enje vremena analize i zanemarljiv uticaj rast-
vara~a kao i uticaj bazne linije seruma.(12,13,14,15,16,17,18,19)

ZAKLJU^AK
Prikazali smo slu~aj smrti mladi}a usled predoziranja

kokainom i levamizolom. On je bio body packer i prenosio
je u svom GIT paketi}e sa sadr`ajem kokaina.

Odre|ivanje koncentracije levamizola u uzorcima je
zna~ajno u toksikologiji zbog mogu}ih trovanja, brojnih
ne`eljenih efekata, a kao ~esta primesa uli~nom kokainu, u
sprovo|enju forezni~ke istrage smrti zbog narkomanije.
Ovaj metod je razvijen i da bi se odredila u~estalost levami-
zola u uzorcima pacijenata pozitivnih na kokain. Postupak
pripreme je jednostavan a detekcija na HPLC-MS-PDA je
precizna i specifi~na kojom se mogu pratiti terapijske i
toksi~ne koncentracije. 

Slika 6. Hromatogram levamizola u standardu 
na LC-MS-u
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Abstract
26-year-old man was taken to the Emergency Department at the Military Medical
Academy, from the airport, without the vital functions. He was „body packer".
Toxicology-chemical analysis of blood, proved the presence of drugs high concentrations
cocaine, benzoylecgonine and levamisole. He's death is due to overdoses secondary to rup-
ture of packets within the stomach and/or gastrointestinal tract. At autopsy identical oval
shaped packages were retrieved from his body. Toxicological chemical analysis package,
demonstrated the presence of cocaine and levamisole, as a cocaine adulterant, which was
determined by liquid chromatography coupled with diode-array detection (DAD) and con-
firmed technique of liquid chromatography with mass spectrometry (LC-MS), where data
are collected either in full-scan ES+ mode at m/z 100-500. Drugs  were isolated using a
liquid-liquid extraction with chloroform at pH 9.0. Separation was achieved on the
Symmetry® C8 column with mobile phase acetonitrile:dihidrogen sodium phosphate 50
mM pH 3.6 in the gradient mode, and XTerra ® RP18 column with a mobile phase: 5 mM
ammonium formate (pH 3.5) : acetonitrile with 0.1% formic acid. The method is validat-
ed blood and linear in the range of 50-2000 ng/mL (r2> 0.99). Limit of detection was 25
ng/mL and limit of quantification was 50 ng/mL. 


