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ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

ΠΡΟΣΑΝΑΤΟΛΙΣΜΕΝΗ ΣΕ

ΚΛΙΝΙΚΑ ΚΑΙ ∆ΙΚΑΣΤΙΚΑ

ΠΕΡΙΣΤΑΤΙΚΑ

Τζούλια Αττά – Πολίτου
Αναπληρώτρια Καθηγήτρια

Εργαστηρίου Αναλυτικής Χηµείας
Τµήµατος Χηµείας Πανεπιστηµίου Αθηνών
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Α. ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
ΠΟΥ ΕΞΥΠΗΡΕΤΕΙ ΤΟΥΣ
ΣΚΟΠΟΥΣ ΤΗΣ
ΚΛΙΝΙΚΗΣ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑΣ
ΠΙΘΑΝΕΣ ΠΕΡΙΠΤΩΣΕΙΣ

• ∆ηλητηρίαση από γνωστό δηλητήριο
• ∆ηλητηρίαση από λήψη άγνωστης ουσίας
• ∆ιαφορική διάγνωση

(τα παρατηρούµενα συµπτώµατα προέρχονται
από λήψη δηλητηρίου ή από νόσηµα;)

• Έµµεσοι προσδιορισµοί
• Παρακολούθηση στάθµης θεραπευτικώς χορηγουµένων
φαρµάκων µε στόχο την εξατοµίκευση της δοσολογίας)



2

3

ΑΙΤΙΑ ∆ΗΛΗΤΗΡΙΑΣΕΩΝ
Φάρµακα
Είδη οικιακής χρήσης
Τρόφιµα
∆ιάφορες χηµικές ουσίες
∆ήγµατα ερπετών και εντόµων
Καλλυντικά
Φυτοφάρµακα
Φυτά

ΠΟΣΟΣΤΟ %
46,1 
26,6
8,8
7,4
3,3
3,2
3,5
1,1
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∆ΗΛΗΤΗΡΙΑΣΕΙΣ ΜΕ ΦΑΡΜΑΚΑ
Ηρεµιστικά
Ασπιρίνη
Αντιβιοτικά
Παυσίπονα
Αντιβηχικά
Αντιϊσταµινικά
Εξωτερικής χρήσης
Ωτικές και ρινικές σταγόνες
Ορµόνες
Καρδιαγγειακά
Βαρβιτουρικά
∆ιάφορα

ΠΟΣΟΣΤΟ %
22,0
14,2
9,3
5,2
6,5
4,2
4,1
3,8
2,6
7,8
0,2
20,1
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OΞΕΙΑ ∆ΗΛΗΤΗΡΙΑΣΗ ΑΠΟ
ΓΝΩΣΤΟ ∆ΗΛΗΤΗΡΙΟ

ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΕΣ ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ
1. Βαθµός έκθεσης στο δηλητήριο
2. Τρόπος και οδός επαφής
3. Ποσότητα
4. Σύγκριση µε τοξική ή θανατηφόρο δόση
5. Πρώτες βοήθειες
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∆ΗΛΗΤΗΡΙΑΣΗ ΑΠΟ ΑΓΝΩΣΤΗ
ΟΥΣΙΑ

• ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ
1. Τρόπος επαφής (δέρµα, αναπνευστικό, 

πεπτικό)
2. Συµπτωµατολογία
3. Χρόνος που µεσολάβησε από τη λήψη

µέχρι τη δειγµατοληψία
4. Βιολογικά δείγµατα προς ανάλυση:

αίµα, ούρα, στοµαχικό περιεχόµενο, 
εµέσµατα, υγρά πλύσης στοµάχου
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∆ΗΛΗΤΗΡΙΑΣΗ ΑΠΟ ΑΓΝΩΣΤΗ ΟΥΣΙΑ
Γενικό Screening

Li
Βr-

Paraquat
Φαινοθειαζίνες
Βενζοδιαζεπίνες
Βαρβιτουρικά
Tρικυκλικά αντικαταθλιπτικά

Γλουτεθιµίδιο
Μεπροβαµάτη
Αλκοόλη
Παρακεταµόλη
Σαλικυλικά
Mεθακουαλόνη
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Η ΕΝΝΟΙΑ ΤΟΥ ΕΠΕΙΓΟΝΤΟΣ ΠΕΡΙΣΤΑΤΙΚΟΥ
ΣΤΗΝ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

ΣΕ ΠΕΡΙΠΤΩΣΕΙΣ ΟΞΕΙΩΝ ∆ΗΛΗΤΗΡΙΑΣΕΩΝ

• Αποστολή δειγµάτων για τοξικολογική ανάλυση συνήθως µετά την
παροχή πρώτων βοηθειών και τη συµπτωµατική αγωγή

• Για την διενέργεια της τοξικολογικής ανάλυσης θα διευκόλυνε να γίνεται
λήψη βιολογικών υγρών πριν και µετά τη χορήγηση της συµπτωµατική
αγωγής

• Κριτήρια για την επιλογή της αναλυτικής µεθόδου
(ταχεία, ευχερής, αναπαραγώγιµη, ευαίσθητη, εκλεκτική, εξειδικευµένη)

• Συνεκτίµηση της φύσης του βιολογικού υλικού και των χαρακτηριστικών
της αναλυτικής µεθόδου

• Πλεονεκτήµατα - Μειονεκτήµατα βιολογικών υλικών

• Αναγκαιότητα ποιοτικού ή και ποσοτικού προσδιορισµού
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∆ΙΑΦΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ
ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ ∆ΗΛΗΤΗΡΙΑ ΝΟΣΗΜΑΤΑ
………………………………………………………………………..
Έµετος, διάρροια,        άλατα βαρέων µετάλλων γαστρίτιδα
επιγαστρικό άλγος οργανοφωσφορικοί εστέρες κωλικός νεφρού

παρασιτοκτόνα έµφραγµα µυοκαρδίου
έλκος στοµάχου
ειλεός

…………………………………………………………………………………………..
Σπασµοί οργανοφωσφορικοί εστέρες επιληψία

χλωριωµένα εντοµοκτόνα τέτανος
στρυχνίνη όγκοι εγκεφάλου
ατροπίνη υπερπυρεξία
νικοτίνη
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∆ΙΑΦΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ
ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ ∆ΗΛΗΤΗΡΙΑ ΝΟΣΗΜΑΤΑ
………………………………………………………………………………………..

Κώµα αλκοόλες ουραιµία
βαρβιτουρικά οξέωση
οργανοφωσφορικοί εστέρες εγκεφαλικό επεισόδιο
οπιούχα

……………………………………………………………………………………………….....
Μυδρίαση ατροπίνη επιληψία

σκοπολαµίνη γλαύκωµα
εφεδρίνη
αµφεταµίνη

………………………………………………………………………………………….............
Μύση οργανοφωσφορικοί εστέρες συνδροµές Κ.Ν.Σ.

οπιούχα
πιλοκαρπίνη
µουσκαρίνη
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ΕΜΜΕΣΟΙ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΙ
• Παράδειγµα :
προσδιορισµός µεθαιµοσφαιρίνης στο αίµα

µεθαιµοσφαιρίνη δηµιουργείται όταν ο Fe2+ της
αιµοσφαιρίνης οξειδωθεί προς Fe3+

Μεθαιµοσφαιριναιµία προκαλείται από οξειδωτικά δηλητήρια
(νιτρικά, χλωρικά, ναφθαλίνη, κ.λπ.)

Εκδηλώσεις µεθαιµοσφαιριναιµίας
ανάλογες προς το ποσοστό της αιµοσφαιρίνης που έχει
µετατραπεί προς µεθαιµοσφαιρίνη
15% : κυάνωση
30 - 40 % : δύσπνοια, αδυναµία, ζάλη
60% : αναπνευστική έκπτωση,  αίµα σοκολατόχρουν
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• Παράδειγµα :
προσδιορισµός µεθαιµοσφαιρίνης στο αίµα

∆εν απαιτείται η ταυτοποίηση της ένωσης που
προκάλεσε την απόκλιση από το φυσιολογικό των
επιπέδων της µεθαιµοσφαιρίνης στο αίµα (δηλαδή
ποιό δηλητήριο προκάλεσε µεθαιµοσφαιριναιµία)

Σε ποσοστό της µεθαιµοσφαιρίνης > 20 - 40%, 
χορηγείται το ειδικό αντίδοτο για την
µεθαιµοσφαιριναιµία

ΕΜΜΕΣΟΙ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΙ
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EΙ∆ΙΚΟ ΑΝΤΙ∆ΟΤΟ ΓΙΑ
ΜΕΘΑΙΜΟΣΦΑΙΡΙΝΑΙΜΙΑ :

ΚΥΑΝΟΥΝ ΤΟΥ ΜΕΘΥΛΕΝΙΟΥ
• Σε συγκεντρώσεις µεθαιµοσφαιρίνης > 20 - 40% :
απαραίτητη η φαρµακευτική αναστροφή µε αναγωγή του Fe3+

της µεθαιµοσφαιρίνης προς τον Fe2+ της αιµοσφαιρίνης

• Για την αναστροφή χρησιµοποιείται διάλυµα κυανού του
µεθυλενίου που επιδρά στην ανηγµένη µορφή της
διπυριδινονουκλεοτίδης (DPNH) και ανάγεται σε λευκοβάση
του µεθυλενίου –H

• Πρώτες βοήθειες: χορήγηση οξυγόνου

DPNH + κυανούν του µεθυλενίου DPN + κυανούν του µεθυλενίου - H 
κυανούν του µεθυλενίου - H + Fe 3+ κυανούν του µεθυλενίου + Fe 2+
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ΠΟΡΕΙΑ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ
• Κάθε περίπτωση είναι διαφορετική (case study)

• Η εµπειρία καθοδηγεί τον αναλυτικό τοξικολόγο στον τρόπο
που θα µεθοδεύσει τα βήµατα της τοξικολογικής ανάλυσης,
ανάλογα µε τη διατιθέµενη αναλυτική υποδοµή του
εργαστηρίου στο οποίο εργάζεται

• Η κλινική εικόνα του ασθενή (συµπτωµατολογία) 
προσανατολίζει τον αναλυτικό τοξικολόγο σε πιθανά
φάρµακα ή ουσίες που ενδεχοµένως προκάλεσαν την οξεία
δηλητηρίαση

• Ο αναλυτικός τοξικολόγος απαιτείται να έχει γνώσεις τόσο
Αναλυτικής Χηµείας όσο και Τοξικολογίας

• Παρακάτω παρατίθεται ενδεικτικά η πορεία µιας συνήθους
τοξικολογικής ανάλυσης για την περίπτωση δηλητηρίασης
από άγνωστο δηλητήριο που περιλαµβάνει τις αναλυτικές
µεθόδους που αξιοποιούνται σε αναλύσεις ρουτίνας
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ΠΟΡΕΙΑ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ
1. Screening test στα ούρα

Χρωµατοδεικτικές αντιδράσεις

• Γρήγορες προσανατολιστικές δοκιµασίες
για την ανίχνευση φαρµάκων στα ΟΥΡΑ

• Ενδεικτικές

• Κατευθύνουν τα επόµενα βήµατα της
τοξικολογικής ανάλυσης
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Screening test στα ούρα
Χρωµατοδεικτικές αντιδράσεις

……………………………………………………………………….
Αντιδραστήριο Πιθανή παρουσία Χρώµα
….…………………………………………………………………………
αντιδραστήριο FeCl3 σαλικυλικά κυανοϊώδες
……………………………………………………………………………
Na2S2O4 + NaHCO3 paraquat µπλέ
……………………………………………………………………………
αντιδραστήριο FPN     φαινοθειαζίνες ρόδινο -ιώδες
(FeCl3+HClO4+HNO3)
..........................................................................................................
αντιδραστήριοΜandelin στρυχνίνη ιώδες
(NH4VO3 + Η2SO4)
………………………………………………………………………….
Αντιδραστήριο Dragendorff αλκαλοειδή
(KBiI4)
………………………………………………………………………….
……………………………
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ΠΡΟΣΑΝΑΤΟΛΙΣΤΙΚΟ SCREENING ΓΙΑ
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΣΤΑ ΟΥΡΑ

2. ΣΥΣΤΗΜΑ TOXI-LAB

• Τυποποιηµένο σύστηµα που στηρίζεται σε
χρωµατογραφία επί λεπτής στιβάδος

• Σύστηµα εκχύλισης για:
α) βασικά και ουδέτερα φάρµακα
β) όξινα και ουδέτερα φάρµακα

18

TOXI LAB
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TOXI LAB
1.Extraction
Pipet the sample into the extraction tube. Mix and centrifuge.

2. Concentration
Place a blank disc in a concentration cup for each sample. Transfer the upper (organic) layer
from the extraction tube into the cup. Evaporate the organic layer to concentrate the analyte onto
the disc.

3. Inoculation
Insert the dry disc into one of the center spaces (sample channels) of the TOXI-LAB 
Chromatogram.

4. Development
Develop the TOXI-LAB Chromatogram in developing solution. Pink dye markers will migrate with
the solvent front. Remove the TOXI-LAB Chromatogram and dry it briefly.

5. Detection
A broad spectrum of analytes can be detected and differentiated by position (Rf) and color
reaction through the detection stages.

1 2 3 4 5
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ΣΥΣΤΗΜΑ TOXI-LAB
ΓΙΑ ΒΑΣΙΚΑ ΚΑΙ ΟΥ∆ΕΤΕΡΑ ΦΑΡΜΑΚΑ

• ∆ιαδικασία εκχύλισης
5ml ούρα + ρυθµιστικό διάλυµα pH 9 + διαλύτης εκχύλισης
Συµπύκνωση οργανικού διαλύτη σε πλακίδιο που

περιλαµβάνει δίσκο προσροφητικού υλικού
• Προσαρµογή του δίσκου σε ειδική επιστρωµένη πλάκα

TLC που φέρει δίσκο µε προσροφηµένες πρότυπες
ουσίες

• ∆ιαλύτης ανάπτυξης
(µεθανόλη, νερό, οξικός αιθυλεστέρας, αµµωνία)

• Αντιδραστήρια εµφάνισης
1. Ατµοί φορµαλδεΰδης
2. αντιδραστήριοΜandelin (βαναδικό αµµώνιο+ Η2SO4)
3.    Αντιδραστήριο Dragendorff (ΚBiI4)
4.    Παρατήρηση πλάκας TLC κάτω από λάµπα υπεριώδους

στα 366 nm και έλεγχος φθορισµού
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ΣΥΣΤΗΜΑ TOXI-LAB
ΓΙΑ ΒΑΣΙΚΑ ΚΑΙ ΟΥ∆ΕΤΕΡΑ ΦΑΡΜΑΚΑ

22

ΣΥΣΤΗΜΑ TOXI-LAB
ΓΙΑ ΟΞΙΝΑ ΚΑΙ ΟΥ∆ΕΤΕΡΑ ΦΑΡΜΑΚΑ

• ∆ιαδικασία εκχύλισης
5ml ούρα + ρυθµιστικό διάλυµα pH 4,5 + διαλύτης εκχύλισης
• Συµπύκνωση οργανικού διαλύτη σε πλακίδιο που

περιλαµβάνει δίσκο προσροφητικού υλικού
• Προσαρµογή του δίσκου σε ειδική επιστρωµένη πλάκα

TLC που φέρει δίσκο µε προσροφηµένες πρότυπες
ουσίες

• ∆ιαλύτης ανάπτυξης
(χλωροφόρµιο, οξικός αιθυλεστέρας, αµµωνία)

• Αντιδραστήρια εµφάνισης
1. ∆ιάλυµα διφαινυλοκαρβαζόνης
2. ∆ιάλυµα νιτρικού αργύρου
3. ∆ιάλυµα νιτρικού υδραργύρου οξινισµένο µε Η2SO4
4. Παρατήρηση πλάκας TLC κάτω από λάµπα υπεριώδους

στα 366 nm και έλεγχος φθορισµού
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ΣΥΣΤΗΜΑ TOXI-LAB
ΓΙΑ ΟΞΙΝΑ ΚΑΙ ΟΥ∆ΕΤΕΡΑ ΦΑΡΜΑΚΑ

24

Screening or confirmation for
D9-THC-COOH (marijuana metabolite) 
in urine
• Sensitivity:
15 ng/mL for both screening and
confirmation

• Quick: Results in 20 minutes.

• Specific: No interfering substances.

• Cost-effective: Low startup cost and no
capital investment. No expensive
instrument maintenance or maintenance
contracts.

TOXI LAB D9-THC-COOH in urine (THC)
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3. ΠΡΟΣΑΝΑΤΟΛΙΣΤΙΚΟ SCREENING ΓΙΑ
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΣΤΑ ΟΥΡΑ Ή ΤΟΝ

ΟΡΟ ΜΕ ΤΗ ΒΟΗΘΕΙΑ
ΑΝΟΣΟΧΗΜΙΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ

Πλεονεκτήµατα
• ∆εν απαιτείται προκατεργασία δείγµατος
• Πολύ µικρός ο απαιτούµενος όγκος δείγµατος
• Ταχύτητα στη λήψη αποτελεσµάτων

Μειονεκτήµατα
• ∆ιασταυρούµενη δραστικότητα

ΟΥΡΑ: Ποιοτικός έλεγχος (ανίχνευση)
ΟΡΟΣ: ηµιποσοτικός προσδιορισµός

Όριο ανίχνευσης : ποικίλει~1µg/ml
Cut off : ρυθµίζεται από τον αναλυτή

28

3. ΠΡΟΣΑΝΑΤΟΛΙΣΤΙΚΟ SCREENING ΓΙΑ
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΣΤΑ ΟΥΡΑ

Ή ΤΟΝ ΟΡΟ ΜΕ ΤΗ ΒΟΗΘΕΙΑ
ΑΝΟΣΟΧΗΜΙΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ

Κατηγορίες φαρµάκων που ελέγχονται στο δείγµα
(κριτήριο η συµπτωµατολογία)

• Βαρβιτουρικά
• Αµφεταµίνες
• Οπιούχα
• Βενζοδιαζεπίνες
• Κανναβινοειδή
• Κοκαΐνη
• Παρακεταµόλη
• PCP
• κ.λπ.
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4. ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΙΑ ΣΤΗΝ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΣΑΛΙΚΥΛΙΚΩΝ ΣΤΟΝ ΟΡΟ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟ∆Ο TRINDER
1. AΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

2. Αντιδραστήριο Trinder : [Fe(NO3)3 + HgCl2 + HCl] σε νερό
3. Πρότυπα διαλύµατα (working calibrators) : 20, 40,100, 200, 500 mg/mL

από διαλύµατα παρακαταθήκης 2g/L
4. ∆ιαδικασία (procedure)
…………………………………………………………………………………………………………..
ΑΓΝΩΣΤΟ ΠΡΟΤΥΠΑ ΤΥΦΛΟ ∆ΕΙΓΜΑ ΕΛΕΓΧΟΥ

……………………………………………………………………….
100 µL oρός 100 µL προτ. δ/τος 100 µL Η2Ο 100 µL  ορός control
1mL Η2Ο 1mL Η2Ο 1mL Η2Ο 1mL Η2Ο
1mL Trinder 1mL Trinder 1mL Trinder 1mL Trinder
……………………………………………………………………………………………….
α) Παραµονή διαλυµάτων για 5 λεπτά
β) Φυγοκέντρηση αγνώστου και δείγµατος ελέγχου
γ) ∆ιαχωρισµός υπερκειµένου
δ) Μέτρηση απορρόφησης υπερκειµένου σε λ = 540nm 
ε) Κατασκευή καµπύλης αναφοράς από τα πρότυπα διαλύµατα, Α σε λ = 540nm)
ΣΑΛΙΚΥΛΙΚΑ (mg/L) = (Α αγνώστου / Α προτύπου) x C προτύπου
ή µέσω της εξίσωσης της καµπύλης αναφοράς

Fe 3++ Σύµπλοκο ιώδους χρώµατος

30

ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΙΑ ΣΤΗΝ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
Ανίχνευση και φασµατοφωτοµετρικός

προσδιορισµός HbCO στο αίµα
HbO2 :  Φάσµα απορρόφησης µε δύο µέγιστα στο ορατό

στα 579 και 542 nm (πρασινοκίτρινο τµήµα του φάσµατος).

HbCO : Φάσµα απορρόφησης παρόµοιο µε αυτό της HbO2 µε τη διαφορά
ότι η ταινία του κίτρινου είναι δεξιότερα µετατοπισµένη. 

∆υσκολία διάκρισης HbO2 και HbCO µέσω των φασµάτων απορρόφησης.

Χρησιµοποιείται έµµεση µέθοδος :
Προσθήκη αναγωγικής ουσίας στο δείγµα π.χ. Na2S2O4 (διθειονικό Na)

• Σε περίπτωση HbO2 : αναγωγή της HbO2 προς Hb
Αντικατάσταση των δύο ταινιών απορρόφησης της HbO2 από µία
πλατειά ταινία απορρόφησης της Hb στα 555 nm (στο ενδιάµεσο).

• Σε περίπτωση HbCO : λόγω σταθερού δεσµού δεν γίνεται αναγωγή.
Στο φάσµα παραµένουν οι δύο ταινίες απορρόφησης.
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ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΙΑ ΣΤΗΝ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
Φάσµατα HbO2 καιHbCO πριν και µετά

την προσθήκη αναγωγικής ουσίας

32

Φασµατοφωτοµετρικός προσδιορισµός
HbCO στο αίµα

Σε ασθενώς αλκαλικό διάλυµα
HbΟ2 λ = 576-578 και 540-542 nm
HbCO λ = 568-572 και 538-540 nm
Hb λ = 555 nm

HbΟ2 (ή και MetHb) + Na2S2O4 Hb

HbCO + Na2S2O4 όχι αντίδραση

Ο λόγος της απορρόφησης στα 541 και στα 555 nm 
(Α 541/Α555 ) σχετίζεται γραµµικά µε την % HbCO
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5. AEΡΙΟΣ ΚΑΙ ΥΓΡΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ
ΓΙΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΙΚΟ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ

• Συνήθως αποτελεί το τελικό στάδιο της τοξικολογικής ανάλυσης για τις
περισσότερες ουσίες εκτός από τα ναρκωτικά και τις ουσίες doping

• Χρησιµοποιούνται ποικίλοι ανιχνευτές

• Προσανατολίζεται στην κατηγορία φαρµάκων που έχει θεωρηθεί πιθανή από
το προσανατολιστικό screening (βήµατα 1,2,3,4)

• Eφαρµόζονται γενικές µέθοδοι για όξινα φάρµακα και άλλες για βασικά
φάρµακα

• Προηγείται προκατεργασία και εκχύλιση του δείγµατος

• Επιτυγχάνεται ταυτοποίηση και στη συνέχεια ποσοτικός προσδιορισµός

• Για ποσοτικό προσδιορισµό ενδείκνυται η χρήση εσωτερικού προτύπου

• Καµπύλη αναφοράς στο ίδιο βιολογικό υλικό (υπόστρωµα)

• Για ούρα: απαραίτητη η υδρόλυση (όξινη, αλκαλική ή ενζυµική)

34

ΥΓΡH ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ
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6. ΑΕΡΙΟΣ ΚΑΙ ΥΓΡΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ
ΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΗ ΜΕ

ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΡΙΑ ΜΑΖΩΝ ΓΙΑ
ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΙΚΟ

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ

• LC/MS
• GC/MS

• Τεχνικές απαραίτητες για έλεγχο ναρκωτικών και
doping ουσιών (φαρµακοδιέγερση) σε δείγµατα
ούρων και άλλων βιολογικών υλικών, λόγω της
εξαιρετικής ευαισθησίας, εκλεκτικότητας και
αξιοπιστίας τους.

36

7. ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΟΣ
TOΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ

INTERPRETATION OF RESULTS
Θα πρέπει το αποτέλεσµα της ανάλυσης να συµφωνεί µε :
Συµπτωµατολογία του ασθενούς
Πληροφορίες

• Στην τοξικολογική ανάλυση συχνότατα ανιχνεύονται τα
φάρµακα που χορηγήθηκαν από τον θεράποντα γιατρό για
την αντιµετώπιση των συµπτωµάτων του ασθενή
(συµπτωµατική αγωγή)

• ∆ιερεύνηση του ερωτήµατος: 
έχει προκληθεί η κλινική εικόνα του ασθενούς από την ουσία
που ανιχνεύθηκε κατά την τοξικολογική ανάλυση ή µήπως
ανιχνεύθηκε η ουσία που χορηγήθηκε για την συµπτωµατική
αγωγή κατά την εισαγωγή του ασθενούς στο νοσοκοµείο;
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7. ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΟΣ
ΑΝΑΛΥΣΗΣ

• Η σηµασία του θετικού και του αρνητικού
αποτελέσµατος στην Τοξικολογία

θετικό αποτέλεσµα: δηλώνει λήψη
αρνητικό αποτέλεσµα : δεν δηλώνει αναγκαστικά
την απουσία λήψης

• Η σηµασία του ψευδώς θετικού και του ψευδώς
αρνητικού αποτελέσµατος στην τοξικολογική
ανάλυση

38

Β. ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΟΥ
ΕΞΥΠΗΡΕΤΕΙ ΤΟΥΣ ΣΚΟΠΟΥΣ
ΤΗΣ ∆ΙΚΑΣΤΙΚΗΣ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑΣ

• Ποικίλα τα πειστήρια (βιολογικά υλικά ή µη βιολογικά
δείγµατα, π.χ σκόνες, φυτά, κ.λπ.)

• ∆ιερεύνηση της αιτίας του θανάτου:
Τοξικολογική ανάλυση σε µεταθανάτιο υλικό που λαµβάνεται
κατά τη διενέργεια νεκροτοµής (σπλάχνα και βιολογικά υγρά)

• Τοξικολογική ανάλυση σε βιολογικά υλικά (ζώντος ή
θανόντος) για υπέρβαση δοσολογίας θεραπευτικώς
χορηγούµενων φαρµάκων

• Τοξικολογική ανάλυση σε βιολογικά υλικά (ζώντος ή
θανόντος) για ανίχνευση απαγορευµένων ουσιών (ναρκωτικά, 
doping)

• Τοξικολογική ανάλυση για απόδοση ευθυνών (οδήγηση υπό
την επήρεια οινοπνεύµατος)
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ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΙΑΤΡΟ∆ΙΚΑΣΤΙΚΗ
ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΗΛΙ∆ΩΝ ΑΙΜΑΤΟΣ

• Είναι πράγµατι αίµα;

Χρωστικές αντιδράσεις
(δίδουν ψευδώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα)
α) αντίδραση βενζιδίνης
β) αντίδραση πυραµιδόνης

Φασµατοφωτοµετρική ανάλυση
φάσµα απορρόφησης της αιµοσφαιρίνης (στο
ορατό)

40

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΙΑΤΡΟ∆ΙΚΑΣΤΙΚΗ
ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΗΛΙ∆ΩΝ ΣΠΕΡΜΑΤΟΣ

• Συνήθη ερωτήµατα:
Είναι πράγµατι σπέρµα;
Πρόκειται για βιασµό;

Χρωµατοδεικτικές αντιδράσεις

Ανοσοβιολογικές µέθοδοι

Ενζυµικές µέθοδοι
• Ανίχνευση για παρουσία όξινης φωσφατάσης. 
Το ένζυµο περιέχεται στο φυσιολογικό ιστό του προστάτη
σε µεγάλη συγκέντρωση
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ΚΑΤΑΤΑΞΗ ΤΟΞΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΣΤΗΝ
ΑΝΑΛΥΤΙΚΗ ∆ΙΚΑΣΤΙΚΗ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑ

• οργανικά δηλητήρια
• µεταλλικά δηλητήρια
• αέρια δηλητήρια
• πτητικά δηλητήρια
• άλλα δηλητήρια

42

ΠΕΙΣΤΗΡΙΑ ΓΙΑ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΝΕΚΡΟΤΟΜΗ

• ∆ειγµατοληψία
αίµα, ούρα, στοµαχικό περιεχόµενο, 
εντερικό περιεχόµενο, ήπαρ, τµήµα
εγκεφάλου, πνεύµονος, χολή, υαλοειδές
υγρό, νύχια, τρίχες, κ.λπ.

• Σωστή συσκευασία των πειστηρίων
• Συντήρηση των πειστηρίων
• Αποστολή στο τοξικολογικό εργαστήριο
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ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ ΚΑΤΑ ΤΗΝ
ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

1. Πιθανή σήψη
2. Μεγάλη ποικιλία πειστηρίων
3. Παρουσία ουσιών σε πολύ µικρές

συγκεντρώσεις στα βιολογικά υγρά και
στα σπλάγχνα

44

ΕΡΩΤΗΜΑΤΑ ΠΟΥ ΠΡΟΚΥΠΤΟΥΝ ΚΑΤΑ ΤΗΝ
ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΟΥ ΘΕΤΙΚΟΥ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΟΣ

ΤΗΣ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ
1. Ποσότητα του δηλητηρίου που έχει ληφθεί
Εκτιµάται από τις συγκεντρώσεις της ουσίας στα
πειστήρια και αξιολογείται αν αντιστοιχούν σε
θεραπευτικές, τοξικές ή θανατηφόρες δόσεις

2. Οδός από την οποία έχει ληφθεί το δηλητήριο
Αξιολογούνται οι συγκεντρώσεις στο αίµα και στο
ήπαρ. Αν ο λόγος συγκεντρώσεων αίµα / ήπαρ είναι
≥3, πιθανότερη η λήψη από το στόµα

3. Χρόνος που πέρασε από τη λήψη
4. Συχνότητα λήψης (εφ άπαξ ή χρόνια λήψη)
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ΕΛΕΓΧΟΣ ΨΥΧΟ∆ΡΑΣΤΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΣΤΑ
ΟΥΡΑ (drugs of abuse)

• Κατηγορίες ουσιών

1. οπιούχα
2. κανναβινοειδή
3. βενζοδιαζεπίνες
4. κοκαΐνη
5. φαινυλοκυκλιδίνη (PCP)
6. ∆ιαιθυλαµίδιο του λυσεργικού οξέος (LSD)
7. Βαρβιτουρικά
8. Αµφεταµίνες
9.Συνθετικά ανάλογα της µορφίνης (π.χ. µεθαδόνη)

46

ΕΛΕΓΧΟΣ ΨΥΧΟ∆ΡΑΣΤΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΣΤΑ
ΟΥΡΑ

• ΑΝΟΣΟΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΙ για προκαταρκτικό έλεγχο
• GC /MS (ή LC /MS ) για ταυτοποίηση

cut off: κατώφλιο (όριο) αποδοχής θετικού αποτελέσµατος
cut off > όριο ανίχνευσης (Detection Limit)

Το cut off τόσο για τον προκαταρκτικό έλεγχο όσο και για τον
τελικό έλεγχο µε GC/MS καθορίζεται από οργανισµούς όπως οι:

1. NIDA (National Institute on  Drug Abuse)
2. DOD (Department of Defense)
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ΚΑΝΝΑΒΙΝΟΕΙ∆Η
• Η ∆9 τετραϋδροκανναβινόλη (∆9 ΤΗC) 
είναι το σηµαντικότερο ψυχοδραστικό
συστατικό της ινδικής καννάβεως

• Ο σηµαντικότερος µεταβολίτης της
∆9 ΤΗC είναι το ∆9 ΤΗC –COOH και το
γλυκουρονίδιό του

48

ΚΑΝΝΑΒΙΝΟΕΙ∆Η – Βιοµετατροπή

Εικόνα από βιβλιογραφία υπ.αριθµ.15, σελ. 1197
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Έλεγχος κανναβινοειδών στα ούρα
1. Ανοσοχηµική µέθοδος

(δεν διακρίνεται η πρόσφατη από τη χρόνια χρήση)
• calibrator : ∆9 ΤΗC –COOH 
• cut off: 100 ng/ml
• ∆ιασταυρούµενη δραστικότητα: άλλοι µεταβολίτες
• Ανίχνευση: 

µέχρι 2-5 µέρες από την τελευταία χρήση
Χρόνιοι χρήστες: µέχρι και 10 µέρες από την τελευταία
χρήση και µερικές φορές θετικό αποτέλεσµα στα ούρα
µέχρι και 3-4  εβδοµάδες

• Προτιµότερη η έκφραση του αποτελέσµατος ανά mg 
κρεατινίνης

• Σε παθητικό κάπνισµα : ∆9 ΤΗC –COOH < 12 ng/ml
• 2. GC/MS
• αλκαλική υδρόλυση, παραγωγοποίηση, cut off: 15 ng/ml

50

ΟΠΙΟΥΧΑ
Το όπιο περιέχει 24 αλκαλοειδή τα σπουδαιότερα των
οποίων είναι:

• Μορφίνη
• Κωδεΐνη
• Θηβαΐνη
• Παπαβερίνη
Συνθετικά ανάλογα της µορφίνης:

• Προποξυφαίνιο
• Μεθαδόνη
• Μεπεριδίνη
• Φαιντανύλη
Ειδικό αντίδοτο δηλητηρίασης µε οπιούχα: ΝΑΛΟΞΟΝΗ
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Ηρωίνη (Diacetylmorphine)

Παρασκευάζεται µε ακετυλίωση της
µορφίνης

52

ΟΠΙΟΥΧΑ - ΒΙΟΜΕΤΑΤΡΟΠΗ

Εικόνα από βιβλιογραφία υπ.αριθµ.15, σελ. 1207

t ½ < 6 min

t ½ < 40 min

Morphine : t ½ < 2 h ( range 1-8 h)
Morphine -3- glucuronide:

t ½ = 3-4 h (i.v. administration)
t ½ = 8 h (intramuscular administration)

t ½ = 9-10 h (oral administration)
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Κωδεΐνη
• ∆ιαθέτει αντιβηχικές ιδιότητες και µόλις το 10% των αναλγητικών

ιδιοτήτων της µορφίνης
• Αποτελεί το δραστικό συστατικό πολλών αντιβηχικών σιροπιών. 

Σε πολλά θεραπευτικώς χορηγούµενα φαρµακευτικά σκευάσµατα η
κωδεΐνη συνυπάρχει µαζί µε µη ναρκωτικά αναλγητικά (π.χ. ασπιρίνη ή
παρακεταµόλη)

• Μετά από λήψη σκευάσµατος κωδεΐνης, το 10% της ποσότητας της
κωδεΐνης µετατρέπεται σε µορφίνη, οπότε στα ούρα ανιχνεύεται τόσο η
παρουσία κωδεΐνης όσο και µορφίνης.
Σε αυτή την περίπτωση :

Σε χρόνο < από 24 ώρες από τη λήψη του σκευάσµατος :
συγκέντρωση κωδεΐνης στα ούρα > συγκέντρωση µορφίνης στα ούρα

Σε χρόνο > από 24 ώρες από τη λήψη του σκευάσµατος :
συγκέντρωση µορφίνης στα ούρα > συγκέντρωση κωδεΐνης στα ούρα

• Η κωδεΐνη αποτελεί συνήθως πρόσµιξη της ηρωΐνης, οπότε :
σε χρήστες ηρωΐνης, είναι δυνατόν στα ούρα να ανιχνευθεί και κωδεΐνη. 
Σε αυτή την περίπτωση :
συγκέντρωση µορφίνης στα ούρα > συγκέντρωση κωδεΐνης στα ούρα

• ∆ύσκολη η διάκριση, κατά την ανάλυση των ούρων, µεταξύ χρήστη
ηρωΐνης και ατόµου που ελάµβανε αντιβηχικό σκεύασµα κωδεΐνης.

54

Φαρµακευτικά σκευάσµατα κωδεΐνης
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Έλεγχος οπιούχων στα ούρα
1. Ανοσοχηµική µέθοδος

(cut off: 300 ng/ml)
Αποτέλεσµα σε ισοδύναµα µορφίνης (ng/ml)

• Ανίχνευση: 
µέχρι 1-4 µέρες από την τελευταία χρήση

• 2. GC/MS
• Απογλυκουρονιδοποίηση (β-γλυκουρονιδάση), 
παραγωγοποίηση

56

Αµφεταµίνη - Μεθαµφεταµίνη

• ∆ιεγερτικά του Κ.Ν.Σ.
• Στα ούρα απεκκρίνεται το 30% της δόσης ως µητρική ουσία
• Με όξινη διούρηση (χορήγηση ΝΗ4Cl) αποµακρύνεται µε
νεφρική απέκκριση το 70% της ληφθείσας δόσης

• Το ecstasis υπάγεται στις αµφεταµίνες
• Έλεγχος στα ούρα
1. Ανοσοχηµική µέθοδος

(cut off: 1000 ng/ml)
διασταυρούµενη δραστικότητα από συµπαθοµιµητικές αµίνες
όπως:
εφεδρίνη, ψευδοεφεδρίνη, φαινυλπροπανολαµίνη, φαιντερµίνη

2. GC/MS : εκχύλιση, παραγωγοποίηση
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Κοκαΐνη
• ∆ιεγερτικό του Κ.Ν.Σ. (t1/2 = 0,5-1h)

• Βιοµετατροπή:  µεταβολίτες
α) βενζοϋλοεκγονίνη (t1/2 = 4 - 7h)
β) µεθυλεστέρας της εκγονίνης (t1/2 = 3 - 4 h)

• Έλεγχος στα ούρα
1. Ανοσοχηµική µέθοδος

calibrator : βενζοϋλοεκγονίνη
(cut off: 300 ng/ml)

• Ανίχνευση: 
µέχρι 1-3 µέρες µετά από εφ άπαξ χρήση
Χρόνιοι χρήστες: µέχρι και 10 - 12 µέρες από την
τελευταία χρήση

• 2. GC/MS : εκχύλιση, παραγωγοποίηση

58

DOPING - ΟΡΙΣΜΟΙ
1. Doping είναι η χορήγηση ή η χρήση από έναν

αγωνιζόµενο κάθε είδους ουσίας που είναι ξένη προς το
σώµα ή κάθε φυσιολογικής ουσίας σε µη φυσιολογική
ποσότητα ή µε µη φυσιολογικό τρόπο λήψεως, µε µόνο
σκοπό την τεχνητή αύξηση της σωµατικής ικανότητας
κατά τον αθλητικό συναγωνισµό
(Ειδική Επιτροπή Συµβουλίου της Ευρώπης, 1963)

2. Doping είναι οποιαδήποτε ενέργεια
µεταβάλλει µε οποιοδήποτε µέσο
την αγωνιστική διάθεση

3.    Doping είναι η παράβαση των νόµων ή των κανόνων
των αρµόδιων αθλητικών οργανισµών που αφορούν τη
χρήση ουσιών ή οµάδων ουσιών που οι οργανισµοί
αυτοί έχουν απαγορεύσει
Συµβούλιο της Ευρώπης, 1985)
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Έλεγχος DOPING ουσιών στα ούρα
Κατηγορίες ουσιών που προκαλούν φαρµακοδιέγερση

1. ψυχοκινητικά διεγερτικά
(αµφεταµίνες και παράγωγά τους)

2. Συµπαθοµιµητικές αµίνες
(εφεδρίνη, µεθυλεφεδρίνη, µεθοξυφαιναµίνη, κ.λπ.)

3. Αναβολικά στεροειδή
(µεθυλοτεστοστερόνη, δεϋδροµεθυλοτεστοστερόνη,         
νανδρολόνη, µεθανδριόλη,κ.λπ.)

4. διεγερτικά του Κ.Ν.Σ.
(καφεΐνη, µικορένη, βεµεγρίδη, κ.λπ.)

5. Αναλγητικά ναρκωτικά
(µορφίνη, κωδεΐνη, πεθιδίνη, κ.λπ.)
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