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Abstract

At the beginning of November 2006, the Polish public were informed by the media that a muscle relaxant used during surgery —
suxamethonium chloride — had been detected in one ampoule of a popular anti-allergy drug, Corhydron. Initial inquiry findings
indicated that several thousand ampoules containing drugs might have been wrongly labelled. The Ministry of Health decided to
immediately withdraw all Corhydron batches from the market for safety reasons. The Institute of Forensic Research was desig-
nated to carry out identification of the substance present in the suspect Corhydron ampoules. And so, rapid and inexpensive meth-
ods for detection and identification of hydrocortisone sodium hemisuccinate and succinylcholine chloride had to be developed.
Various analytical methods were taken into account. After preliminary studies, it was decided that the basic method used for iden-
tification of chemicals in the ampoules would be Fourier-Transform Infra-Red (FTIR) spectroscopy. Chemometric methods were
used to present data. Chromatographic methods were used for confirmation of the results. Confirmatory analysis was performed
in two cases: when the presence of succinylcholine in the tested lyophilised powder was suspected and when residues of dissolved
powder were analysed. The developed procedure for the analysis of Corhydron ampoules content proved to be efficient and valid.
It allows analysis of some 2,000 samples a month. Up to mid-March 2007, the presence of succinylcholine was confirmed in
24 Corhydron ampoules.
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1. Introduction

The development of the procedure described in this
paper aimed at distinguishing between two drugs that
differ significantly in their properties was a conse-
quence of suspicions of the public prosecutor’s office
that an error was being made in a factory manufacturing
them: ampoules marked Corhydron, which should con-
tain hydrocortisone in the form of sodium succinate, in
fact contained a drug called suxamethonium chloride —
an active component of Chlorsuccilin. The chemical
structures of both substances are shown in Figure 1.

An ampoule of Corhydron® contains 25 mg, 100 mg
or 250 mg of hydrocortisone in the form of sodium
succinate salt. It is a synthetic glycocorticosteroid;
a derivative of hydrocortisone, which is soluble in wa-
ter. It has anti-inflammatory, anti-histaminic, anti-
rheumatic, shock-controlling and immunosuppressive
actions. It reduces the permeability of capillary vessels
and decreases oedema, by inhibition of hialuronidase.
Itis used in the treatment of seriously ill patients, when
a glycocorticosteroid has to be administered immedi-
ately, e.g. in primary and secondary adrenocortical
failure, shocks (traumatic, postoperative, cardiogenic,
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Fig. 1. Chemical structures of: a) hydrocortisone succinate,
b) suxamethonium chloride.

anaphylactic, post-transfusion and post-burn shocks),
severe spastic bronchial diseases (asthmatic diseases),
severe anti-allergic state (vasomotor Quincke’s oe-
dema), the acute manifestations of erythema multi-
forme (Stevens-Johnson syndrome), and an oversen-
sitive reaction to drugs. When the preparation is used
short-term, it is tolerated well and the appearance of
side-effects is negligible. Disturbances in water/elec-
trolytes equilibrium, the musculoskeletal system and
cardiovascular system, dermatosis, as well as gastro-
intestinal, neurological, endocrinological, visual, met-
abolic, psychic, and haematological disturbances can
occur when this drug is administered [1].

An ampoule of Chlorsuccillin® contains 200 mg of
suxamethonium in the form of chloride. Suxameth-
onium (scoline, chlorsuccilin) is a drug causing de-
polarisation of the myoneural junction, and therefore
skeletal muscles relaxation. After intravenous admin-
istration, action begins in 30 sec and lasts for about
5 min. It is sometimes used in intramuscular injections
(neonates and infants) or submucosal injections
(sublingually). In these cases, the action begins later
and lasts longer. It is broken down in the body by
cholinesterase, and is excreted in an unchanged form
in the urine. During administration of this drug, substi-
tute (artificial) respiration must be available in case the
need arises. It is applied in tracheal intubation in gen-

eral anaesthetics for striated muscles relaxation in
short-term surgical interventions, endoscopy, and
electroconvulsive therapy. It is also used in strychnine
and psychedrine poisonings. Contraindications to its
administration are: oversensitivity to the medicine, se-
vere liver and kidney diseases, myasthenia, extensive
muscle damage, shock, diseases with reduced activity
of cholinesterase, and burns. The side-effects include:
hyperkalemia, disturbances of cardiac rhythm,
bradycardia, tachycardia, ventricular fibrillation, ele-
vation of intraocular tension, impairment of liver func-
tions, muscle pain (thorax and abdomen), and
anaphylactic shock. Prolongation of muscle relax-
ation, depression of the cardiovascular system, distur-
bances of cardiac action and rhythm occur with
overdosing [1]. Treatment in such cases includes,
amongst other things, artificial respiration, oxygen ad-
ministration, and blood transfusion — in order to in-
crease the amount of cholinesterase. The monitoring
of breathing activity or application of artificial respira-
tion is obligatory when the drug is administered.
Suxamethonium is used in inpatient health care and its
administration without a doctor’s supervision can lead
to death.

When comparing the above-mentioned properties
of the two drugs, it can be concluded that erroneous
administration of suxamethonium instead of hydrocor-
tisone may lead to serious consequences, including the
death of a patient. For this reason, the public prosecu-
tor conducting the investigation undertook action to
have Corhydron completely withdrawn from the mar-
ket, and on November 9", 2006, the Ministry of Health
ordered all Corhydron batches to be withdrawn. They
appealed to all persons taking this drug to return it to
pharmacies. Independently of these actions, police of-
ficers tried to contact persons taking Corhydron (the
prescriptions contained the addresses). It was esti-
mated that some 5000 out of 6609 packages manufac-
tured in the most “suspect” batch — 010706 — were still
in patients’ medicine cabinets or in health service cen-
tres. Because it was impossible to determine how
many ampoules were incorrectly filled or marked, the
decision was taken to examine all ampoules. Each
Corhydron package contains five ampoules, thus the
preliminary estimated number of ampoules (to be ex-
amined) was some 25,000. Therefore, there was a need
to develop a procedure for examination of the content
of Corhydron ampoules that would allow investigation
of all suspected batches of this preparation within the
space of several months.
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2. Material and methods

Standards of suxamethonium chloride and hydro-
cortisone sodium succinate purchased from Sigma-
Aldrich, Poznan, Poland were used in the development
of methods of their identification and determination.
Chlorsuccillin® and Corhydron®, manufactured by Jelfa
(Jelenia Gora, Poland), originating from other than
questioned batches, were used for testing of developed
methods.

Examinations by means of gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) were per-
formed using 6890 N apparatus manufactured by
Agilent (USA) equipped with a 5973 Network mass
spectrometer. Separation was carried out on an
HP-5MS column (30 m”~ 0.25 mm "~ 0.25 mm), at pro-
grammed oven temperature: 40°C for 7 min, then in-
creased at a rate of 10°C/min to 275°C, followed by
maintaining at maximum temperature for 9.5 min (to-
tal analysis time — 40 min). Helium was used as the
carrier gas, with a flow velocity of 1 ml/min. Electron
ionisation mode was applied. Full mass range, m/z
from 10 to 600 amu, was monitored. The samples for
analysis by GC-MS were prepared by dissolution in
methanol.

Examinations by high-performance liquid chroma-
tography (HPLC) were carried out using LaChrom ap-
paratus (Merck-Hitachi), equipped with a diode-array
detector (DAD). Separation was performed on a Chro-
molith RP-18e monolithic column (Merck, Darmstadt,
Germany). An aqueous solution of phosphoric acid at
a concentration of 0.1 ml/l (phase A) and acetonitrile
(phase B) were used as the eluents. Analyses were per-
formed in gradient conditions: 0 min — 100%A,
20 min — 100%B, 21 min — 100%A, 26 min — 100%A.
UV-VIS spectra were obtained in the range from
200 nm to 400 nm. A chromatogram at 245 nm was re-
corded additionally. Samples for HPLC analyses were
prepared by dissolution in 0.1 ml/l aqueous solution of
phosphoric acid.

Investigations by means of liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (LC-MS) were carried
out using an HP 1100 Series LC System manufactured
by Hewlett-Packard. Separation was done on a Li-
ChroCART (125 © 4 mm) column with Purospher
RP-18e filling. The mobile phase was composed of
acetonitrile and an aqueous solution of formic acid at
a concentration of 1 mg/ml. Studies were also per-
formed with the use of flow-injection analysis (FIA) at
fragmentor voltages of 30, 60 and 100 V. Chemical
ionisation under atmospheric pressure (APCI) was ap-
plied. Data were collected by selected ions monitoring

(SIM mode) and total ion current monitoring (mass
range m/z 50-400).

Analyses by Fourier transformation infrared spec-
trometry (FT-IR) were performed using Avatar 370
apparatus manufactured by Thermo Nicolet Co. (USA),
which was equipped with an adapter that allows mea-
surements to be made by the attenuated total reflec-
tance (ATR) technique. Measurements were carried
out in standard conditions, at a resolution equal to 4.
Spectra were collected in the range 4000400 cm ™,
and the number of scans was 32. The apparatus was
equipped with a DTGS KBr detector.

3. Results and discussion
3.1. Selection of analytical methods

The development of a method for distinguishing
between hydrocortisone succinate and suxametho-
nium chloride started from application of a routine
procedure of drug examinations used in the Alcohol
and Drugs Section of the Institute of Forensic Re-
search. It involves quantitative analysis by GC-MS,
followed by confirmation of the obtained results and,
eventually, quantitative analysis by HPLC.

On a chromatogram of hydrocortisone succinate
standard examined by GC-MS, a peak of retention
time 34.31 min was obtained. Its mass spectrum was
consistent with the mass spectrum of hydrocortisone
from the G1039C Pfleger/Maurer/Weber Drugs Data-
base (five of the most intensive peaks with m/z: 163,
123, 302, 79, 78). Three chromatographic peaks of
similar mass spectra were obtained in the analysis of
suxamethonium chloride performed in the applied
conditions. The retention times of the mentioned peaks
were: 5.07 min, 19.16 min and 23.30 min. An ion with
m/z 58 prevailed decidedly in the mass spectra. Their
comparison with spectra contained in the mentioned
database indicated a structural similarity with frag-
ments of the suxamethonium molecule; however, the
results of identification were not definitive (the ob-
tained peaks presumably represent products of suxa-
methonium decomposition in the injection port of the
chromatograph). Many doubts were raised concerning
the shapes of the obtained chromatographic peaks,
which were not symmetrical, and the low sensitivity of
the GC-MS method in relation to suxamethonium
chloride. Identical results were obtained for test sam-
ples of Corhydron and Chlorsuccilin. For these rea-
sons, it was decided that the GC-MS method would not
be the basic method for analysing the content of the
questioned Corhydron ampoules.
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Analysis of the hydrocortisone succinate standard
by HPLC in the conditions described in the “Material
and methods” section allowed us to obtain a peak of re-
tention time 11.57 min on the chromatogram. The
UV-VIS spectrum had one absorption maximum at
244 nm. The shape of this spectrum was consistent
with the spectrum of the hydrocortisone standard from
the spectrum library. Next, the test samples of Cor-
hydron preparation were subjected to analysis. Two
additional peaks of retention time 10.42 min and
10.67 min occurred on the chromatograms of these
samples. Their UV-VIS spectra were identical to those
described above. The hypothesis that these peaks were
products of the decomposition of hydrocortisone
succinate during storage was accepted. In order to ver-
ify this hypothesis, additional research aimed at as-
sessment of the possibility of hydrocortisone succinate
decomposition over time, especially after its dissolu-
tion, was performed. Results of these examinations
could be of great practical significance, because resi-
dues of dissolved samples from Corhydron ampoules
were submitted for investigation at the Institute and
the time period between drug use and drug examina-
tion in the Institute ranged from several weeks to sev-
eral months. In order to verify the above hypothesis,
the content of two Corhydron ampoules was dissolved
according to instructions on the package, and then the
obtained solutions were further divided into two sam-
ples (i.e. a total of four samples). After preliminary
analysis, two samples were placed in a fridge (4°C),
and another two were stored at room temperature (ca
25°C). Then for 4 weeks, at weekly intervals, a bit of
solution was collected from each sample and subjected
to analysis. Selected results are presented in Figure 2.

Slow decomposition of hydrocortisone succinate
occurred during storage of solutions, both at room
temperature and at a temperature lowered to 4°C. The
height of the parent substance peak was lowered, while
the heights of peaks probably originating from decom-
position products were heightened. It has to be men-
tioned that significant differences between samples
stored at 25°C and 4°C were not observed. It can be
concluded on the basis of the performed studies that
decomposition of hydrocortisone succinate present in
Corhydron preparation is not intensive, and therefore
it is possible to perform identification studies several
months after dissolution of this substance in an appro-
priate solvent (water for solutions).

Unfortunately, the examinations of suxametho-
nium chloride standard did not yield positive results.
This is not surprising, because the chemical structure
of this compound does not contain chromophoric
groups, which are responsible for the formation of ab-
sorption bands in the UV-VIS spectrum. Thus, it was
concluded that the HPLC method is a good choice
when analysis is aimed at confirmation of the presence
(or possibly absence) of hydrocortisone succinate in
a sample and its quantitative analysis (the obtained
peaks were symmetrical, had Gaussian shape, the sen-
sitivity and precision of the method was appropriate),
but it does not allow analysis for the presence of
suxamethonium chloride in a sample.

Then, the authors decided to continue the studies
by means of liquid chromatography, and the diode-ar-
ray detector was replaced by a mass spectrometer.
A characteristic profile was obtained for a fragmentary
ion with m/z =363 in a flow-injection analysis of hy-
drocortisone succinate at different fragmentor volt-
ages. Analysis of a suxamethonium chloride standard
in identical conditions allowed us to obtain a charac-
teristic profile for a fragmentary ion with m/z = 190.
These profiles are presented in Figures 3 and 4.

The results obtained for the standards of hydrocor-
tisone succinate and suxamethonium chloride were
confirmed by analysis of the appropriate test samples.
LC-MS turned out to be a very good method of exami-
nation of both the above-mentioned compounds.
LC-MS with flow-injection analysis is a very sensitive
method, and, paradoxically, this turned out to be a dis-
advantage in the discussed application. In order to pre-
vent carryover of the samples, it was necessary to rinse
the instrument for a very long time after each analysis,
and this prolonged the analytical process significantly.
It was also possible to dilute the samples before analy-
sis, but this would also be a time-consuming process.
Thus, it was decided that LC-MS would be used as
a confirmatory method for the selected samples.
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Fig. 3. FIA signal of hydrocortisone succinate for a fragmen-
tary ion with m/z = 363.
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Fig. 4. FIA signal of suxamethonium chloride for a fragmen-
tary ion with m/z = 190.

The FT-IR method is used in the Alcohol and
Drugs Section of the Institute of Forensic Research for
examination of unknown samples, because most che-
micals have a characteristic spectrum in the medium
infrared region. So, the possibility of its application to
distinguishing between hydrocortisone succinate and
suxamethonium chloride was tested. It turned out that
the authors “hit the jackpot™. IR spectra of both sub-
stances are shown in Figure 5.

As is seen in Figure 5, the spectra of hydrocorti-
sone succinate and suxamethonium chloride differ sig-
nificantly. These differences are visible both in the
range 4000 cm '—2500 cm ', where, amongst other
things, a band of the vibrations of the C—N bond in
the -N(CH3); group of suxamethonium chloride and
a band of the hydroxyl group of hydrocortisone suc-
cinate are observed, and in the range 1800 cm '—
600 cm ', which is also known as the “sample finger-
print”. The used instrument was equipped with an
adapter enabling measurement by the attenuated total
reflectance (ATR) technique, thus it was not necessary
to dissolve samples before analysis (samples collected
from ampoules were examined directly). This means
that the sample preparation process was very limited in
this case, consisting in ampoule opening and transfer
of a part of its content onto the measurement stage, us-
ing a disposable spatula. The stage was rinsed with
methanol after each measurement and the background
signal was measured before each sample.

3.2. Analysis of evidential samples

The following procedure for evidential samples ex-
amination was developed on the basis of the prelimi-
nary studies described above. In examination of the
lyophilised powders from Corhydron ampoules,
FT-IR was a primary method. If the result gave rise to
doubts, especially when it was suspected that the ex-
amined powder contained suxamethonium chloride,
analysis by means of LC-MS was performed. In such
a case, the result was additionally confirmed by means
of HPLC and/or GC-MS. In examination of powder
residues from ampoules, especially when it was im-
possible to collect a sample for measurement by
FT-IR, their content was rinsed with methanol and the
washings were subjected to analysis by means of
GC-MS and HPLC. If it was suspected that a foreign
substance, i.e. suxamethonium chloride, could be pres-
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ent in the ampoule, confirmatory analysis by the
LC-MS method was performed.

As was shown in Figure 5, the spectra of hydrocor-
tisone succinate and suxamethonium chloride differ
significantly and distinguishing which of the men-
tioned substances is present in the ampoule did not
cause big problems. The spectra of both substances
were analysed in detail by means of chemometric
methods, because of doubts on the part of the public
prosecutor’s office as to whether some ampoules con-
taining hydrocortisone succinate were contaminated
by suxamethonium chloride, e.g. during production. It
is known that each measurement is burdened with
a random error and often different results are obtained
when analysing the same sample. However, these dif-
ferences are usually small and stem from method error.
Examination of different samples containing the same
substance, prepared in the same batch or different
batches, can also lead to different results. In this case
errors occur connected with intra- and inter-batches
heterogeneity of the material. Chemometric methods
allow fast and simple assessment of these scatters and
detection of so-called outliers. Their use also allows
quantification of the differences between samples. The
results of cluster analysis (CA) and principal compo-
nent analysis (PCA) are presented in Figures 6 and 7.
Raw data from FT-IR analysis was used for calcula-
tions by means of chemometric methods — i.e. appro-
priate analytical signals (absorbances) were assigned
to particular wavelengths. The Pearson correlation co-
efficient was used for assessment of distances between
spectra in cluster analysis. The Ward method was ap-
plied to the agglomeration of clusters. This utilises the
analysis of variance for assessment of distances be-
tween groups and is based on minimisation of the sum
of squares between the clusters, which can be formed
at each step.

As can be seen in Figure 6, the examined samples
are divided into two clusters, which differ to a large
extent. The distance between them is more than
100 times greater than between objects within the clus-
ters. These results indicate that the examined am-
poules of Corhydron contained two substances with
significantly different FT-IR spectra. None of the sam-
ples was located outside or between clusters, and,
therefore, the presence of another, third substance was
ruled out, and, equally importantly, no samples with
“mixed” composition were found. The performed
chromatographic analyses indicated that the samples
from the cluster labelled “H” contained hydrocorti-
sone succinate, whereas cluster “S”— suxamethonium
chloride.
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Fig. 6. Cluster analysis of content of Corhydron ampoules:
a) full dendrogram, b) enlarged lower part of the dendrogram.
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Fig. 7. Principal component analysis of content of
Corhydron ampoules.

Two separate groups were also obtained as a result
of principal component analysis. In the plot of the first
two components, which explained 98.8% of variance,
three potential outliers — one in group “S” and two in
group “H” — can be observed. The sample from group
“S” differed from the others that were subjected to the
analysis, as it was delivered to the Institute in the form
of a solution. It was evaporated, and then analysed.
The differences between samples from group “H” can
result e.g. from different water content. The results of
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the examination of samples from group “S” by GC-MS
and LC-MS are presented in Figures 8 and 9.

As can be seen in Figures 8 and 9, the examined
sample contained only suxamethonium chloride. Iden-
tical chromatographic analyses of samples correspon-
ding to two potential outliers of group “H” indicated
that they contained only hydrocortisone succinate.

These results show the high efficiency of the devel-
oped procedure for the examination of Corhydron am-
poules content.

4. Conclusions

The FT-IR method in conjunction with chemo-
metric analysis was an excellent tool for examination
of the composition of powders and it allowed us to
draw unambiguous conclusions about the content of
Corhydron ampoules. Regardless of the very good re-
sults of identification of Corhydron ampoules content
by the FT-IR method, confirmatory analyses were also
performed by means of chromatographic methods, as
is common practice in forensic toxicological laborato-
ries. GC-MS, HPLC and LC-MS confirmed the results
obtained by the FT-IR method in each of the cases.

The developed procedure of analysis of Corhydron
ampoules content proved to be very effective. It allows
analysis of some 2,000-2,500 samples a month. Up to
now, the composition has been other than declared (i.e.
Corhydron ampoules contained suxamethonium chlo-
ride instead of hydrocortisone succinate) in 24 Cor-
hydron ampoules out of more than 5,000 examined
samples.

When the required number of analyses is higher
than described above, it is possible to apply near infra-
red (NIR) spectrometry. An additional advantage of
this method is the possibility to perform measurements
without opening ampoules, which additionally short-
ens the time of analysis.
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OPRACOWANIE PROCEDURY ANALITYCZNEJ ROZROZNIANIA
CHLORKU SUKSAMETONIUM I BURSZTYNIANU HYDROKORTYZONU

1. Wstep

Przedstawione w niniejszym artykule opracowanie
procedury rozrézniania dwéch lekéw znaczaco rodznia-
cych si¢ wlasciwosciami wynikneto ze wzgledu na po-
dejrzenia prokuratury, ze w fabryce je produkujacej do-
szto do pomytki, w wyniku ktorej w amputkach ozna-
czonych ,,Corhydron”, ktére powinny zawiera¢ hydro-
kortyzon w postaci soli sodowej bursztynianu, znalazt si¢
lek o nazwie chlorek suksametonium, ktory jest sktadni-
kiem czynnym preparatu ,,Chlorsuccilin”. Wzory struk-
turalne obu substancji przedstawiono na rycinie 1.

Amputka preparatu Corhydron® zawiera w swoim
sktadzie 25 mg, 100 mg lub 250 mg hydrokortyzonu
w postaci soli sodowej bursztynianu. Jest to syntetyczny
glikokortykosteroid, pochodna hydrokortyzonu rozpusz-
czalna w wodzie. Wywiera dzialanie przeciwzapalne,
przeciwalergiczne, przeciwreumatyczne, przeciwwstrza-
sowe oraz immunosupresyjne. Hamujac dziatanie hialu-
ronidazy, wstrzymuje on przepuszczalno$¢ naczyn wio-
sowatych i zmniejsza obrzgk. Stosowany jest w leczeniu
pacjentéw w cigzkim stanie, wymagajacych szybkiego
podania glikokortykosteroidu, np. w pierwotnej lub wtor-
nej niedomodze kory nadnerczy, stanach wstrzasowych
(wstrzas pourazowy, pooperacyjny, kardiogenny, anafi-
laktyczny, poprzetoczeniowy, pooparzeniowy), cigzkich
stanach spastycznych oskrzeli (stan astmatyczny),
ostrych stanach alergicznych (obrzgk naczynioruchowy
Quinckego), cigzkiej postaci rumienia wielopostaciowe-
g0 (zesp6t Stevens-Johnsona) oraz ostrej reakcji nad-
wrazliwosci na leki. Preparat zastosowany krotkotrwale
jest dobrze tolerowany, a wystapienie dziatan niepozada-
nych jest mato prawdopodobne. Podczas uzywania go
moga wystapi¢ zaburzenia wodno-elektrolitowe, uktadu
migéniowo-szkieletowego, zotadkowo-jelitowe, zmiany
skorne, zaburzenia neurologiczne i endokrynologiczne,
zaburzenia dotyczace narzadu wzroku, zaburzenia me-
taboliczne, psychiczne, uktadu sercowo-naczyniowego
czy hematologiczne [1].

Ampulka preparatu Chlorsuccillin® zawiera 200 mg
suksametonium w postaci chlorku. Suksametonium (sko-
lina, chlorsukcylina) jest lekiem powodujacym depola-
ryzacjg plytki nerwowo-migsniowej, a tym samym zwiot-
czenie migsni szkieletowych. Po podaniu dozylnym za-
czyna dziala¢ w ciagu 30 s. Dziatanie to utrzymuje si¢
okoto 5 min. Bywa stosowany we wstrzyknigciach do-
migéniowych (noworodki i niemowlgta) lub podsluzow-
kowych (okolica podjgzykowa); wtedy ujawnia dziatanie
po dluzszym czasie i jest ono dtuzsze. W organizmie
ulega rozpadowi pod wptywem cholinesterazy, w matej

ilosci wydala si¢ z moczem w stanie niezmienionym.
Podczas stosowania tego srodka konieczna jest moz-
liwo$¢ wdrozenia oddechu zastgpczego. Stosowany jest
w intubacji dotchawiczej w znieczuleniu ogdélnym do
zwiotczenia migsni poprzecznie prazkowanych w krot-
kich zabiegach chirurgicznych, endoskopii i elektrowstrza-
sach. Jest rowniez stosowany przy zatruciu strychning
i psychedryna. Przeciwwskazaniami do jego przyjgcia sa:
nadwrazliwo$¢ na lek, ciezkie schorzenia watroby i ne-
rek, miastenia, rozlegle uszkodzenia migsni, wstrzas,
choroby przebiegajace ze zmniejszeniem aktywnosci
cholinesterazy, oparzenia. Dzialaniami niepozadanymi
sa: hiperkaliemia, zaburzenia rytmu serca, bradykardia,
czestoskurcz, migotanie komdr, podwyzszenie cisnienia
srodgatkowego, uposledzenie czynnosci watroby, bol
mig$ni (klatka piersiowa i brzuch) oraz wstrzas anafilak-
tyczny. Przy przedawkowaniu dochodzi do przedtuzenia
stanu zwiotczenia migséni, depresji uktadu krazenia, za-
burzen akcji i rytmu serca [1]. Leczenie w takim przy-
padku obejmuje m.in. sztuczne oddychanie, podawanie
tlenu oraz przetaczanie krwi dla zwigkszenia ilosci cho-
linesterazy. Podczas stosowania leku obowiazuje kon-
trola czynnosci oddechowej lub stosowanie kontrolo-
wanego oddechu. Suksametonium jest lekiem stosowa-
nym w lecznictwie zamknigtym i jego podanie bez nad-
zoru lekarza moze prowadzi¢ do zgonu.

Poréwnujac wymienione powyzej wlasnosci obu le-
kéw, mozna stwierdzié, ze omytkowe podanie suksame-
tonium zamiast hydrokortyzonu moze prowadzi¢ do bar-
dzo powaznych konsekwencji, wlacznie ze zgonem pa-
cjenta. Z tego wzgledu prokurator prowadzacy §ledztwo
podjat dzialania zmierzajace do catkowitego wycofania
preparatu Corhydron z rynku. W dniu 9 listopada 2006 ro-
ku Ministerstwo Zdrowia nakazato wycofanie wszyst-
kich partii Corhydronu. Zaapelowano do wszystkich
0s6b przyjmujacych ten lek o jego zwrot do aptek. Nie-
zaleznie od tych dziatan, policja na podstawie adreséw
podanych na receptach starata si¢ dotrze¢ do 0sob przyj-
mujacych Corhydron. Jak szacowano, z 6609 opakowan
wyprodukowanych w najbardziej ,,podejrzanej” partii
o numerze 010706, okoto 5000 znajdowato si¢ nadal
w re¢kach pacjentéw i jednostek stuzby zdrowia. Ponie-
waz nie bylo mozliwe stwierdzenie, jaka liczba amputek
zostata omytkowo napeliona lub oznaczona, postano-
wiono przebadac zawarto$¢ wszystkich zabezpieczonych
ampulek. Wstegpna, szacunkowa liczba amputek przez-
naczonych do badania wynosita zatem okoto 25 000, po-
niewaz jedno opakowanie Corhydronu zawiera pig¢ am-
pulek. Zaistniala zatem potrzeba opracowania procedury
analizy zawartos$ci amputek Corhydronu, ktora w okresie
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kilku miesigcy umozliwitaby sprawdzenie catej podej-
rzanej partii tego preparatu.

2. Material i metody

Przy opracowaniu metod identyfikacji oraz oznacza-
nia chlorku suksametonium oraz soli sodowej bursztynia-
nu hydrokortyzonu wykorzystano wzorce tych substanc;ji
zakupione w firmie Sigma-Aldrich Sp. z o0.0., Poznan,
Polska. Do testowania opracowanych metod wykorzy-
stano preparaty Chlorsuccillin® i Corhydron® wyprodu-
kowane przez firmeg Jelfa (Jelenia Gora, Polska), pocho-
dzace z innych niz kwestionowane partii lekow.

Badania metoda chromatografii gazowej sprzgzonej
ze spektrometrig mas (GC-MS) prowadzono przy uzyciu
aparatu 6890 N firmy Agilent (Stany Zjednoczone) po-
laczonego ze spektrometrem masowym 5973 Network.
Rozdziat byt prowadzony na kolumnie HP-5MS (30 m~
0,25mm "~ 0,25 mm) w programowanej temperaturze pie-
ca: 40°C przez 7 min, nastepnie wzrost z szybko$cia
10°C/min do 275°C, po czym utrzymywanie w maksy-
malnej temperaturze przez 9,5 min (catkowity czas anali-
zy — 40 min). Jako gazu no$nego uzyto helu o szybkosci
przeptywu 1 ml/min. Stosowano elektronowy sposob jo-
nizacji. Monitorowano caty zakres mas m/z od 10 do
600 amu. Probki do analizy metoda GC-MS przygotowy-
wano poprzez rozpuszczenie w metanolu.

Badania metoda wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) dokonano przy uzyciu aparatu LaChrom
(Merck-Hitachi) wyposazonego w detektor szeregu diod
(DAD). Rozdziatl substancji byl prowadzony na kolum-
nie monolitycznej Chromolith RP-18¢ Column (Merck,
Darmstadt, Niemcy). Jako eluenty stosowano: 0,1 ml/l
wodny roztwor kwasu fosforowego (A) i acetonitryl (B).
Analizy prowadzono w warunkach gradientowych: 0 min —
100%A, 20 min — 100%B, 21 min — 100%A, 26 min —
100%A. Widmo UV-VIS zbierano w zakresie od 200 nm
do 400 nm, dodatkowo rejestrujac chromatogram przy
dhugosci fali 245 nm. Probki do analizy metoda HPLC
przygotowywano poprzez rozpuszczenie w wodnym roz-
tworze kwasu fosforowego o stezeniu 0,1 ml/l.

Badania metoda chromatografii cieczowej sprzezone;j
ze spektrometriag mas (LC-MS) dokonano, uzywajac ze-
stawu HP 1100 Series LC System firmy Hewlett-Packart.
Rozdziat byl prowadzony na kolumnie LiChroCART
(1257 4 mm) z wypetnieniem Purospher RP-18e. Fazg
ruchoma stanowit acetonitryl oraz wodny roztwor kwasu
mrowkowego o stezeniu 1 ml/l. Badania prowadzono,
wykonujac rowniez analizg przeptywowo-wstrzykowa
(FTIA) przy napigciach fragmentora wynoszacych 30, 60
i 100 V. Stosowano jonizacj¢ chemiczng pod ciSnieniem
atmosferycznym (APCI). Dane zbierano poprzez monito-
rowanie wybranych jonéw (tryb SIM) oraz zakresu mas
m/z 50-400 (ang. total ion current).

Badania metoda spektrometrii w podczerwieni z trans-
formacja Fouriera (FT-IR) prowadzono przy uzyciu apa-
ratu Avatar 370 firmy Thermo Nicolet Co. (USA), ktéry
byl wyposazony w przystawke umozliwiajaca pomiar
technika tlumionego wewngtrznego odbicia (ATR). Po-
miary prowadzono w warunkach standardowych, przy
rozdzielczo$ci wynoszacej 4. Widmo zbierano w zakre-
sie 4000-400 cm', liczba skandw wynosita 32. Aparat
wyposazony byt w detektor DTGS KBr.

3. Wyniki i ich oméwienie
3.1. Wybdr metod analitycznych

Opracowanie metody rozrdzniania bursztynianu hy-
drokortyzonu i chlorku suksametonium rozpoczgto od
zastosowania standardowej procedury badania lekow
w Pracowni Badania Alkoholu i Narkotykow Instytutu
Ekspertyz Sadowych. Zaktada ona przeprowadzenie ana-
liz jako$ciowych za pomoca metody GC-MS, a nastgpnie
potwierdzenie uzyskanego wyniku oraz ewentualne prze-
prowadzanie analizy ilo§ciowej metoda HPLC.

Na chromatogramie wzorca bursztynianu hydrokor-
tyzonu badanego metoda GC-MS uzyskano pik o czasie
34,31 min, ktérego widmo masowe byto zgodne z wid-
mem masowym hydrokortyzonu, znajdujacym si¢ w ba-
zie G1039C Pfleger/Maurer/Weber Drugs Database (pig¢
najbardziej intensywnych pikow m/z: 163, 123, 302, 79,
78). Analiza wzorca chlorku suksametonium w zastoso-
wanych warunkach doprowadzita do uzyskania trzech
pikow chromatograficznych o zblizonych widmach ma-
sowych. Czasy retencji wymienionych pikéw wynosity
5,07 min, 19,16 min i 23,30 min. W widmach masowych
zdecydowanie dominowaly jony o m/z wynoszacym 58.
Ich porownanie z widmami znajdujacymi si¢ we wspom-
nianej bazie danych wskazato na podobienstwo struktu-
ralne z fragmentami czasteczek suksametonium, jednak
wyniki identyfikacji nie byly jednoznaczne (uzyskane
piki stanowity prawdopodobnie produkt rozkladu suk-
sametonium w komorze nastrzykowej chromatografu).
Sporo zastrzezen wzbudzit ksztalt uzyskanych pikow
chromatograficznych (piki nie byly symetryczne) oraz
mata czuto$¢ metody GC-MS w stosunku do chlorku suk-
sametonium. Identyczne wyniki uzyskano dla probek te-
stowych preparatéw Corhydron i Chlorsuccilin. Z po-
wyzszych wzgledow zdecydowano, ze metoda GC-MS
nie bedzie podstawowa metoda badania zawartosci za-
kwestionowanych amputek leku Corhydron.

Analiza wzorca bursztynianu hydrokortyzonu metoda
HPLC w warunkach okreslonych w rozdziale ,,Materiat
i metody” pozwolita na uzyskanie na chromatogramie
piku o czasie retencji 11,57 min. Widmo UV-VIS mialo
jedno maksimum absorpcji przy 244 nm. Ksztalt tego
widma byt zgodny z widmem wzorca hydrokortyzonu
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znajdujacym si¢ w bibliotece widm. Nastgpnie poddano
analizie probki testowe preparatu Corhydron. Na chro-
matogramach tych probek pojawity si¢ dwa dodatkowe
piki o czasach retencji 10,42 min i 10,67 min, ktorych
widma UV-VIS byly identyczne z opisanymi powyze;j.
Przyjeto hipoteze, ze piki te pochodza z produktow roz-
ktadu bursztynianu hydrokortyzonu w czasie przechowy-
wania. W celu weryfikacji tej hipotezy przeprowadzone
dodatkowe badania majace na celu ocen¢ mozliwosci
rozktadu bursztynianu hydrokortyzonu w czasie, w szcze-
golnosci po roztworzeniu. Wyniki takich badan mogty
mie¢ istotne znaczenie praktyczne, poniewaz do badan
w IES przesylane byly réwniez pozostalosci rozpusz-
czonych proszkow znajdujacych si¢ w amputkach Cor-
hydronu, a czas migdzy uzyciem leku a jego badaniem
wynosit od kilku tygodni do kilku miesigcy. W celu we-
ryfikacji powyzszej hipotezy rozpuszczono zgodnie z za-
leceniami znajdujacymi si¢ na opakowaniu zawarto$¢
dwodch amputek Corhydronu, a nastgpnie otrzymane roz-
twory podzielono dodatkowo na dwie probki. Po wyko-
naniu wstepnej analizy, dwie probki umieszczono w lo-
dowce (4°C), a dwie przechowywano w temperaturze po-
kojowej (ok. 25°C). Nastepnie przez 4 tygodnie, w odste-
pach tygodniowych, z kazdej z probek pobierano czgs§é
roztworu i poddawano badaniom. Wybrane wyniki przed-
stawiono na rycinie 2.

Podczas przechowywania roztwordéw bursztynianu
hydrokortyzonu dochodzito do jego powolnego rozktadu
zardwno w temperaturze pokojowej, jak i obnizonej do
4°C. Wysokos¢ piku pochodzacego od substancji macie-
rzystej ulegata obnizeniu, natomiast wysoko$ci pikow
pochodzacych prawdopodobnie od produktow jego roz-
ktadu ulegaty podwyzszeniu. Nalezy zaznaczy¢, ze nie
zaobserwowano istotnych réznic migdzy probkami prze-
chowanymi w temperaturze 25°C i 4°C. Na podstawie
przeprowadzonych badan nalezalo stwierdzi¢, ze rozktad
bursztynianu hydrokortyzonu zawartego w preparacie
Corhydron nie zachodzi w sposob intensywny, dzigki
czemu mozliwe jest przeprowadzenie badan identyfika-
cyjnych kilka miesigcy po rozpuszczeniu tej substancji
w odpowiednim rozpuszczalniku (woda do rozcienczen).

Niestety, badania wzorca chlorku suksametonium nie
przyniosty pozytywnych wynikow. Nie jest to zaska-
kujace, poniewaz w strukturze chemicznej tego zwiazku
nie wystgpuja grupy chromoforowe odpowiedzialne za
powstawanie pasm absorpcji w widmie UV-VIS. Z po-
wyzszego wzgledu stwierdzono, ze metoda HPLC bar-
dzo dobrze nadaje si¢ do potwierdzenia (ewentualnie
wykluczenia) obecno$ci bursztynianu hydrokortyzonu
w probcee i przeprowadzenia jego analizy iloSciowej (uzys-
kane piki byly symetryczne, miaty gaussowski ksztalt, me-
toda cechowata si¢ odpowiednio wysoka czuloscia i pre-
cyzja), nie pozwala natomiast na badanie obecnoS$ci
chlorku suksametonium w préobcee.

Postanowiono kontynuowaé badania metoda chro-
matografii cieczowej, a detektor diodowy zastapic¢ spek-
trometrem mas. Podczas analizy przeptywowo-wstrzy-
kowej wzorca bursztynianu hydrokortyzonu przy roz-
nych przytozonych napigciach fragmentora uzyskano dla
jonu fragmentacyjnego m/z =363 charakterystyczny pro-
fil. Analiza wzorca chlorku suksametonium w identycz-
nych warunkach pozwolita na uzyskanie charakterys-
tycznego profilu dla jonu fragmentacyjnego m/z = 190.
Profile te przedstawiono na rycinach 3 i 4.

Wyniki uzyskane dla wzorcow bursztynianu hydro-
kortyzonu i chlorku suksametonium potwierdzono za po-
moca badania odpowiednich probek testowych. LC-MS
okazata si¢ zatem bardzo dobra metoda badania obu wy-
mienionych wyzej zwiazkéw. Metoda LC-MS z wyko-
rzystaniem analizy przeptywowo-wstrzykowej jest me-
toda bardzo czula, co paradoksalnie w omawianej apli-
kacji byto jej wada. W celu zapobiezenia przenoszeniu
probek nalezato bardzo dtugo ptukaé aparat po kazdym
wykonanym badaniu, co znaczaco wydtuzato proces ana-
lityczny. Mozliwe bylo wigksze rozcienczanie probek
przed analiza, ale bytby to rowniez proces czasochtonny.
Z tego wzgledu zdecydowano, ze LC-MS zostanie stoso-
wana jako metoda potwierdzajaca dla wybranych probek.

Metoda FT-IR wykorzystywana jest w Pracowni Ba-
dania Alkoholu i Narkotykow Instytutu Ekspertyz Sado-
wych do badania nieznanych probek, poniewaz wigk-
szo$¢ substancji posiada charakterystyczne widmo w za-
kresie $redniej podczerwieni. Z tego wzgledu spraw-
dzono réwniez mozliwos¢ jej wykorzystania do rozroz-
niania bursztynianu hydrokortyzonu i chlorku suksame-
tonium. Uzycie tej metody okazato si¢ bardzo dobrym
rozwigzaniem. Widma IR obu substancji przestawiono
na rycinie 5.

Jak wida¢ na rycinie 5, widma bursztynianu hydro-
kortyzonu i chlorku suksametonium r6znia si¢ od siebie
znaczaco. Roznice te widoczne sa zarowno w zakresie od
4000 cm ™' do 2500 cm™', gdzie widoczne jest m.in. pasmo
pochodzace od drgan wiazania C—-N w grupie —N(CHj3;);
chlorku suksametonium i pasmo grupy hydroksylowej
bursztynianu hydrokortyzonu, jak tez w zakresie od
1800 cm ™' do 600 cm ', ktory zwany jest ,,odciskiem pal-
ca” probki. Stosowany aparat byl wyposazony w przy-
stawke¢ umozliwiajaca pomiar technika ttumionego wew-
ne¢trznego odbicia (ATR), a zatem nie bylo konieczne
rozpuszczanie probki przed wykonaniem pomiaru (ba-
dane byly bezposrednio proszki pobrane z ampuitek).
A zatem proces przygotowania probki zostat w tym przy-
padku znacznie ograniczony i sprowadzat si¢ do otwarcia
ampulki 1 przeniesienia czgsci jej zawartosci za pomoca
jednorazowej szpatulki na stolik pomiarowy spektrome-
tru. Stolik byt po kazdym pomiarze przemywany metano-
lem i przed kazda probka wykonywano pomiar tta.
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3.2. Analiza probek rzeczywistych

Na podstawie badan wstepnych opisanych powyzej
przyjeto nastgpujaca procedurg badania probek rzeczy-
wistych: w przypadku badania liofilizowanych proszkow
znajdujacych si¢ w amputkach Corhydronu podstawowa
metoda byta technika FT-IR. Gdy wynik badania budzit
watpliwosci, w szczegdlnosci gdy zachodzilo podejrze-
nie, ze badany proszek to chlorek suksametonium, prze-
prowadzano analiz¢ metoda LC-MS. Wynik badania
w takim przypadku potwierdzano dodatkowo za pomoca
metody HPLC i (lub) GC-MS. W przypadku badania po-
zostato$ci proszku z ampulek, w szczegdlnosci, gdy
z amputek nie bylo mozliwe pobranie materialu do badan
metoda FT-IR, ich zawartos$¢ przeptukiwano metanolem,
a popluczyny badano metoda GC-MS i HPLC. W razie
podejrzenia, ze w ampulce moze znajdowac si¢ obca sub-
stancja w postaci chlorku suksametonium, przeprowa-
dzano analiz¢ potwierdzajaca metoda LC-MS.

Jak przedstawiono na rycinie 5, widma bursztynianu
hydrokortyzonu i chlorku suksametonium réznia si¢ od
siebie znaczaco, a wigc stwierdzenie, ktora z wymienio-
nych substancji znajduje si¢ w ampulce, nie nastr¢czato
wigkszych trudnosci. Jednak z uwagi na watpliwosci pro-
kuratury, czy w przypadku niektorych probek nie doszto
do zanieczyszczenia (np. na linii produkcyjnej) chlor-
kiem suksametonium zawarto$ci amputek posiadajacych
w swoim sktadzie bursztynian hydrokortyzonu, przeana-
lizowano szczegdtowo widma obu substancji z wyko-
rzystaniem metod chemometrycznych. Jak wiadomo,
kazdy pomiar obarczony jest pewnym btgdem przypad-
kowym 1 przy kilkukrotnym badaniu tej samej probki
uzyskuje si¢ czgsto rozne wyniki, przy czym roéznice te sa
najczeSciej niewielkie i wynikaja z bledu metody. Bada-
nie réznych probek zawierajacych t¢ sama substancjg
wyprodukowana w tej samej lub innej partii moze row-
niez prowadzi¢ do rézych wynikdéw i w tym przypadku
do biedu metody dochodza bledy zwiazane z niejed-
norodnoscia materialu wewnatrz partii i migdzy poszcze-
golnymi partiami. Metody chemometryczne pozwalaja
na szybkie i proste oszacowanie tych rozrzutéw i wykry-
cie tzw. probek odbiegajacych. Za ich pomoca mozliwe
jest rowniez ilo§ciowe okreslenie rodznic migdzy probka-
mi. Wyniki analizy skupien (CA) i analizy glownych
sktadowych (PCA) przedstawiono na rycinach 6 i 7. Do
wykonania obliczen za pomoca metod chemometrycz-
nych wykorzystano ,,surowe” dane (ang. raw data) z ana-
liz metoda FT-IR, tj. poszczegdlnym dlugosciom fal
przyporzadkowano odpowiednie sygnaly analityczne
(tj. absorbancje). W analizie skupien do oceny odleglosci
mi¢dzy widmami FT-IR zastosowano wspolczynnik ko-
relacji Pearsona. Do aglomeracji skupien wykorzystano
metode Warda, ktora w celu oszacowania odlegtosci mig-
dzy grupami wykorzystuje analiz¢ wariancji i polega na
minimalizacji sumy kwadratow odleglosci migdzy dwo-

ma klastrami, ktore moga by¢ utworzone na kazdym
etapie.

Jak wynika z ryciny 6, badane probki dziela si¢ na
dwa znacznie rézniace si¢ skupienia. Odleglos¢ migdzy
tymi skupieniami jest ponad 100 razy wigksza niz od-
leglo$¢ migdzy obiektami wewnatrz skupien. Wyniki te
wskazuja, ze w badanych amputkach Corhydronu znaj-
dowaly si¢ dwie substancje, ktorych widma FT-IR r6znia
si¢ od siebie znaczaco. Nie stwierdzono obecnosci pro-
bek znajdujacych sig poza lub migdzy skupieniami, a za-
tem wykluczono w amputkach obecnos¢ innej, trzeciej
substancji oraz, co rownie wazne, nie stwierdzono obec-
no$ci probek, ktére posiadaly ,,mieszany” sktad. Prze-
prowadzone analizy chromatograficzne wskazaly, ze
probki stanowiace skupienie oznaczone litera ,,H” za-
wieraly w swoim sktadzie bursztynian hydrokortyzonu,
natomiast skupienie ,,S” — chlorek suksametonium.

W wyniku analizy gtéwnych sktadowych mozna byto
rowniez zaobserwowac dwie roztaczne grupy, przy czym
przy zrzutowaniu wynikéw dwoch pierwszych sktado-
wych, wyjasniajacych 98,8% zmiennosci, mozna zau-
wazy¢ trzy potencjalne punkty odbiegajace: jeden w gru-
pie ,,S” i dwa w grupie ,,H”. Prébka z grupy ,,S” réznita
si¢ od pozostatych poddawanych badaniu, poniewaz zo-
stata ona przekazana do IES w formie rozpuszczonej.
Probke t¢ odparowano, a nastgpnie poddano badaniom.
Roéznice migdzy probkami z grupy ,,H” mogly wynikac¢
m.in. z ré6znego stopnia zawarto$ci wody. Wynik badania
probki z grupy ,,S” za pomoca metod GC-MS i LC-MS
przedstawiono na rycinach 8 1 9.

Jak wynika z rycin 8 i 9, badana probka zawierata
w swoim sktadzie jedynie chlorek suksametonium. Ana-
logiczne analizy chromatograficzne prébek odpowiada-
jacych dwom punktom potencjalnie odbiegajacym od
grupy ,,H” wskazaty, ze probki te zawieraly jedynie
bursztynian hydrokortyzonu. Wyniki te §wiadcza o wy-
sokiej efektywnos$ci opracowanej procedury badania za-
warto$ci amputek Corhydronu.

4. Whnioski

Metoda FI-IR w potaczeniu z analiza chemometrycz-
na jest doskonatym narzedziem do poréwnywania sktadu
proszkéw i pozwolita w niniejszym przypadku na jed-
noznaczne wypowiadanie si¢ na temat zawartosci am-
putek Corhydronu. Niezaleznie od bardzo dobrych wy-
nikéw identyfikacji zawartosci amputek Corhydronu
uzyskanych metoda FT-IR, zgodnie z regutami obowia-
zujacymi w sadowych laboratoriach toksykologicznych,
przeprowadzano analizy potwierdzajace za pomoca me-
tod chromatograficznych. Wyniki uzyskane za pomoca
metody FT-IR potwierdzily si¢ w kazdym przypadku
w badaniach metodami GC-MS, HPLC i LC-MS.
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Opracowana procedura badania zawartosci amputek
Corhydronu okazata si¢ bardzo efektywna. Pozwalata
ona na przebadanie okoto 2000-2500 probek miesigcz-
nie. Jak dotychczas z przebadanych ponad 5000 probek
w 24 stwierdzono sktad niezgodny z deklarowanym, tzn.
ampuiki Corhydronu zamiast bursztynianu hydrokorty-
zonu zawieraty chlorek suksametonium.

W przypadku, gdy wymagana liczba analiz jest wyz-
sza niz okreslona powyzej, mozliwe jest zastosowanie
metody spektrometrii w bliskiej podczerwieni (NIR —
ang. near infra red). Dodatkowa zaleta tej metody jest
mozliwos¢ dokonywania pomiarow bez otwierania am-
pulek, co dodatkowo skraca czas analizy.
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