
1. In tro duc tion

Benzodiazepines are a widely used group of drugs
(in clud ing doz ens of dif fer ent de riv a tives), which have
a high ther a peu tic in dex and low tox ic ity, and con se -
quently, are con sid ered safe. In the nine teen six ties,
benzodiazepines suc cess fully re placed the more toxic

bar bi tu rates, chlo ral hy drate, glutethimide and mepro -
bamat. They are used to treat anx i ety, in som nia, pho -
bias, panic re ac tions, ma nia, chronic pain syn dromes,
dystonia in duced by neuroleptics, neuroleptic ma lig -
nant syn drome, and mus cle spasticity. They are also
used as an aux il iary in the treat ment of am phet amine
and co caine poi son ings, and with drawal syn dromes
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(in duced by al co hol and sed a tive-hyp notic drugs). Ad
hoc use of benzodiazepines is also wide spread for sei -
zures and se da tion prior to intubation [3, 7, 18].

The var i ous benzodiazepines dif fer in ac tion, doses,
the ther a peu tic con cen tra tion ranges and pharma co -
kinetic pa ram e ters. All benzodiazepines, to a cer tain
ex tent, show an anx i ety re liev ing, hyp notic, sed a tive,
mus cle re lax ant and anticonvulsant ac tion. These ef -
fects are dif fer ently in ten si fied for par tic u lar benzo -
dia zepines. For ex am ple, alprazolam has strong anxio- 
 lytic ac tion, temazepam – hyp notic, and clonazepam –
long-term anticonvulsant. Dif fer ences in the phar ma -
cokinetic pa ram e ters of benzodiazepines con cern, for
ex am ple, the de lay in on set of ac tion, and length of ac -
tion, which re sults not only from dif fer ent bi o log i cal
half-lives, but also the sol u bil ity in fat and the pres -
ence of ac tive me tab o lites, which are of ten me tab o -
lized more slowly than the un changed drug. More
lipophilic benzodiazepines quickly cross the blood-
brain bar rier and cause a de pres sive ef fect on the CNS,
but on the other hand, are rap idly re dis trib uted from
the CNS, which re duces the time of their ac tion [3, 7].

Clin i cal signs of poi son ing with benzodiazepines
in clude var i ous de grees of dis tur bance of con scious -
ness, up to coma (of vary ing in ten sity). Slow ing of
move ments and astig ma tism, diz zi ness, dysarthria, im -
pairment of re cent mem ory, and ret ro grade am ne sia, as 
well as cog ni tive im pair ment ap pear in con scious pa -
tients. Hypotonia and slight bradycardia can be pres ent 
in a phys i cal ex am i na tion; mois ture of the skin is nor -
mal, eye balls po si tioned cen trally or strabismic, re ac -
tive pu pils, mostly of me dium size, pos si ble nys tag mus.
Mus cle ten sion in the limbs is sym met ri cally re duced,
peristalsis may be slug gish, but is usu ally au di ble.
Gas tro in tes ti nal dis or ders are rarely re ported (nau sea,
vom it ing, di ar rhea), and are not char ac ter is tic of this
type of poi son ing. The in flu ence on the car dio vas cu lar 
and re spi ra tory sys tems is slight; the fol low ing may
oc cur: hypotension and slight bradycardia (with out
hemodynamic con se quences), and ven ti la tion dis or -
ders, which are not re lated to in hi bi tion of the re spi ra -
tory drive, but to ob struc tion of the up per air-pas sages
or de vel op ing as pi ra tion pneu mo nia or bron cho pneu -
mo nia. Es sen tially “pure” poi son ings with benzodia -
zepines rarely lead to death. A much greater risk oc curs
in mixed poi son ings, when benzodiazepines are com -
bined with tricyclic an ti de pres sants, other sed a tives
and eth a nol. Chronic use (abuse) of benzodiazepines is 
also note wor thy. Symp toms are anal o gous to those
above, though less se vere. They mainly in clude: psy -
cho mo tor slow ing, im pair ment of mem ory and cog ni -
tive pro cesses. It is em pha sized that these ef fects may

be ir re vers ible and not sub side de spite the dis con tinu a -
tion of treat ment [3, 7].

In the lit er a ture of the 1970’s and 1980’s , there are
de scrip tions of par a dox i cal ag i ta tion and ag gres sion
which oc curred af ter ad min is tra tion of benzodia z -
epines, mainly in el derly peo ple. It is now ac cepted
that these un usual re ac tions should be as so ci ated with
pre-ex ist ing and un rec og nized psychopathologic dis -
or ders, in clud ing hos til ity and ag gres sive be hav ior.
The given poi soned per son’s age (older peo ple) and al -
ready ex ist ing car dio vas cu lar and re spi ra tory dis eases
(e.g. chronic ob struc tive pul mo nary dis ease) are also
sig nif i cant and make the prog no sis grave [3]. Al though
benzodiazepines are sold only on pre scrip tion, they are 
of ten over used (and abused for non-med i cal pur poses)
and cause acute poi son ings more of ten than other
drugs. Over 300 cases of poi son ings by benzo diaz -
epine de riv a tives were con firmed in the Tox i col ogy
Clinic, Collegium Medicum of the Jagiellonian Uni -
ver sity in 2008 (Fig ure 1).

Tox i co log i cal di ag nos tics of pa tients poi soned with
benzodiazepines en com passes qual i ta tive or semiquan -
ti tative de ter mi na tion of drugs in urine and (or) se rum.
Im mu no log i cal and chro mato graphic meth ods are used
for this pur pose [2, 5, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19,
20]. Ta ble I pro vides a brief de scrip tion [6]. Clin i cal
tox i co log i cal lab o ra to ries usu ally use im mu no chemi -
cal meth ods that are rapid and easy to au to mate. They
are char ac ter ized by sen si tiv ity and spec i fic ity suf fi -
cient for clin i cal di ag nos tics, but do not al low drug
iden ti fi ca tion, which causes dif fi cul ties in in ter pre ta -
tion of the re sult.
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Fig. 1. Num ber of pos i tive drugs re sults in Lab o ra tory of An -
a lyt i cal Tox i col ogy and Drug Mon i tor ing CM UJ in Kraków 
in year 2008. 



2. Aim of study

The aim of this study was to com pare the re sults of
benzo diaz epine de ter mi na tions in se rum ob tained by
the EMIT method and the ref er ence HPLC-DAD
method. The use ful ness of the EMIT method for the
de ter mi na tion of benzodiazepines in se rum of poi -
soned pa tients was as sessed and at tempts to es tab lish
rules for in ter pret ing re sults for tox i co log i cal-med i cal
di ag nos tics were made.

3. Ma te rial and meth ods

3.1. In tro duc tory re marks

Blood sam ples col lected from 63 pa tients poi soned 
with benzodiazepines, and treated in the Tox i col ogy
Clinic, Jagiellonian Uni ver sity in Kraków in 2008
con sti tuted ma te rial for the study. De ter mi na tions of
drugs for the tox i co log i cal di ag nos tics were per formed 
in the Lab o ra tory of An a lyt i cal Tox i col ogy and Ther a -
peu tic Drug Mon i tor ing CM UJ. 

The EMIT method (Viva-E an a lyzer, Se rum Benzo-
 diazepines re agents by Siemens), which is used for
twenty-four-hour rou tine de ter mi na tions, was used for
test ing. Con fir ma tory anal y ses were per formed by the
HPLC-DAD (LaChrom Merck-Hitachi Pump L-7100
Di ode Ar ray De tec tor, L-7455) method. Chro mato -
graphic anal y sis was con ducted in two stages. In the
first step the drug was iden ti fied, and then the quan ti ta -
tive anal y sis of benzodiazepines was car ried out.

3.2. The pro ce dure for ex trac tion of se rum
sam ples prior to de ter mi na tion by the HPLC
method

200 ml of phos phate buffer of pH = 7.4 was added
to 500 ml of se rum, and vortexed for 10 sec onds, and

then 1.2 ml of an a lyt i cally pure di ethyl ether (POCh)
was added. Sam ples were vortexed for an other 60 sec -
onds and cen tri fuged for 5 min at 15,000 rpm. The or -
ganic phase was trans ferred to Eppendorf tubes and
evap o rated at 40oC un der a stream of com pressed air.
The dry res i due was dis solved in 200 ml of mo bile
phase.

3.3. HPLC-DAD method for the iden ti fi ca tion of
benzodiazepines

A Supelcosil LC-8 col umn (Supelco) was ap plied.
Sep a ra tion was per formed in isocratic con di tions at
a flow rate of 1.2 ml/min. The mo bile phase was a mix -
ture of meth a nol-acetonitrile-am mo nium phos phate
buffer (pH 6) (31:13:56). The in jec tion vol ume was
100 ml. Mea sure ment was carried out at a wave length
of 230 nm. Sep a ra tion of most com monly used benzo -
diazepines was achieved in 53 min utes (Fig ure 2).
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TA BLE I. CHARACTERISTICS OF METHODS USED FOR DETERMINATION OF BENZODIAZEPINES IN BIOLOGICAL

FLUIDS [6] 

Method Sen si tiv ity Spec i fic ity Time con sum ing Cost

Immunoassay Casette rapid test + ++ + + 

EMIT, FPIA, ELISA ++ ++ + ++ 

Chro ma tog ra phy TLC ++ +++ ++ ++ 

HPLC-UV +++ +++ ++++ +++ 

HPLC-DAD +++ ++++ ++++ +++ 

LC-MS ++++ ++++ ++++ ++++

Fig. 2. Res o lu tion of benzodiazepines by HPLC method
(1 – nitrazepam, 2 – clonazepam, 3 – estazolam, 4 – oxaze -
pam,  5 – lorazepam, 6 – alprazolam, 7 – temazepam, 8 – nor -
dia ze pam, 9 – di az e pam).



3.4. HPLC-DAD method for the quan ti ta tive
anal y sis of benzodiazepines

A LiChroCART 125-4 Se lect B col umn (Merck)
was used. Sep a ra tion was per formed in gra di ent con di -
tions at a flow of 1 ml/min. Com po nents of the mo bile
phase: A – deionized wa ter with ad di tion of con cen -
trated phos pho ric acid (Sigma) in the amount of
100 ml/1000 ml of wa ter, B – acetonitrile (HPLC Gra -
di ent Grade, Sigma). The com po si tion of the mo bile
phase was changed dur ing the anal y sis in the fol low -
ing way: ini tial con di tions – 80% A and 20% B; then it
was changed to 60% A and 40% B within 5 min and
main tained for an other 5 min. next it was changed to
30% A and 70% B within 3 min utes; and then it was
changed to 80% A and 20% B within 1 min and main -
tained in this state for 5 min. Mea sure ment was made
at a wave length of 230 nm. The in jec tion vol ume was
100 ml. Prazepam (LGC Stan dards) was used as an in -
ter nal stan dard. Anal y sis time was 25 min.

3.5. Val i da tion pa ram e ters of HPLC-DAD method

Val i da tion of the benzodiazepines iden ti fi ca tion
method was car ried out on the ba sis of se lec tiv ity (op -
ti mal sep a ra tion of the most com monly used drugs was 
ob tained – Fig ure 2), spec i fic ity (se rum that was free
from the tested analytes was used for the study of the
ma trix ef fects) and the lim its of de tec tion, which did
not dif fer from the val ues as signed for the quan ti ta tive
anal y sis of benzodiazepines (Ta ble II).

Lim its of lin ear ity, de tec tion, and quantitation, as
well as pre ci sion and re cov ery were de ter mined for

dif fer ent drugs in quan ti ta tive anal y sis. The method
for de ter mi na tion of the con cen tra tions based on ra tios 
of peak ar eas of tested drugs to in ter nal stan dard peak
was ap plied. The lim its of de tec tion and quan ti fi ca tion
were de ter mined re spec tively as a three times, and ten
times noise to in ter nal stan dard sig nal ra tio (mea sured
as peak area) for the anal y sis of blank se rum, us ing cal -
i bra tion curves. The ac cu racy and pre ci sion of the
method were de ter mined by anal y sis of 5-com po nent
se ries se rum sam ples en riched by tested drugs at lev els 
of 200 and 800 ng/ml. Ac cu racy was cal cu lated from
for mula 1:

Accuracy
c c

c
t

t

=
-

×0 100% , {1}

where: ct – the o ret i cal con cen tra tion, c0 – de ter mined
con cen tra tion. The co ef fi cient of vari a tion (CV) for the 
ob tained se ries of re sults was as sumed as a mea sure of
pre ci sion and cal cu lated from equa tion 2:

CV
SD

cœr

= ×100% , {2}

where: SD – stan dard de vi a tion, cœr – mean con cen tra -
tion. Re cov ery for in di vid ual analytes was de ter mined
from for mula 3:

Recovery =
-

×
c c

c

pr wzb rz

wzb

100% , {3}

where: cpr wzb – con cen tra tion in en riched sam ple, crz –
con cen tra tion in real sam ple, cwzb – en rich ment con -
cen tra tion.
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TA BLE II. VALIDATION PARAMETERS OF THE HPLC-DAD METHOD FOR DETERMINATION OF BENZODIAZEPINES

IN SERUM

Benzodiazepine Parameter

LOL
[ng/ml]

Equation 
(mean values)

R2 LOD
[ng/ml]

LOQ
[ng/ml]

Accuracy
[%]

CV
[%]

Recovery 
[%]

200
ng/ml

800
ng/ml

200
ng/ml

800
ng/ml

Alprazolam 100–1500 y = 0.0023x – 0.0624 0.996 30 100 5.2 4.3 11 2.1 78.1

Clonazepam 100–1500 y = 0.0010x – 0.0080 0.996 15 50 2 4.9 7.5 5.5 83.6

Diazepam 100–1500 y = 0.0023x – 0.0111 0.997 8 26 4.7 1.5 8.9 8.5 72.2

Estazolam 100–1500 y = 0.0167x – 0.1507 0.999 9 31 9.1 6 4.5 3.9 84.9

Lorazepam 100–1500 y = 0.0037x – 0.0290 0.997 10 32 10.7 4 9.1 8.8 83.1

Nitrazepam 100–1500 y = 0.0031x – 0.0915 0.999 30 100 7.7 5.9 4.3 3.7 85.6

Nordiazepam 100–1500 y = 0.0013x – 0,0102 0.992 14 45 11 6.7 7.2 3.8 77.1

Oksazepam 100–1500 y = 0.0020x – 0.0177 0.994 12 41 6.9 2.9 9.7 9.2 87.3

Temazepam 100–1500 y = 0.0013x – 0.0136 0.993 16 53 6.3 4.6 9.6 9.1 86.9



Val i da tion pa ram e ters are sum ma rized in Ta ble II.
The lower val ues of ranges of lin ear ity (LOL) rep re -
sent the low est con cen tra tion of cal i bra tor. In cases
where LOL and LOD are dif fer ent, the lin ear ity of the
method is main tained be tween these val ues.

4. Re sults

Benzodiazepines con cen tra tions ob tained by EMIT
ranged from tens to more than 5000 ng/ml in the an a -
lyzed se rum sam ples. The ap plied ref er ence HPLC-
DAD method con firmed the pres ence of benzo dia -
zepines in all sam ples – par ent drugs and their me tab o -
lites. Iden ti fi ca tion was con sis tent with med i cal his -
tory. Di az e pam, estazolam, and nordiazepam (ac count -
ing to gether for more than 60% of all re sults) were
mostly de ter mined in the tested ma te rial. Sub se quently,
the pres ence of oxazepam, alprazolam, clonazepam,
lorazepam and temazepam was as cer tained (Fig ure 3).

Com par i son of the EMIT and HPLC meth ods for
all ob tained re sults (all de riv a tives of benzodiazepines)
in di cated lack of cor re la tion (R2 = –0.0628). The re -
sults ob tained by the EMIT method were higher for
some de riv a tives (di az e pam, alprazolam, temazepam), 
com pa ra ble for oth ers (nordiazepam) and lower for
oth ers still (estazolam, clonazepam, lorazepam), in
com par i son to HPLC. Next, the re sults of de ter mi na -
tions of in di vid ual de riv a tives were an a lyzed. R2 co ef -
fi cients for the most fre quently de ter mined benzo dia-
 zepines were high and amounted to 0.7345 (estazolam),
0.6173 (nordiazepam), 0.8504 (alprazolam) and 0.986
(di az e pam) (Fig ure 4). For the re main ing de riv a tives,
the num ber of ob ser va tions was small, and the cor re la -
tion co ef fi cients did not ex ceed a value of 0.3.

5. Dis cus sion of re sults

To date, mon i tor ing of benzodiazepines con cen tra -
tions in se rum dur ing treat ment is not per formed rou -
tinely. They are safe, but pose the risk of ad dic tion,
and very of ten – more of ten than other drugs – are the
cause of poi son ings. The prob lem of benzo diaz epine
abuse, acute poi son ings, poi son ings in the course of
de pend ence and treat ment of with drawal symp toms
caused by benzodiazepines has been dis cussed in many
pa pers [3, 7, 9, 11, 21]. For cor rect di ag no sis in such
cases, per for mance of tox i co log i cal de ter mi na tions is
use ful, es pe cially with mixed poi son ings, when benzo -
diazepines are con sumed with other psy cho ac tive sub -
stances.

Among the meth ods used for the de ter mi na tion of
benzodiazepines in poi soned pa tients are im mu no log i -
cal meth ods (com monly used) and chro mato graphic
ones (con sid ered as ref er ence meth ods) [2, 4, 5, 8, 10,
12, 14, 15, 16, 17, 19, 20]. Chro mato graphic meth ods
are char ac ter ized by high spec i fic ity and sen si tiv ity,
but are too la bour-con sum ing and time-con sum ing,
which dis qual i fies them from rapid tox i co log i cal di ag -
nos tics. It is rec om mended to use them as con fir ma tory 
meth ods. Im mu no log i cal meth ods are less spe cific and 
sen si tive, but rapid and fully au to mated. Dif fer ent kinds
of im mu no chemi cal meth ods used for de ter mi na tion
of benzodiazepines (FPIA, RIA, EIA, EMIT) are pre -
sented in the lit er a ture as likely to give false neg a tive
re sults. Dis crep an cies were re lated to those sit u a tions
where the mea sured value was close to the cut-off
value, or where the an a lyzed sub stance was benzo -
diaz epine de riv a tives for which the sen si tiv ity of the
method was re duced [2, 8, 17, 20].

An im por tant point is that for the in stru men tal im -
mu no log i cal method, the cut-off point can be changed
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Fig. 3. Benzodiazepines iden ti fied in se rum of poi soned pa -
tients treated in Tox i col ogy Clinic CM UJ in Kraków.

Fig. 4. A com par i son of the se rum benzodiazepines de riv a -
tives re sults (alprazolam, di az e pam, estazolam and nordia -
zepam) by EMIT and HPLC meth ods.



de pend ing on the re quire ments of the user. Low er ing
the cut-off value al lows re duc tion of the risk of ob tain -
ing false-neg a tive re sults. A cut-off value of 70 ng/ml
was ac cepted for the de ter mi na tion of benzodiazepines 
in se rum by the EMIT method (ap pa ra tus Viva, Siemens)
used in the Lab o ra tory of An a lyt i cal Tox i col ogy and
Ther a peu tic Drug Mon i tor ing, Jagiellonian Uni ver -
sity. 100% con for mity of re sults by the meth ods was
ob tained in the de scribed study with such a cut-off
value. Each pos i tive re sult ob tained by the EMIT method
was con firmed by the HPLC-DAD method. How ever,
the re sult of low er ing the cut-off value is an in crease in 
the prob a bil ity of ob tain ing a false pos i tive re sult.
There fore, in clin i cal prac tice, the re sult of the de ter -
mi na tion is al ways in ter preted in the con text of the
med i cal his tory, con cern ing the cir cum stances of the
poi son ing and the ob served clin i cal symp toms. If the
re sult of de ter mi na tion ob tained in the Tox i co log i cal
Lab o ra tory is in con sis tent with the pic ture of poi son -
ing, con fir ma tory anal y sis should be per formed with
the use of, e.g., the HPLC-DAD method.

How ever, in ter pre ta tion prob lems of the an a lyzed
re sults are more com plex. Benzodiazepines are a large
group of med i cines that vary in phar ma co log i cal and
pharmacokinetic pa ram e ters [1, 7, 21]. Due to dif fer -
ences in the ther a peu tic and toxic con cen tra tion ranges 
of in di vid ual benzodiazepines (Ta ble III), cor rect in -
ter pre ta tion of the re sult of de ter mi na tion can not be
done with out know ing the type of drug. The in ter pre ta -
tion is also ham pered by dif fer ences in the sen si tiv ity
of the method for re spec tive drugs (Ta ble IV). Dif fer -
ences in sen si tiv ity are also il lus trated in Fig ure 4.
Equa tions pre sented in the chart can be used to cal cu -

late the con cen tra tion of the spe cific benzo diaz epine
on the ba sis of the re sult ob tained by the EMIT method.
If the com pound is not iden ti fied, it can not be con -
cluded whether the de ter mined con cen tra tion of drug
is within the ther a peu tic or toxic range. De spite this,
the EMIT method along with other im mu no log i cal
meth ods is a rec om mended and use ful method for
rapid di ag nos tics of poi soned pa tients. Nev er the less,
one should re mem ber that im mu no log i cal meth ods are 
de signed to de tect groups of com pounds rather than in -
di vid ual sub stances. A num ber of as pects, pri mar ily
the data ob tained in med i cal his tory should be con sid -
ered dur ing in ter pre ta tion of the re sults: what benzo -
diaz epine de riv a tive has been taken, in what amount,
time elapsed since use, how long the drug has been
taken by the pa tient, what the dos age scheme was,
whether the pa tient is ad dicted, whether he took other
psy cho ac tive sub stances, and what these sub stances
were. Con fir ma tory test ing should be per formed in sit -
u a tions where the pa tient’s state is se ri ous, it is not
pos si ble to ob tain a re li able med i cal his tory, there are
dis crep an cies be tween the state of the pa tient and the
test re sult, or if the pa tient or the fam ily put for ward
a claim and chal lenge the re sults of de ter mi na tions.
Only the ref er ence method (e.g. HPLC-DAD) al lows
us to re solve un clear is sues that arise from lim i ta tions
of rou tinely used im mu no log i cal meth ods.
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TA BLE III. CHARACTERISTICS OF BENZODIAZEPINES

Benzo diaz epine Ther a peu tic
dose
[mg]

Ther a peu tic se rum
con cen tra tion
[ng/ml]

Toxic se rum
con cen tra tion
[ng/ml]

Pro tein
bind ing
[%]

Time of begining 
of act ing
[h]

T1/2

[h]

Alprazolam 1–3 20–60 100–400 70 1–2 6–20

Di az e pam 5–30 125–750 1500–5000 99 <1 20–50

Estazolam 2–6 55–100 >1200 90 1–2 »18

Clonazepam 2–8 30–120 100–400 85 1–2 18–45

Clorazepate 8–25 100–2600 >5000 97 <1 »40

Lorazepam 2–10 20–250 300–600 90 1–2 9–20 

Midazolam 3–15 80–250 300–600 95 <1 »2

Nitrazepam 5–10 35–170 600–1800 85 1–2 15–35

Oxazepam 1–60 1000–2000 300–500 95 2–3 5–18

Temazepam 7–30 300–900 >1000 85 2–3 10–25



TA BLE IV. BENZODIAZEPINES CONCENTRATIONS

THAT GIVE A RESULT OF 200 ng/ml BY

EMIT (VIVA-E, SIEMENS) (THE METHOD IS

CALIBRATED ON LORMETAZEPAM)

Benzo diaz epine Con cen tra tion [ng/ml]

Alprazolam 65

Bromazepam 630

Chlordiazepoxide 3300

Di az e pam 44

Estazolam 55

Flunitrazepam 140

Clonazepam 260

Lorazepam 600

Midazolam 130

n-desmethyldiazepam 110

Nitrazepam 140

Oxazepam 250

Prazepam 90

Temazepam 140

6. Con clu sions

1. The EMIT met hod is useful for de term ina tion of
ben zod iaze pin es in se rum in dia gnos tics of po ison -
ed pa tients.

2. The pro pos ed cut-off va lue for the de term ina tion
of ben zod iaze pin es in se rum is 70 ng/ml.

3. When in terp reti ng the re sults of de term ina tio ns by
the EMIT met hod, the spe cif ici ty of the met hod in
re lat ion to a par tic ular ben zod iaze pine should be
ta ken into acc ount and the re sult should be re lat ed
to appro priate the rap eutic and toxic ran ges.

4. Con firm ato ry de term ina tion by the re fer ence met -
hod is ne cess ary if: 
– there is no cor re la tion be tween med i cal his tory

and an a lyt i cal re sult (es pe cially in pe di at ric pa -
tients and the el derly);

– it is not pos si ble to ob tain a re li able med i cal his -
tory;

– mixed poi son ings (with other me dic i nal drugs,
eth a nol, nar cotic drugs);

– the cred i bil ity of the re sult is chal lenged by the
pa tient (the pa tient’s fam ily), the case in volves
a claim and may have le gal con se quences.
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1. Ws têp

Ben zod iaze piny to sze roko sto sow ana gru pa lek ów
(obejm uj¹ca kil kad ziesi¹t ró¿ nych po chodn ych), któr¹
ce chuje wy soki ws kaŸ nik te rap euty czny oraz ma³a tok sycz -
noœæ, a co za tym idzie, bezpieczeñstwo sto sow ania. W la -
tach sze œæd zie si¹tych ubieg³ego stu lec ia ben zod iaze piny
z po wod zeni em zast¹pi³y bar dziej tok syczne bar bit ura ny, 
wo dzian chlo ralu, glu tet imid i me prob amat. Sto suje siê je 
w le czen iu lêku, be zsen noœci, fo bii, re akc ji pa niczn ych,
ma nii, prze wlek³ych ze spo³ów bó lowych, dys ton ii wywo -
³anych przez neu rol epty ki, z³oœl iwe go ze spo³u neu rol ep -
ty cznego oraz spa sty czno œci miê œni. Po nadto s¹ sto sow a -
ne wspo mag aj¹co w le czen iu za truæ am fet amin¹ i ko -
kai n¹ oraz ze spo³ów od staw ienny ch (al koh olo wych i wy -
wo³anych przez od staw ienie le ków na senno-uspok a ja -
j¹cych). Po wszechne jest ró wnie¿ do raŸne sto sow anie
ben zod iaze pin w na pad ach drga wek oraz ce lem se dac ji
przed in tub acj¹ [3, 7, 18]. 

Po szczegó lne ben zod iaze piny ró¿ ni¹ siê miê dzy sob¹
dzia³aniem, daw kami, za kres ami st ê¿eñ te rap euty cznych
oraz pa ram etr ami far mak oki net ycz nymi. Wszyst kie ben -
zod iaze piny w pew nym stop niu wy kaz uj¹ dzia³anie  prze -
ciwlêkowe, na senne, uspok ajaj¹ce, zwiot czaj¹ce miêœ -
nie i prze ciwdrgawk owe. Wy mien ione efekty s¹ ró ¿nie
na sil one dla po szc zeg ólnych ben zod iaze pin. Przyk³ad o -
wo al praz olam wy kaz uje sil ne dzia³anie prz eciwlêkowe,
te maz epam – na senne, a klo naz epam – d³ugot rwa³e prze -
ciwdrgawk owe. Ró¿n ice w pa ram etr ach  farmakokine -
tycznych ben zod iaze pin do tycz¹ np. cza su, po ja kim lek
za czyna dzia³aæ oraz d³ug oœci jego dzia³ania, co wy nika
nie tyl ko z ró¿ nych bio log iczny ch okr esów pó³trwa nia,
ale te¿ rozp uszczalnoœci w t³uszczach i obecnoœci ak -
tywn ych me tabo litów, kt óre cz êsto me tab oli zuj¹ wol niej
ni¿ lek nie zmien iony. Ben zod iaze piny bar dziej li pof ilne
szyb ciej po kon uj¹ ba rie rê krew-mózg i wywo³uj¹  de -
presyjny wp³yw na OUN, a z drugiej strony s¹  szyb -
ciej re dys trybu owa ne z OUN, co ogranicza czas ich dzia -
³ania [3, 7].

Ob jawy kli niczne za truc ia ben zod iaze pin ami  obej -
mu j¹ ró¿ne go stop nia za bur zenia œw iad omoœ ci do œpi¹cz -
ki (o ró ¿nej g³êb oko œci) w³¹cznie. U osób przy tomn ych
wyst êpuje spo woln ienie i nie zbor noœæ ruc hów, za wroty
g³owy, dy zart ria, za bur zenia pa miê ci œw ie¿ ej i ni epa miêæ 
wstecz na, jak równie¿ upoœle dzenie proces ów  poznaw -
czych. W ba dan iu fi zyk alnym mo¿e byæ obecna  hipo -
tonia i nie znaczna bra dyk ardia; wil got noœæ skó ry jest
nor malna, ga³ki oczne ustaw ione cen traln ie b¹dŸ w ze zie
ro zbie¿nym, Ÿr enice re akt ywne, pr zew a¿nie œr edn iej wiel -
ko œci, mo ¿li wy oczopl¹s. Napiê cie miêœn iowe w koñcz y -

nach jest sy met rycznie ob ni¿ one, pe rys talty ka mo¿e byæ
le niwa, ale za zwyc zaj jest s³yszalna. Rzad ko opis ywa ne
s¹ za bur zenia ze stro ny prze wodu po karm owe go (nu d -
noœ ci, wy mioty, bie gunka) i nie s¹ one cha rakt ery sty czne
dla tego ro dzaju za truæ. Wp³yw na uk³ad kr¹¿e nia i uk³ad
od dec howy jest nie wielki, mo¿e wyst¹piæ nie dociœ nienie
i nie wielka bra dyk ardia (bez kon sek wencji he mod yna -
mic znych) oraz za bur zenia wen tyl acji, któ re jed nak nie
s¹ zwi¹zane z ha mow ani em na pêdu od dec howe go, ale
 nie dro¿noœci¹ gó rny ch dróg od dec howy ch lub roz wij a -
j¹cym siê zach³ystow ym lub odo skrzel owym za pal eni em
p³uc. Za sadn iczo „czy ste” za truc ia ben zod iaze pin ami rzad -
ko pro wadz¹ do zgo nu. O wie le wiê ksze ry zyko po jaw ia
siê przy za truc iach mie szan ych, gdy ben zod iaze piny ³¹-
 czo ne s¹ z tró jpierœcieniowymi le kami prze ciwd epr esyj -
nymi, in nymi le kami na senno-uspok ajaj¹cymi oraz  eta -
no lem. Na uwagê zas³uguje równ ie¿ fakt prze wlek³ego
sto sow ania (nad u¿y wan ia) ben zod iaze pin. Ob jawy s¹ ana -
lo giczne do wy mien iony ch po wy¿ej, choæ mniej  nasi -
lone. G³ównie obejm uj¹ spo woln ienie psy chor uch owe,
 upo œled zen ie pam iêci i pro cesów po znawc zych.  Pod kreœ la
siê, ¿e efekty te mog¹ byæ nie odw raca lne i nie ust¹piæ po -
mimo od staw ieniu leku [3, 7]. 

W li ter atu rze lat sie demd ziesi¹tych i osiemd ziesi¹ -
tych ubieg³ego wie ku po jawi³y siê opisy pa rad oksa lnego
po bud zenia i agres ji, ja kie wy stêpowa³y, g³ów nie u osób
star szych, po poda niu ben zod iaze pin. Obecn ie przyj muje 
siê, ¿e te nie typ owe re akc je na le¿y wi¹zaæ z wc zeœ niej ju¿ 
ist niej¹cymi, a nie rozp ozn anymi za bur zeni ami  psycho pa -
tologicznymi, w tym wr ogo œci i za cho wañ agres ywny ch.
Nie bez zna czen ia jest rów nie¿ wiek cho rego (osoby star -
sze) oraz ist niej¹ce ju¿ wcz eœniej u za trut ych scho rzen ia
uk³adu kr¹¿enia i uk³adu od dec howe go (np. prze wlek³a
ob tur acy jna cho roba p³uc), któ re czy ni¹ ro kow anie po -
wa¿ nym [3]. Po mimo tego, ¿e leki z gru py ben zod iaze pin 
sprze daw ane s¹ wy³¹cznie na receptê, czêsto s¹ nadu¿y -
wane (równie¿ w ce lach nie med yczny ch) i sta nowi¹  przy-
 czynê ostrych zatruæ czêœciej ni¿ inne leki. W Kli nice
Tok syk olo gii CM UJ po twierd zono w 2008 roku po nad
300 pr zypadków za truæ po chodn ymi ben zod iaze pin (ry -
cina 1). 

Dia gnos tyka tok syk olo gic zna pac jen tów za trut ych ben-
 zodiazepinami obejm uje oznac zenie jakoœ ciowe lub pó³-
 iloœc iowe leków w mo czu i (lub) su row icy. W tym celu
sto sow ane s¹ me tody im mun olo gic zne oraz  chromato -
gra ficzne [2, 5, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20]. Ta bela I 
przed staw ia ich krótk¹ chara kter ystykê [6]. Kli niczne la -
bor ato ria tok syk olo gic zne ko rzys taj¹ zwy kle z szyb kich
i ³atwych do au tom aty zac ji me tod im mun och emic znych.
Ce chuj¹ siê one czu³oœci¹ i sp ecyficznoœci¹ wy starc za -
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j¹c¹ do ce lów dia gnos tyki kli niczn ej, jed nak nie um o¿ l i -
wiaj¹ ident yfi kac ji leku, cze go kon sek wencj¹ jest  utrud -
niona in terp reta cja wy niku.

2. Cel pra cy

Ce lem pra cy by³o por ównanie wyn ików ozn aczeñ
ben zod iaze pin w su row icy uzys kany ch me tod¹ EMIT
oraz me tod¹ re fer ency jn¹ HPLC-DAD. Do kon ano oceny
przy datnoœci me tody EMIT do oz nac zeñ ben zod iaze pin
w su row icy pa cje ntów za trut ych oraz po djêto pr óbê usta -
l enia za sad in terp reta cji wy ników dla po trzeb tok syk olo -
gic znej diagnostyki medycznej. 

3. Ma ter ia³ i me tody

3.1. Uwagi wstê pne

Ma ter ia³ do ba dañ sta nowi³y pró by krwi 63 pac jen tów 
za trut ych ben zod iaze pin ami, a le czon ych w Kli nice Tok -
syk olo gii CM UJ w Kra kow ie w 2008 roku. Oznac zenia
leków dla po trzeb dia gnos tyki tok syk olo gic znej wy kon a -
no w Pra cowni Tok syk olo gii Anal ity cznej i Terapii Mo -
ni t oro wan ej CM UJ. 

Do bad añ za stos owa no me todê EMIT (anal iza tor Viva-e,
od czynniki Se rum Ben zod iaze pin es fir my Sie mens) sto -
sow an¹ do ru tyn owy ch, ca³odo bow ych ozn acz eñ.  Ozna -
czenia po twierd zaj¹ce wy kon ano me tod¹ HPLC-DAD
(La Chrom Merck-Hi tac hi, Pump L-7100, Dio de Ar ray
De tector L-7455). An alizê chro mat ogr afic zn¹  prowa dzo -
no dwu etap owo. W pierw szym etap ie ident yfi kow ano
lek, w dru gim do kon ano anal izy iloœ cio wej ben zod iaze pin.

3.2. Pro ced ura eks trakc ji prób su row icy przed
oznac zeni em me tod¹ HPLC

Do 500 µl su row icy do daw ano 200 µl bu foru fos for o -
we go pH = 7,4, po czym mie szano przez 10 s na wor teks ie
i do daw ano 1,2 ml eteru diety low ego cz.d.a (POCh). Pró -
by mie szano na wor teks ie 60 s i wi row ano 5 min przy
15000 rpm. Fazê or gan iczn¹ prze nos zono do prob ówek
Eppen dorfa i od par owy wano w tem per atu rze 40oC w stru-
mie niu spr ê¿onego po wiet rza. Po zos ta³oœæ po od par owa -
niu roz puszc zano w 200 µl fazy ru chom ej.

3.3. Me toda HPLC-DAD ident yfi kac ji ben zod iaze pin

Za stos owa no ko lumnê Su pelc osil LC-8 (Su pelco).
Roz dzia³ pro wad zono w wa runk ach izok raty cznych przy
przep³ywie 1,2 ml/min. Faz¹ ru chom¹ by³a mie szan ina
me tan ol-acet oni tryl-bu for amon owo-fos for ano wy (pH = 6)
(31:13:56). Obj êto œæ na strzyku wy nosi³a 100 µl. Po miaru 
do kon ano przy d³ug oœci fali 230 nm. W cza sie 53 min

uzys kano roz dzia³ naj czêœciej sto sow any ch ben zod iaze -
pin (ry cina 2).

3.4. Me toda HPLC-DAD anal izy ilo œci owej 
ben zod iaze pin

Za stos owa no ko lumnê Li chroc art 125-4 Se lect B
(Merck). Roz dzia³ pro wad zono w wa runk ach gra dient o -
wy ch przy przep³ywie 1 ml/min. Sk³ad niki fazy  rucho -
mej: A – woda de jon izo wana z do datk iem st ê¿on ego
kwa su fos for owe go (Sig ma) w ilo œci 100 µl/1000 ml
wody; B – acet oni tryl (HPLC Gra dient Gra de, Sig ma).
Sk³ad fazy ru chom ej w cza sie anal izy zmie nia³ siê nast -
êpuj¹co: wa runki pocz¹tkowe – 80% A i 20% B; w ci¹gu
5 min do prow adz ano do 60% A i 40% B i utrzym ywa no
taki stan przez 5 min, a nastêpnie w ci¹gu 3 min zmie -
niano do 30% A i 70% B; w ci¹gu 1 min do prow adz ano
do 80% A i 20% B i utrzym ywa no taki stan przez 5 min.
Po miaru do kon ano przy d³ug oœci fali 230 nm. Ob jêt oœæ
na strzyku wy nosi³a100 µl. Za stos owa no pra zep am (LGC
Stan dards) jako wzo rzec wew nêtrzny. Czas anal izy wy -
nosi³ 25 min.

3.5. Pa ram etry wa lid acy jne me tody HPLC-DAD

Ch ara kterystykê me tody ident yfi kac ji ben zod iaze pin
prze prow adz ono w oparc iu o selek tywnoœæ (uzys kano
opty malny roz dzia³ naj czêœciej sto sow any ch lek ów – ry -
cina 2), sp ecy ficznoœæ (do ba dan ia wp³ywu ma trycy wy -
kor zyst ano su row icê woln¹ od ba dan ych an ali tów) oraz
gra nice de tekc ji, kt óre nie ró ¿ni³y siê od wa rtoœ ci  wyzna -
czonych dla anal izy iloœ cio wej ben zod iaze pin (ta bela II).

W anal izie iloœ cio wej wy znac zono dla po szcz egó l -
nych le ków za kresy li niow oœci, gra nice de tekc ji, gra nice
ozn acz alnoœci, dok³adn oœæ, pre cyz jê i od zysk. Za stos o -
wa no me todê oznac zania stê¿eñ w oparc iu o wy znac zone
sto sunki po wierzchni pi ków ba dan ych le ków do piku
wzor ca wewn êtrznego. Gra nice de tekc ji i oz nacz alnoœci
wy znac zono od pow iednio jako trzy krotn¹ oraz  dziesiê -
cio krotn¹ wart oœæ sto sunku sy gna³u szu mu do sy gna³u
wzor ca wewn êtrznego (mie rzone jako po wierzchn ia pi -
ków) dla anal izy œlep ej próby su row icy, wy kor zyst uj¹c
krzy we ka lib racy jne. Dok³ad noœæ i pr ecy zjê me tody wy -
znac zono w oparc iu o anali zê 5-elem ento wych se rii prób
su row icy wzbo gac ony ch badanymi lekami na poziomach 
200 i 800 ng/ml. Dok³adnoœæ obliczono ze wzoru 1: 

Dok³adnoœæ =
-

×
c c

c
t

t

0 100% , {1}

gdzie: ct – teo ret yczna war toœæ stê ¿en ia, c0 – wy znac zona
wa rtoœæ st ê¿en ia. Za mi arê pre cyz ji prz yjê to wspó³czyn -
nik zmie nnoœci (CV) dla uzys kany ch se rii wy ników ob -
lic zony ze wzo ru 2: 
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CV
SD

cœr

= ×100% , {2}

gdzie: SD – od chyl enie stan dard owe, cœr – stê¿ enie œred -
nie. Od zysk dla po szczególnych an alitów wy znac zono ze 
wzo ru 3: 

Odzysk
c c

c

pr wzb rz

wzb

=
-

×100% , {3}

gdzie: cpr wzb – stê¿enie w próbie wzbo gac onej, crz – st ê¿e -
n ie w prób ie rze czyw ist ej, cwzb – stê ¿enie wzbo gac enia.

Pa ram etry wa lid acy jne ze brano w ta beli II. Dol ne
war toœci zak resów lin iowoœci (LOL) oznac zaj¹ stê¿e nia
najni ¿szego ka lib rato ra. W przy padk ach, gdy LOL i LOD
s¹ ró¿ne, pomi êdzy tymi wart oœci ami za chow ana jest
liniowoœæ metody.

4. Wy niki

W ba dan ych pr óba ch su row icy krwi wy niki st ê¿eñ
ben zod iaze pin uzys kane me tod¹ EMIT mi eœci³y siê w za -
kres ie od ki lkud ziesiêciu do po nad 5000 ng/ml. Za stos o -
wa na me toda re fer ency jna HPLC-DAD po twierd zi³a we
wszyst kich próbach obecno œæ ben zod iaze pin – lek ów
ma cier zyst ych oraz ich me tabo litów. Ident yfi kac ja by³a
zgod na z wy wiad em le kars kim. Na jczê œciej w ba dan ym
ma ter iale oznac zano dia zep am, es taz olam i nor diaz epam
(sta nowi¹ce ra zem po nad 60% wszyst kich wyników).
W dal szej kol ejnoœci stwier dzano obecno œæ oksa zep amu, 
alprazolamu, klonazepamu, lorazepamu i temazepamu
(rycina 3). 

Przy po równaniu me tod EMIT i HPLC dla wszyst -
kich uzys kany ch wyni ków (wszyst kich po chodn ych ben -
zod iaze pin) stwier dzono brak ko rel acji (R2 = –0,0628).
Wy niki uzys kane me tod¹ EMIT w po równaniu z HPLC
by³y dla ni ektórych po chodn ych wy ¿sze (dia zep am, al -
praz olam, te maz epam), dla in nych po równywalne (nor -
diaz epam) lub ni¿ sze (es taz olam, klo naz epam, lo ra ze-
pam). W na stê pnej ko lej noœci prze anal izo wano wy niki
oz nac zeñ po szc zególnych po chodn ych. Wspó³czyn niki
R2 dla najc zêœ ciej oznac zany ch ben zod iaze pin by³y wy -
sok ie i wy nosi³y: 0,7345 (es taz olam), 0,6173 ( nordia -
zepam), 0,8504 (al praz olam), 0,986 (dia zep am) (ryci -
na 4). Dla po zos ta³ych po chodn ych licz ba ob serw acji
by³a nie wielka, a wspó³czyn niki ko rel acji nie  przekra -
cza³y wart oœci 0,3. 

5. Dys kus ja wyn ików

Do dnia dzi siejs zego nie ma wsk azañ do oznac zania
leków z gru py ben zod iaze pin w celu mo nit oro wan ia ich
st ê¿e nia w su row icy w trak cie le czen ia. S¹ one bez -
pieczne, jed nak stwa rzaj¹ ry zyko uz ale ¿nienia i bar dzo

czê sto, czê œciej ni¿ inne leki, s¹ przy czyn¹ zatr uæ. Pro -
blem nad u¿ywania ben zod iaze pin, zat ruæ ostrych, zatruæ
w prze biegu uzal e¿ni enia oraz le czen ia ob jawów  odsta -
wiennych spo wod owa nych ben zod iaze pin ami po rus zany 
jest w wie lu pra cach [3, 7, 9, 11, 21]. Dla pra wid³owej
dia gnozy przy datne jest wówc zas wy kon anie oz nac zeñ
tok syk olo gic znych, szc zeg óln ie przy za truc iach mie sza -
n ych, gdy benzodiazepiny s¹ spo¿ywane z innymi sub -
stanc jami psychoaktywnymi. 

Wœr ód me tod sto sow any ch do ozn acz eñ ben zod iaze -
pin u pac jen tów za trut ych wy ró¿n ia siê me tody im mun o -
lo gic zne (na jcz êœc iej sto sow ane) oraz chro mat ogr afic zne 
(uznane za re fer ency jne) [2, 4, 5, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17,
19, 20]. Me tody chro mat ogr afic zne ce chuje du¿a  specy -
ficznoœæ i czu³oœæ, lecz s¹ zbyt pra coch³onne i cza so -
ch³onne, co dys kwal ifi kuje je przy wy kor zyst aniu do
szyb kiej dia gnos tyki tok syk olo gic znej. Za leca siê sto -
sow anie ich jako me tod po twierd zaj¹cych. Me tody im -
mun olo gic zne s¹ mniej spe cyf iczne i czu³e, lecz s¹ szyb -
kie i w pe³ni zauto mat yzo wane. W li ter atu rze przed miotu
ró¿ne ro dzaje me tod im mun och emic znych sto sow any ch
do ozn acz eñ ben zod iaze pin (FPIA, RIA, EIA, EMIT)
przed staw ione zo sta³y jako mog¹ce da waæ wy niki fa³szy -
wie ujemne. Rozbi e¿noœci do tyc zy³y tych sy tua cji, gdy
mie rzona war toœæ mie œci³a siê w pob li¿u war toœci odci ê -
cia (cut-off) lub gdy  oznaczano pochodne benzodiazepin, 
w stosunku do których czu³oœæ metody by³a obni¿ona [2,
8, 17, 20]. 

Wa¿n¹ in form acj¹ jest, ¿e punkt odciêcia przy sto -
sow aniu in strum enta lnej me tody im mun olo gic znej mo¿e
byæ zmie niony w zale ¿noœ ci od po trzeby u¿ ytkow nika.
Ob ni¿en ie wa rtoœci punk tu odci êcia po zwala na ogran i -
cz enie ry zyka uzys kania wyni ków fa³szy wie ujemn ych.
Dla me tody EMIT (apar at Viva-e, Sie mens) sto sow anej
w Pra cowni Tok syk olo gii Anal ity cznej i Te rap ii  Moni -
torowanej CM UJ pr zyj êto dla oz nac zeñ st ê¿eñ ben zod ia -
ze pin w su row icy wa rto œæ od ciê cia wy nosz¹c¹ 70 ng/ml.
Przy ta kiej wa rtoœci od ciêcia w opis any ch ba dan iach
uzys kano 100% zgod noœæ me tod. Ka ¿dy wy nik po zyt yw -
ny uzys kany me tod¹ EMIT zo sta³ po twierd zony me tod¹
HPLC-DAD. Skut kiem obni ¿enia wart oœci odci êcia jest
jed nak wzrost prawdopodobieñstwa uzys kania wy niku
fa³szy wie do datn iego. Dla tego w prak tyce kli niczn ej wy -
nik oznac zenia zaw sze jest in terp reto wany w ko ntek œcie
wy wiadu do tycz¹cego ok olicznoœci za truc ia oraz ob ser -
w owa nych ob jawów kli niczn ych. Je¿ eli wy nik  ozna cze -
nia uzys kany w Pra cowni Tok syk olo gic znej jest nie -
zgod ny z obrazem zatrucia, nale¿y wykonaæ analizê po -
twierd zaj¹c¹ z zastosowaniem np. metody HPLC-DAD.

Jed nak pro blemy in terp reta cyj ne wy ników oz nacz eñ
s¹ bar dziej z³o¿o ne. Leki z gru py ben zod iaze pin sta nowi¹ 
liczn¹ grupê specyfików ró¿ni¹cych siê pa ram etr ami far -
mak olo gic znymi oraz far mak oki net ycz nymi [1, 7, 21].
Ze wzg lêdu na ró¿ nice w za kres ach st ê¿eñ te rap euty cz -
nych i tok syczn ych pos zczeg ólnych ben zod iaze pin (ta -
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bela III) nie mo ¿na do kon aæ pra wid³owej in terp reta cji
wy niku oznac zenia, nie znaj¹c ro dzaju leku. In terp retacjê 
utrudn iaj¹ równie¿ ró¿nice w czu³oœci me tody w sto -
sunku do pos zcze gólnych lek ów (ta bela IV). Ró ¿ni ce
w czu³oœci ilus truje te¿ wy kres na ry cin ie 4.  Przedsta -
wione na wy kres ie ró wnan ia mog¹ byæ wy kor zyst ane do
ob lic zenia st ê¿e nia da nej ben zod iaze piny na pod staw ie
wy niku uzys kane go me tod¹ EMIT. Bez ident yfi kac ji
zwi¹z ku nie mo¿na wypow ied zieæ siê, czy oznac zone
stê¿e nie leku mieœci siê w za kres ie te rap euty cznym czy
tok syczn ym. Po mimo tego me toda EMIT obok in nych
me tod im mun olo gic znych jest po lec an¹, przy datn¹ me -
tod¹ szyb kiej dia gnos tyki za trut ych pa cjen tów. Trze ba
je dyn ie pa miê taæ, ¿e me tody im mun olo gic zne s¹ prze -
znac zone do wy kryw ania gru py zwi¹zków, a nie  po -
szcze gólnych sub stanc ji. Przy in terp reta cji wy niku na -
le¿y uw zgl êdniæ sze reg asp ektów, przede wszyst kim dane
uzys kane w wy wiad zie le kars kim: jaka po chodna ben -
zod iaze piny zo sta³a sp o¿yta, w ja kiej il oœci, jaki min¹³
czas od za ¿ycia leku, jak d³ugo lek by³ za ¿ywany przez
pa cjenta, jaki by³ sche mat daw kow ania, czy pa cjent jest
uz ale¿niony, czy za¿y³ inne sub stanc je psy choa kty wne
i ja kie to by³y sub stanc je. W sy tua cjach, gdy stan pa -
cjenta jest bar dzo ciê ¿ki, nie ma mo¿ liwoœci uzys kania
wia ryg odne go wy wiadu, ist niej¹ roz bie¿noœci miê dzy
sta nem pa cjenta a wy nik iem ba dan ia lub gdy pa cjent lub
ro dzina wy suw aj¹ rosz czen ia i kwe stion uj¹ wy niki oz na -
c zeñ, na le¿y wy kon aæ ba dan ia po twierd zaj¹ce. Je dyn ie
za stos owa nie me tody re fer ency jnej (np. HPLC-DAD) po -
zwa la roz strzygn¹æ nie jas ne kwe stie, któ re wy nik aj¹
z ograniczeñ ru tyn owo sto sow any ch me tod im mun olo -
gic znych.

6. Wnio ski

1. Me toda EMIT jest przy datna do ozna czeñ ben zo d ia -
ze pin w su row icy w dia gnos tyce zat ruæ pac jent ów.

2. Pro pon owa na war toœæ odc iêc ia dla ozn acz eñ  benzo -
diazepin w su row icy wy nosi 70 ng/ml.

3. Przy in terp reta cji wy ników oz nacz eñ me tod¹ EMIT
na le¿y uw zglêdniæ sp ecyficznoœæ me tody w sto sunku 
do da nej ben zod iaze piny oraz odn osiæ wy nik do od -
pow iedni ch za kre sów te rap euty cznych i tok syczn ych.

4. Wy kon anie oznac zenia po twierd zaj¹cego me tod¹ re -
fer ency jn¹ ko nieczne jest, gdy:

– nie ma korelacji miêdzy wywiadem i wynikiem
oznaczenia (szczególnie u pacjentów pediatrycz -
nych i osób starszych);

– nie ma mo¿liwoœci uzyskania wiarygodnego wy -
wiadu;

– mamy do czynienia z zatruciem mieszanym (z in -
ny mi lekami, etanolem, narkotykami);

– wiarygodnoœæ wyniku jest kwestionowana przez
pacjenta (rodzinê pacjenta), sprawa jest rosz cze -
niowa i mo¿e mieæ konsekwencje prawno-s¹dowe.
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