© by the Institute " 1 e,
of Forensic Research  *

Problems of Forensic Sciences 2010, vol. LXXXII, 161172 ISSN 1230-7483

APPLICATION OF THE EMIT AND HPLC-DAD METHODS
TO DETERMINATION OF THE CONCENTRATION
OF BENZODIAZEPINES IN THE SERUM OF POISONED PATIENTS

Ewa GOMOLKA'"?, Jolanta WILIMOWSKA', Adrianna SULKA', Tomasz GAWLIKOWSKI?,
Agnieszka MORAWSKA'

" Department of Analytical Toxicology and Therapeutic Drug Monitoring, Collegium Medicum, Jagiellonian
University, Krakow

? Toxicology Clinic, Faculty of Toxicology and Environmental Diseases, Collegium Medicum, Jagiellonian
University, Krakow

T oxicological Laboratory, Department of Laboratory Diagnostics, L. Rydygier’s Hospital, Krakow

Abstract

About 300 cases of benzodiazepine intoxications per year are diagnosed in the Toxicology Clinic, Collegium Medicum,
Jagiellonian University in Krakéw. Therefore, there is a need for rapid and reliable methods that allow determination of the
concentrations of these drugs in body fluids. The aim of this study was to estimate the usefulness of the enzyme multiplied
immunoassay technique (EMIT) for determination of benzodiazepines in serum. Blood was collected from patients poisoned
with benzodiazepines diagnosed in the Laboratory of Analytical Toxicology and Drug Monitoring UJ CM. EMIT (Viva-E,
Siemens) and high pressure liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD) (LaChrom, Merck-Hitachi) were
used. The results of benzodiazepines concentrations in serum obtained by the EMIT method in the group of patients ranged
from a few to over 5000 ng/ml. The presence of benzodiazepines (parent drugs and their metabolites) was confirmed in all sam-
ples by the HPLC-DAD method. Diazepam, estazolam, and nordiazepam (accounting together for more than 60% of the
results) and oxazepam, alprazolam, clonazepam, lorazepam, and temazepam were detected most often. The specificity of the
analytical method regarding the measured substance and its therapeutic and toxic serum ranges must be considered in interpre-
tation of results obtained by the EMIT method. Confirmation analysis by a reference method should be considered in question-
able cases.
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1. Introduction barbiturates, chloral hydrate, glutethimide and mepro-

bamat. They are used to treat anxiety, insomnia, pho-

Benzodiazepines are a widely used group of drugs
(including dozens of different derivatives), which have
a high therapeutic index and low toxicity, and conse-
quently, are considered safe. In the nineteen sixties,
benzodiazepines successfully replaced the more toxic

bias, panic reactions, mania, chronic pain syndromes,
dystonia induced by neuroleptics, neuroleptic malig-
nant syndrome, and muscle spasticity. They are also
used as an auxiliary in the treatment of amphetamine
and cocaine poisonings, and withdrawal syndromes
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(induced by alcohol and sedative-hypnotic drugs). Ad
hoc use of benzodiazepines is also widespread for sei-
zures and sedation prior to intubation [3, 7, 18].

The various benzodiazepines differ in action, doses,
the therapeutic concentration ranges and pharmaco-
kinetic parameters. All benzodiazepines, to a certain
extent, show an anxiety relieving, hypnotic, sedative,
muscle relaxant and anticonvulsant action. These ef-
fects are differently intensified for particular benzo-
diazepines. For example, alprazolam has strong anxio-
lytic action, temazepam — hypnotic, and clonazepam —
long-term anticonvulsant. Differences in the pharma-
cokinetic parameters of benzodiazepines concern, for
example, the delay in onset of action, and length of ac-
tion, which results not only from different biological
half-lives, but also the solubility in fat and the pres-
ence of active metabolites, which are often metabo-
lized more slowly than the unchanged drug. More
lipophilic benzodiazepines quickly cross the blood-
brain barrier and cause a depressive effect on the CNS,
but on the other hand, are rapidly redistributed from
the CNS, which reduces the time of their action [3, 7].

Clinical signs of poisoning with benzodiazepines
include various degrees of disturbance of conscious-
ness, up to coma (of varying intensity). Slowing of
movements and astigmatism, dizziness, dysarthria, im-
pairment of recent memory, and retrograde amnesia, as
well as cognitive impairment appear in conscious pa-
tients. Hypotonia and slight bradycardia can be present
in a physical examination; moisture of the skin is nor-
mal, eyeballs positioned centrally or strabismic, reac-
tive pupils, mostly of medium size, possible nystagmus.
Muscle tension in the limbs is symmetrically reduced,
peristalsis may be sluggish, but is usually audible.
Gastrointestinal disorders are rarely reported (nausea,
vomiting, diarrhea), and are not characteristic of this
type of poisoning. The influence on the cardiovascular
and respiratory systems is slight; the following may
occur: hypotension and slight bradycardia (without
hemodynamic consequences), and ventilation disor-
ders, which are not related to inhibition of the respira-
tory drive, but to obstruction of the upper air-passages
or developing aspiration pneumonia or bronchopneu-
monia. Essentially “pure” poisonings with benzodia-
zepines rarely lead to death. A much greater risk occurs
in mixed poisonings, when benzodiazepines are com-
bined with tricyclic antidepressants, other sedatives
and ethanol. Chronic use (abuse) of benzodiazepines is
also noteworthy. Symptoms are analogous to those
above, though less severe. They mainly include: psy-
chomotor slowing, impairment of memory and cogni-
tive processes. It is emphasized that these effects may

be irreversible and not subside despite the discontinua-
tion of treatment [3, 7].

In the literature of the 1970’s and 1980°s, there are
descriptions of paradoxical agitation and aggression
which occurred after administration of benzodiaz-
epines, mainly in elderly people. It is now accepted
that these unusual reactions should be associated with
pre-existing and unrecognized psychopathologic dis-
orders, including hostility and aggressive behavior.
The given poisoned person’s age (older people) and al-
ready existing cardiovascular and respiratory diseases
(e.g. chronic obstructive pulmonary disease) are also
significant and make the prognosis grave [3]. Although
benzodiazepines are sold only on prescription, they are
often overused (and abused for non-medical purposes)
and cause acute poisonings more often than other
drugs. Over 300 cases of poisonings by benzodiaz-
epine derivatives were confirmed in the Toxicology
Clinic, Collegium Medicum of the Jagiellonian Uni-
versity in 2008 (Figure 1).

350

300

Number of positive drugs results

Fig. 1. Number of positive drugs results in Laboratory of An-
alytical Toxicology and Drug Monitoring CM UJ in Krakow
in year 2008.

Toxicological diagnostics of patients poisoned with
benzodiazepines encompasses qualitative or semiquan-
titative determination of drugs in urine and (or) serum.
Immunological and chromatographic methods are used
for this purpose [2, 5, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19,
20]. Table I provides a brief description [6]. Clinical
toxicological laboratories usually use immunochemi-
cal methods that are rapid and easy to automate. They
are characterized by sensitivity and specificity suffi-
cient for clinical diagnostics, but do not allow drug
identification, which causes difficulties in interpreta-
tion of the result.
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TABLE I. CHARACTERISTICS OF METHODS USED FOR DETERMINATION OF BENZODIAZEPINES IN BIOLOGICAL

FLUIDS [6]
Method Sensitivity Specificity Time consuming Cost

Immunoassay Casette rapid test + ++ + +
EMIT, FPIA, ELISA ++ ++ + ++

Chromatography ~ TLC ++ -+ ++ ++
HPLC-UV +++ +++ -+ +++
HPLC-DAD +++ ++++ ++++ -+
LC-MS +H++ -+ F++ -+

2. Aim of study

The aim of this study was to compare the results of
benzodiazepine determinations in serum obtained by
the EMIT method and the reference HPLC-DAD
method. The usefulness of the EMIT method for the
determination of benzodiazepines in serum of poi-
soned patients was assessed and attempts to establish
rules for interpreting results for toxicological-medical
diagnostics were made.

3. Material and methods
3.1. Introductory remarks

Blood samples collected from 63 patients poisoned
with benzodiazepines, and treated in the Toxicology
Clinic, Jagiellonian University in Krakow in 2008
constituted material for the study. Determinations of
drugs for the toxicological diagnostics were performed
in the Laboratory of Analytical Toxicology and Thera-
peutic Drug Monitoring CM UJ.

The EMIT method (Viva-E analyzer, Serum Benzo-
diazepines reagents by Siemens), which is used for
twenty-four-hour routine determinations, was used for
testing. Confirmatory analyses were performed by the
HPLC-DAD (LaChrom Merck-Hitachi Pump L-7100
Diode Array Detector, L-7455) method. Chromato-
graphic analysis was conducted in two stages. In the
first step the drug was identified, and then the quantita-
tive analysis of benzodiazepines was carried out.

3.2. The procedure for extraction of serum
samples prior to determination by the HPLC
method

200 pl of phosphate buffer of pH = 7.4 was added
to 500 pl of serum, and vortexed for 10 seconds, and

then 1.2 ml of analytically pure diethyl ether (POCh)
was added. Samples were vortexed for another 60 sec-
onds and centrifuged for 5 min at 15,000 rpm. The or-
ganic phase was transferred to Eppendorf tubes and
evaporated at 40°C under a stream of compressed air.
The dry residue was dissolved in 200 pl of mobile
phase.

3.3. HPLC-DAD method for the identification of
benzodiazepines

A Supelcosil LC-8 column (Supelco) was applied.
Separation was performed in isocratic conditions at
a flow rate of 1.2 ml/min. The mobile phase was a mix-
ture of methanol-acetonitrile-ammonium phosphate
buffer (pH 6) (31:13:56). The injection volume was
100 ul. Measurement was carried out at a wavelength
of 230 nm. Separation of most commonly used benzo-
diazepines was achieved in 53 minutes (Figure 2).

0,05 =3 2

Fig. 2. Resolution of benzodiazepines by HPLC method
(1 — nitrazepam, 2 — clonazepam, 3 — estazolam, 4 — oxaze-
pam, 5—lorazepam, 6 —alprazolam, 7 —temazepam, § —nor-
diazepam, 9 — diazepam).

Problems of Forensic Sciences 2010, vol. LXXXII, 161-172



164

E. Gomdtka, J. Wilimowska, A. Sulka et al.

3.4. HPLC-DAD method for the quantitative
analysis of benzodiazepines

A LiChroCART 125-4 Select B column (Merck)
was used. Separation was performed in gradient condi-
tions at a flow of 1 ml/min. Components of the mobile
phase: A — deionized water with addition of concen-
trated phosphoric acid (Sigma) in the amount of
100 ul/1000 ml of water, B — acetonitrile (HPLC Gra-
dient Grade, Sigma). The composition of the mobile
phase was changed during the analysis in the follow-
ing way: initial conditions — 80% A and 20% B; then it
was changed to 60% A and 40% B within 5 min and
maintained for another 5 min. next it was changed to
30% A and 70% B within 3 minutes; and then it was
changed to 80% A and 20% B within 1 min and main-
tained in this state for 5 min. Measurement was made
at a wavelength of 230 nm. The injection volume was
100 ul. Prazepam (LGC Standards) was used as an in-
ternal standard. Analysis time was 25 min.

3.5. Validation parameters of HPLC-DAD method

Validation of the benzodiazepines identification
method was carried out on the basis of selectivity (op-
timal separation of the most commonly used drugs was
obtained — Figure 2), specificity (serum that was free
from the tested analytes was used for the study of the
matrix effects) and the limits of detection, which did
not differ from the values assigned for the quantitative
analysis of benzodiazepines (Table II).

Limits of linearity, detection, and quantitation, as
well as precision and recovery were determined for

different drugs in quantitative analysis. The method
for determination of the concentrations based on ratios
of peak areas of tested drugs to internal standard peak
was applied. The limits of detection and quantification
were determined respectively as a three times, and ten
times noise to internal standard signal ratio (measured
as peak area) for the analysis of blank serum, using cal-
ibration curves. The accuracy and precision of the
method were determined by analysis of 5-component
series serum samples enriched by tested drugs at levels
of 200 and 800 ng/ml. Accuracy was calculated from
formula 1:

¢, — ¢,

t

Accuracy = -100% ,

1}

G

where: ¢; — theoretical concentration, ¢, — determined
concentration. The coefficient of variation (CV) for the
obtained series of results was assumed as a measure of
precision and calculated from equation 2:

CV:S—D-IOO%,

C,

sr

{2}

where: SD — standard deviation, ¢z — mean concentra-
tion. Recovery for individual analytes was determined
from formula 3:

Corvy — C
b

Recovery=-"""__".100%,
c

3}

wzb

where: ¢, ., — concentration in enriched sample, c,. —
concentration in real sample, ¢,., — enrichment con-
centration.

TABLE II. VALIDATION PARAMETERS OF THE HPLC-DAD METHOD FOR DETERMINATION OF BENZODIAZEPINES

IN SERUM
Benzodiazepine Parameter
LOL Equation R LOD LOQ Accuracy CV Recovery
[ng/ml] (mean values) [ng/ml] [ng/ml] [%] [%] [%]
200 800 200 800
ng/ml  ng/ml ng/ml ng/ml
Alprazolam 100-1500  y=10.0023x—0.0624  0.996 30 100 5.2 43 11 2.1 78.1
Clonazepam 1001500  y=0.0010x—0.0080  0.996 15 50 2 4.9 7.5 5.5 83.6
Diazepam 100-1500  »=0.0023x—-0.0111  0.997 8 26 4.7 1.5 8.9 8.5 722
Estazolam 100-1500  »=0.0167x—-0.1507 0999 9 31 9.1 6 4.5 39 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 59 43 3.7 85.6
Nordiazepam 100-1500  y=0.0013x-0,0102  0.992 14 45 11 6.7 72 3.8 77.1
Oksazepam 100-1500  y=0.0020x—-0.0177  0.994 12 41 6.9 29 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
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Validation parameters are summarized in Table II.
The lower values of ranges of linearity (LOL) repre-
sent the lowest concentration of calibrator. In cases
where LOL and LOD are different, the linearity of the
method is maintained between these values.

4. Results

Benzodiazepines concentrations obtained by EMIT
ranged from tens to more than 5000 ng/ml in the ana-
lyzed serum samples. The applied reference HPLC-
DAD method confirmed the presence of benzodia-
zepines in all samples — parent drugs and their metabo-
lites. Identification was consistent with medical his-
tory. Diazepam, estazolam, and nordiazepam (account-
ing together for more than 60% of all results) were
mostly determined in the tested material. Subsequently,
the presence of oxazepam, alprazolam, clonazepam,
lorazepam and temazepam was ascertained (Figure 3).
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Fig. 3. Benzodiazepines identified in serum of poisoned pa-
tients treated in Toxicology Clinic CM UJ in Krakow.

Comparison of the EMIT and HPLC methods for
all obtained results (all derivatives of benzodiazepines)
indicated lack of correlation (R* = —0.0628). The re-
sults obtained by the EMIT method were higher for
some derivatives (diazepam, alprazolam, temazepam),
comparable for others (nordiazepam) and lower for
others still (estazolam, clonazepam, lorazepam), in
comparison to HPLC. Next, the results of determina-
tions of individual derivatives were analyzed. R* coef-
ficients for the most frequently determined benzodia-
zepines were high and amounted to 0.7345 (estazolam),
0.6173 (nordiazepam), 0.8504 (alprazolam) and 0.986
(diazepam) (Figure 4). For the remaining derivatives,
the number of observations was small, and the correla-
tion coefficients did not exceed a value of 0.3.
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Fig. 4. A comparison of the serum benzodiazepines deriva-
tives results (alprazolam, diazepam, estazolam and nordia-
zepam) by EMIT and HPLC methods.

5. Discussion of results

To date, monitoring of benzodiazepines concentra-
tions in serum during treatment is not performed rou-
tinely. They are safe, but pose the risk of addiction,
and very often — more often than other drugs — are the
cause of poisonings. The problem of benzodiazepine
abuse, acute poisonings, poisonings in the course of
dependence and treatment of withdrawal symptoms
caused by benzodiazepines has been discussed in many
papers [3, 7,9, 11, 21]. For correct diagnosis in such
cases, performance of toxicological determinations is
useful, especially with mixed poisonings, when benzo-
diazepines are consumed with other psychoactive sub-
stances.

Among the methods used for the determination of
benzodiazepines in poisoned patients are immunologi-
cal methods (commonly used) and chromatographic
ones (considered as reference methods) [2, 4, 5, 8, 10,
12, 14, 15, 16, 17, 19, 20]. Chromatographic methods
are characterized by high specificity and sensitivity,
but are too labour-consuming and time-consuming,
which disqualifies them from rapid toxicological diag-
nostics. It is recommended to use them as confirmatory
methods. Immunological methods are less specific and
sensitive, but rapid and fully automated. Different kinds
of immunochemical methods used for determination
of benzodiazepines (FPIA, RIA, EIA, EMIT) are pre-
sented in the literature as likely to give false negative
results. Discrepancies were related to those situations
where the measured value was close to the cut-off
value, or where the analyzed substance was benzo-
diazepine derivatives for which the sensitivity of the
method was reduced [2, 8, 17, 20].

An important point is that for the instrumental im-
munological method, the cut-off point can be changed

Problems of Forensic Sciences 2010, vol. LXXXII, 161-172
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depending on the requirements of the user. Lowering
the cut-off value allows reduction of the risk of obtain-
ing false-negative results. A cut-off value of 70 ng/ml
was accepted for the determination of benzodiazepines
in serum by the EMIT method (apparatus Viva, Siemens)
used in the Laboratory of Analytical Toxicology and
Therapeutic Drug Monitoring, Jagiellonian Univer-
sity. 100% conformity of results by the methods was
obtained in the described study with such a cut-off
value. Each positive result obtained by the EMIT method
was confirmed by the HPLC-DAD method. However,
the result of lowering the cut-off value is an increase in
the probability of obtaining a false positive result.
Therefore, in clinical practice, the result of the deter-
mination is always interpreted in the context of the
medical history, concerning the circumstances of the
poisoning and the observed clinical symptoms. If the
result of determination obtained in the Toxicological
Laboratory is inconsistent with the picture of poison-
ing, confirmatory analysis should be performed with
the use of, e.g., the HPLC-DAD method.

However, interpretation problems of the analyzed
results are more complex. Benzodiazepines are a large
group of medicines that vary in pharmacological and
pharmacokinetic parameters [1, 7, 21]. Due to differ-
ences in the therapeutic and toxic concentration ranges
of individual benzodiazepines (Table III), correct in-
terpretation of the result of determination can not be
done without knowing the type of drug. The interpreta-
tion is also hampered by differences in the sensitivity
of the method for respective drugs (Table IV). Differ-
ences in sensitivity are also illustrated in Figure 4.
Equations presented in the chart can be used to calcu-

TABLE III. CHARACTERISTICS OF BENZODIAZEPINES

late the concentration of the specific benzodiazepine
on the basis of the result obtained by the EMIT method.
If the compound is not identified, it cannot be con-
cluded whether the determined concentration of drug
is within the therapeutic or toxic range. Despite this,
the EMIT method along with other immunological
methods is a recommended and useful method for
rapid diagnostics of poisoned patients. Nevertheless,
one should remember that immunological methods are
designed to detect groups of compounds rather than in-
dividual substances. A number of aspects, primarily
the data obtained in medical history should be consid-
ered during interpretation of the results: what benzo-
diazepine derivative has been taken, in what amount,
time elapsed since use, how long the drug has been
taken by the patient, what the dosage scheme was,
whether the patient is addicted, whether he took other
psychoactive substances, and what these substances
were. Confirmatory testing should be performed in sit-
uations where the patient’s state is serious, it is not
possible to obtain a reliable medical history, there are
discrepancies between the state of the patient and the
test result, or if the patient or the family put forward
a claim and challenge the results of determinations.
Only the reference method (e.g. HPLC-DAD) allows
us to resolve unclear issues that arise from limitations
of routinely used immunological methods.

Benzodiazepine  Therapeutic =~ Therapeutic serum Toxic serum Protein Time of begining T,
dose concentration concentration binding of acting [h]
[mg] [ng/ml] [ng/ml] [7o] (h]
Alprazolam 1-3 20-60 100-400 70 1-2 6-20
Diazepam 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 825 100-2600 >5000 97 <1 ~40
Lorazepam 2-10 20-250 300-600 90 1-2 9-20
Midazolam 3-15 80-250 300-600 95 <l ~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
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TABLE IV. BENZODIAZEPINES CONCENTRATIONS
THAT GIVE A RESULT OF 200 ng/ml BY
EMIT (VIVA-E, SIEMENS) (THE METHOD IS 1. Baselt R. C. E., Disposition of toxic drugs and chemicals
CALIBRATED ON LORMETAZEPAM) in men, Biomedical Publications P.O., California 2002.

2. Borrey D., Meyer E., Duchateau L. [et al.], Longitudinal
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ZASTOSOWANIE METODY EMIT ORAZ HPLC-DAD DO WYZNACZENIA
STEZENIA BENZODIAZEPIN W SUROWICY ZATRUTYCH PACJENTOW

1. Wstep

Benzodiazepiny to szeroko stosowana grupa lekéw
(obejmujaca kilkadziesiat réznych pochodnych), ktora
cechuje wysoki wskaznik terapeutyczny oraz mata toksycz-
nos$é, a co za tym idzie, bezpieczenstwo stosowania. W la-
tach szes$¢dziesiatych ubiegltego stulecia benzodiazepiny
z powodzeniem zastapily bardziej toksyczne barbiturany,
wodzian chloralu, glutetimid i meprobamat. Stosuje si¢ je
w leczeniu lgku, bezsennosci, fobii, reakcji panicznych,
manii, przewlektych zespotéw bolowych, dystonii wywo-
fanych przez neuroleptyki, zto§liwego zespotu neurolep-
tycznego oraz spastycznosci migsni. Ponadto sa stosowa-
ne wspomagajaco w leczeniu zatru¢ amfetaming i ko-
kaing oraz zespolow odstawiennych (alkoholowych i wy-
wolanych przez odstawienie lekow nasenno-uspokaja-
jacych). Powszechne jest rowniez dorazne stosowanie
benzodiazepin w napadach drgawek oraz celem sedacji
przed intubacja [3, 7, 18].

Poszczegoblne benzodiazepiny réznia si¢ miedzy soba
dziataniem, dawkami, zakresami stgzen terapeutycznych
oraz parametrami farmakokinetycznymi. Wszystkie ben-
zodiazepiny w pewnym stopniu wykazuja dziatanie prze-
ciwlgkowe, nasenne, uspokajajace, zwiotczajace migs-
nie i przeciwdrgawkowe. Wymienione efekty sg rdznie
nasilone dla poszczegdlnych benzodiazepin. Przyktado-
wo alprazolam wykazuje silne dzialanie przeciwlgkowe,
temazepam — nasenne, a klonazepam — dtugotrwate prze-
ciwdrgawkowe. Roznice w parametrach farmakokine-
tycznych benzodiazepin dotycza np. czasu, po jakim lek
zaczyna dziala¢ oraz dlugosci jego dziatania, co wynika
nie tylko z réznych biologicznych okresow pottrwania,
ale tez rozpuszczalno$ci w thuszczach i obecnosci ak-
tywnych metabolitow, ktore czgsto metabolizuja wolniej
niz lek niezmieniony. Benzodiazepiny bardziej lipofilne
szybciej pokonuja barier¢ krew-moézg i wywotuja de-
presyjny wplyw na OUN, a z drugiej strony sa szyb-
ciej redystrybuowane z OUN, co ogranicza czas ich dzia-
fania [3, 7].

Objawy kliniczne zatrucia benzodiazepinami obej-
muja réznego stopnia zaburzenia §wiadomosci do $piacz-
ki (o r6znej glebokosci) wiacznie. U 0s6b przytomnych
wystepuje spowolnienie i niezbornos$¢ ruchow, zawroty
glowy, dyzartria, zaburzenia pamigci §wiezej i niepamigé
wsteczna, jak rowniez uposledzenie procesow poznaw-
czych. W badaniu fizykalnym moze by¢ obecna hipo-
tonia i nieznaczna bradykardia; wilgotnos¢ skory jest
normalna, gatki oczne ustawione centralnie badz w zezie
rozbieznym, Zrenice reaktywne, przewaznie sredniej wiel-
kosci, mozliwy oczoplas. Napigcie migsniowe w konczy-

nach jest symetrycznie obnizone, perystaltyka moze by¢
leniwa, ale zazwyczaj jest styszalna. Rzadko opisywane
sa zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego (nud-
nosci, wymioty, biegunka) i nie sa one charakterystyczne
dla tego rodzaju zatru¢. Wplyw na uktad krazenia i uktad
oddechowy jest niewielki, moze wystapi¢ niedocisnienie
i niewielka bradykardia (bez konsekwencji hemodyna-
micznych) oraz zaburzenia wentylacji, ktore jednak nie
sa zwigzane z hamowaniem nap¢du oddechowego, ale
niedroznos$cia gornych dréog oddechowych lub rozwija-
jacym si¢ zachtystowym lub odoskrzelowym zapaleniem
ptuc. Zasadniczo ,,czyste” zatrucia benzodiazepinami rzad-
ko prowadza do zgonu. O wiele wigksze ryzyko pojawia
sig przy zatruciach mieszanych, gdy benzodiazepiny 1a-
czone sa z trojpierscieniowymi lekami przeciwdepresy;j-
nymi, innymi lekami nasenno-uspokajajacymi oraz eta-
nolem. Na uwagg zastuguje rowniez fakt przewlektego
stosowania (naduzywania) benzodiazepin. Objawy sa ana-
logiczne do wymienionych powyzej, cho¢ mniej nasi-
lone. Gléwnie obejmuja spowolnienie psychoruchowe,
uposledzenie pamigci i procesow poznawczych. Podkresla
sig, ze efekty te moga by¢ nieodwracalne i nie ustapié¢ po-
mimo odstawieniu leku [3, 7].

W literaturze lat siedemdziesiatych i osiemdziesia-
tych ubieglego wieku pojawily si¢ opisy paradoksalnego
pobudzenia i agresji, jakic wystgpowaly, glownie u 0sob
starszych, po podaniu benzodiazepin. Obecnie przyjmuje
sig, ze te nietypowe reakcje nalezy wiaza¢ z wezesniej juz
istniejacymi, a nierozpoznanymi zaburzeniami psychopa-
tologicznymi, w tym wrogosci i zachowan agresywnych.
Nie bez znaczenia jest rowniez wiek chorego (osoby star-
sze) oraz istniejace juz wezesniej u zatrutych schorzenia
uktadu krazenia i uktadu oddechowego (np. przewlekta
obturacyjna choroba ptuc), ktére czynia rokowanie po-
waznym [3]. Pomimo tego, ze leki z grupy benzodiazepin
sprzedawane sa wylacznie na receptg, czgsto sa naduzy-
wane (réwniez w celach niemedycznych) i stanowia przy-
czyng ostrych zatru¢ czeg$ciej niz inne leki. W Klinice
Toksykologii CM UJ potwierdzono w 2008 roku ponad
300 przypadkow zatru¢ pochodnymi benzodiazepin (ry-
cina 1).

Diagnostyka toksykologiczna pacjentéw zatrutych ben-
zodiazepinami obejmuje oznaczenie jakosciowe lub pot-
ilosciowe lekow w moczu i (lub) surowicy. W tym celu
stosowane sa metody immunologiczne oraz chromato-
graficzne [2, 5,10, 12,13, 14,15, 16,17, 19, 20]. Tabelal
przedstawia ich krotka charakterystyke [6]. Kliniczne la-
boratoria toksykologiczne korzystaja zwykle z szybkich
i tatwych do automatyzacji metod immunochemicznych.
Cechuja si¢ one czulo$cia i specyficznoscia wystarcza-
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jaca do celow diagnostyki klinicznej, jednak nie umozli-
wiaja identyfikacji leku, czego konsekwencja jest utrud-
niona interpretacja wyniku.

2. Cel pracy

Celem pracy byto porownanie wynikéw oznaczen
benzodiazepin w surowicy uzyskanych metoda EMIT
oraz metoda referencyjna HPLC-DAD. Dokonano oceny
przydatnosci metody EMIT do oznaczen benzodiazepin
W surowicy pacjentow zatrutych oraz podjgto probe usta-
lenia zasad interpretacji wynikoéw dla potrzeb toksykolo-
gicznej diagnostyki medyczne;j.

3. Material i metody
3.1. Uwagi wstgpne

Materiat do badan stanowity proby krwi 63 pacjentow
zatrutych benzodiazepinami, a leczonych w Klinice Tok-
sykologii CM UJ w Krakowie w 2008 roku. Oznaczenia
lekow dla potrzeb diagnostyki toksykologicznej wykona-
no w Pracowni Toksykologii Analitycznej i Terapii Mo-
nitorowanej CM UJ.

Do badan zastosowano metode EMIT (analizator Viva-e,
odczynniki Serum Benzodiazepines firmy Siemens) sto-
sowana do rutynowych, calodobowych oznaczen. Ozna-
czenia potwierdzajace wykonano metoda HPLC-DAD
(LaChrom Merck-Hitachi, Pump L-7100, Diode Array
Detector L-7455). Analiz¢ chromatograficzna prowadzo-
no dwuetapowo. W pierwszym etapie identyfikowano
lek, w drugim dokonano analizy ilo§ciowej benzodiazepin.

3.2. Procedura ekstrakcji prob surowicy przed
oznaczeniem metoda HPLC

Do 500 pl surowicy dodawano 200 pl buforu fosforo-
wego pH = 7,4, po czym mieszano przez 10 s na worteksie
i dodawano 1,2 ml eteru dietylowego cz.d.a (POCh). Pro-
by mieszano na worteksie 60 s i wirowano 5 min przy
15000 rpm. Fazg organiczng przenoszono do probdéwek
Eppendorfa i odparowywano w temperaturze 40°C w stru-
mieniu sprezonego powietrza. Pozostato$¢ po odparowa-
niu rozpuszczano w 200 ul fazy ruchome;j.

3.3. Metoda HPLC-DAD identyfikacji benzodiazepin

Zastosowano kolumng Supelcosil LC-8 (Supelco).
Rozdziat prowadzono w warunkach izokratycznych przy
przeptywie 1,2 ml/min. Faza ruchoma byta mieszanina
metanol-acetonitryl-bufor amonowo-fosforanowy (pH = 6)
(31:13:56). Objetosc¢ nastrzyku wynosita 100 pl. Pomiaru
dokonano przy dlugosci fali 230 nm. W czasie 53 min

uzyskano rozdzial najczesciej stosowanych benzodiaze-
pin (rycina 2).

3.4. Metoda HPLC-DAD analizy ilo$ciowej
benzodiazepin

Zastosowano kolumne¢ Lichrocart 125-4 Select B
(Merck). Rozdzial prowadzono w warunkach gradiento-
wych przy przeptywie 1 ml/min. Sktadniki fazy rucho-
mej: A — woda dejonizowana z dodatkiem stgzonego
kwasu fosforowego (Sigma) w ilosci 100 ul/1000 ml
wody; B — acetonitryl (HPLC Gradient Grade, Sigma).
Sktad fazy ruchomej w czasie analizy zmienial si¢ nast-
¢pujaco: warunki poczatkowe — 80% A 120% B; w ciagu
5 min doprowadzano do 60% A i 40% B i utrzymywano
taki stan przez 5 min, a nastgpnie w ciagu 3 min zmie-
niano do 30% A i 70% B; w ciagu | min doprowadzano
do 80% A 120% B i utrzymywano taki stan przez 5 min.
Pomiaru dokonano przy dhugosci fali 230 nm. Objgtos¢
nastrzyku wynosital 00 pl. Zastosowano prazepam (LGC
Standards) jako wzorzec wewngtrzny. Czas analizy wy-
nosit 25 min.

3.5. Parametry walidacyjne metody HPLC-DAD

Charakterystyke metody identyfikacji benzodiazepin
przeprowadzono w oparciu o selektywnos¢ (uzyskano
optymalny rozdziat najczesciej stosowanych lekow — ry-
cina 2), specyficznos¢ (do badania wptywu matrycy wy-
korzystano surowicg wolng od badanych analitow) oraz
granice detekcji, ktore nie roznity si¢ od wartosci wyzna-
czonych dla analizy ilo§ciowej benzodiazepin (tabela II).

W analizie iloSciowej wyznaczono dla poszczeg6l-
nych lekoéw zakresy liniowosci, granice detekcji, granice
oznaczalno$ci, doktadno$¢, precyzje i odzysk. Zastoso-
wano metodg oznaczania st¢zen w oparciu o0 wyznaczone
stosunki powierzchni pikow badanych lekow do piku
wzorca wewngtrznego. Granice detekcji 1 oznaczalnosci
wyznaczono odpowiednio jako trzykrotna oraz dziesig-
ciokrotng warto$¢ stosunku sygnatu szumu do sygnatu
wzorca wewngtrznego (mierzone jako powierzchnia pi-
kéw) dla analizy $lepej proby surowicy, wykorzystujac
krzywe kalibracyjne. Doktadno$¢ i precyzje metody wy-
znaczono w oparciu o analiz¢ 5-elementowych serii prob
surowicy wzbogaconych badanymi lekami na poziomach
200 i 800 ng/ml. Doktadnos¢ obliczono ze wzoru 1:

Dokadnosé =<-—0.100%, (1

¢

gdzie: ¢, — teoretyczna wartos¢ stezenia, ¢y — wyznaczona
wartos¢ stgzenia. Za miarg precyzji przyjeto wspotczyn-
nik zmiennosci (CV) dla uzyskanych serii wynikéw ob-
liczony ze wzoru 2:
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cv =3P 100%, 2}
C.

sr

gdzie: SD — odchylenie standardowe, ¢y, — stezenie $red-
nie. Odzysk dla poszczego6lnych analitéw wyznaczono ze
wzoru 3:

Cpr web

C
Odzysk = =.100%, {3}

c wzb

gdzie: ¢, .-» — Stgzenie w probie wzbogaconej, c,. — stgze-
nie w probie rzeczywistej, ¢,., — stgzenie wzbogacenia.

Parametry walidacyjne zebrano w tabeli II. Dolne
wartosci zakresow liniowosci (LOL) oznaczaja stgzenia
najnizszego kalibratora. W przypadkach, gdy LOL i LOD
sa rozne, pomiedzy tymi warto$ciami zachowana jest
liniowo$¢ metody.

4. Wyniki

W badanych probach surowicy krwi wyniki stezen
benzodiazepin uzyskane metoda EMIT miescity si¢ w za-
kresie od kilkudziesigciu do ponad 5000 ng/ml. Zastoso-
wana metoda referencyjna HPLC-DAD potwierdzita we
wszystkich probach obecno$¢ benzodiazepin — lekow
macierzystych oraz ich metabolitow. Identyfikacja byta
zgodna z wywiadem lekarskim. Najcz¢s$ciej w badanym
materiale oznaczano diazepam, estazolam i nordiazepam
(stanowiace razem ponad 60% wszystkich wynikow).
W dalszej kolejnosci stwierdzano obecnos¢ oksazepamu,
alprazolamu, klonazepamu, lorazepamu i temazepamu
(rycina 3).

Przy poréwnaniu metod EMIT i HPLC dla wszyst-
kich uzyskanych wynikéw (wszystkich pochodnych ben-
zodiazepin) stwierdzono brak korelacji (R* = —0,0628).
Wyniki uzyskane metoda EMIT w poréwnaniu z HPLC
byly dla niektorych pochodnych wyzsze (diazepam, al-
prazolam, temazepam), dla innych porownywalne (nor-
diazepam) lub nizsze (estazolam, klonazepam, loraze-
pam). W nastgpnej kolejnosci przeanalizowano wyniki
oznaczen poszczegolnych pochodnych. Wspotczynniki
R dla najczesciej oznaczanych benzodiazepin byly wy-
sokie 1 wynosity: 0,7345 (estazolam), 0,6173 (nordia-
zepam), 0,8504 (alprazolam), 0,986 (diazepam) (ryci-
na 4). Dla pozostalych pochodnych liczba obserwacji
byta niewielka, a wspotczynniki korelacji nie przekra-
czaly warto$ci 0,3.

5. Dyskusja wynikow

Do dnia dzisiejszego nie ma wskazan do oznaczania
lekéw z grupy benzodiazepin w celu monitorowania ich
stgzenia w surowicy w trakcie leczenia. Sa one bez-
pieczne, jednak stwarzaja ryzyko uzaleznienia i bardzo

czgsto, czeSciej niz inne leki, sa przyczyna zatrué. Pro-
blem naduzywania benzodiazepin, zatru¢ ostrych, zatru¢
w przebiegu uzaleznienia oraz leczenia objawoéw odsta-
wiennych spowodowanych benzodiazepinami poruszany
jest w wielu pracach [3, 7, 9, 11, 21]. Dla prawidlowe;j
diagnozy przydatne jest wowczas wykonanie oznaczen
toksykologicznych, szczegdlnie przy zatruciach miesza-
nych, gdy benzodiazepiny sa spozywane z innymi sub-
stancjami psychoaktywnymi.

Wsrod metod stosowanych do oznaczen benzodiaze-
pin u pacjentow zatrutych wyroznia si¢ metody immuno-
logiczne (najczg$ciej stosowane) oraz chromatograficzne
(uznane za referencyjne) [2, 4, 5, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17,
19, 20]. Metody chromatograficzne cechuje duza specy-
ficzno$¢ 1 czulo$é, lecz sa zbyt pracochtonne i czaso-
chlonne, co dyskwalifikuje je przy wykorzystaniu do
szybkiej diagnostyki toksykologicznej. Zaleca si¢ sto-
sowanie ich jako metod potwierdzajacych. Metody im-
munologiczne sa mniej specyficzne i czute, lecz sa szyb-
kie i w pelni zautomatyzowane. W literaturze przedmiotu
rézne rodzaje metod immunochemicznych stosowanych
do oznaczefn benzodiazepin (FPIA, RIA, EIA, EMIT)
przedstawione zostaty jako mogace dawac wyniki falszy-
wie ujemne. Rozbieznosci dotyczyty tych sytuacji, gdy
mierzona warto$¢ miescila si¢ w poblizu wartosci odcig-
cia (cut-off) lub gdy oznaczano pochodne benzodiazepin,
w stosunku do ktorych czuto$¢ metody byta obnizona [2,
8,17, 20].

Wazna informacja jest, ze punkt odcigcia przy sto-
sowaniu instrumentalnej metody immunologicznej moze
by¢ zmieniony w zalezno$ci od potrzeby uzytkownika.
Obnizenie warto$ci punktu odcigcia pozwala na ograni-
czenie ryzyka uzyskania wynikow falszywie ujemnych.
Dla metody EMIT (aparat Viva-e, Siemens) stosowanej
w Pracowni Toksykologii Analitycznej i Terapii Moni-
torowanej CM UJ przyjgto dla oznaczen st¢zen benzodia-
zepin w surowicy warto$¢ odcigcia wynoszaca 70 ng/ml.
Przy takiej wartosci odcigcia w opisanych badaniach
uzyskano 100% zgodnos¢ metod. Kazdy wynik pozytyw-
ny uzyskany metoda EMIT zostal potwierdzony metoda
HPLC-DAD. Skutkiem obnizenia wartosci odcigcia jest
jednak wzrost prawdopodobienstwa uzyskania wyniku
fatszywie dodatniego. Dlatego w praktyce klinicznej wy-
nik oznaczenia zawsze jest interpretowany w kontekscie
wywiadu dotyczacego okoliczno$ci zatrucia oraz obser-
wowanych objawow klinicznych. Jezeli wynik oznacze-
nia uzyskany w Pracowni Toksykologicznej jest nie-
zgodny z obrazem zatrucia, nalezy wykonac analizg po-
twierdzajaca z zastosowaniem np. metody HPLC-DAD.

Jednak problemy interpretacyjne wynikéw oznaczen
sa bardziej ztozone. Leki z grupy benzodiazepin stanowia
liczna grupg specyfikéw rozniacych sig parametrami far-
makologicznymi oraz farmakokinetycznymi [1, 7, 21].
Ze wzgledu na roznice w zakresach stgzen terapeutycz-
nych i toksycznych poszczegoélnych benzodiazepin (ta-
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bela III) nie mozna dokona¢ prawidlowej interpretacji
wyniku oznaczenia, nie znajac rodzaju leku. Interpretacje
utrudniaja rowniez réznice w czulosci metody w sto-
sunku do poszczeg6élnych lekéw (tabela IV). Roéznice
w czulosci ilustruje tez wykres na rycinie 4. Przedsta-
wione na wykresie rownania moga by¢ wykorzystane do
obliczenia stezenia danej benzodiazepiny na podstawie
wyniku uzyskanego metoda EMIT. Bez identyfikacji
zwiazku nie mozna wypowiedzie¢ sig, czy oznaczone
stezenie leku miesci si¢ w zakresie terapeutycznym czy
toksycznym. Pomimo tego metoda EMIT obok innych
metod immunologicznych jest polecana, przydatng me-
toda szybkiej diagnostyki zatrutych pacjentow. Trzeba
jedynie pamigta¢, ze metody immunologiczne sa prze-
znaczone do wykrywania grupy zwiazkow, a nie po-
szczegolnych substancji. Przy interpretacji wyniku na-
lezy uwzgledni¢ szereg aspektow, przede wszystkim dane
uzyskane w wywiadzie lekarskim: jaka pochodna ben-
zodiazepiny zostata spozyta, w jakiej ilosci, jaki minat
czas od zazycia leku, jak dtugo lek byt zazywany przez
pacjenta, jaki byl schemat dawkowania, czy pacjent jest
uzalezniony, czy zazyt inne substancje psychoaktywne
i jakie to byly substancje. W sytuacjach, gdy stan pa-
cjenta jest bardzo cigzki, nie ma mozliwosci uzyskania
wiarygodnego wywiadu, istnieja rozbieznosci migdzy
stanem pacjenta a wynikiem badania lub gdy pacjent lub
rodzina wysuwaja roszczenia i kwestionuja wyniki ozna-
czen, nalezy wykona¢ badania potwierdzajace. Jedynie
zastosowanie metody referencyjnej (np. HPLC-DAD) po-
zwala rozstrzygnaé niejasne kwestie, ktore wynikaja
z ograniczen rutynowo stosowanych metod immunolo-
gicznych.

6. Whnioski

1. Metoda EMIT jest przydatna do oznaczen benzodia-
zepin w surowicy w diagnostyce zatruc¢ pacjentow.

2. Proponowana warto$¢ odcigcia dla oznaczen benzo-
diazepin w surowicy wynosi 70 ng/ml.

3. Przy interpretacji wynikdw oznaczen metoda EMIT
nalezy uwzglednic¢ specyficzno$¢ metody w stosunku
do danej benzodiazepiny oraz odnosi¢ wynik do od-
powiednich zakresow terapeutycznych i toksycznych.

4. Wykonanie oznaczenia potwierdzajacego metoda re-
ferencyjna konieczne jest, gdy:

— nie ma korelacji migdzy wywiadem i wynikiem
oznaczenia (szczegdlnie u pacjentdw pediatrycz-
nych i 0séb starszych);

— nie ma mozliwosci uzyskania wiarygodnego wy-
wiadu;

— mamy do czynienia z zatruciem mieszanym (z in-
nymi lekami, etanolem, narkotykami);

— wiarygodno$¢ wyniku jest kwestionowana przez
pacjenta (rodzing pacjenta), sprawa jest roszcze-
niowa i moze mie¢ konsekwencje prawno-sadowe.
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