
1. In tro duc tion

Am phet amine (d-N-a-phenylisopropylamine) is
a pro to type of the psychostimulating com pounds, which
are char ac ter ised by sympathomimetic ac tion and strong
stim u la tion of the cen tral ner vous sys tem. It was mar -
keted in 1932 as a com mer cially avail able drug [7].
Since the 1970s am phet amine and its de riv a tives have
been used as psy chotropic sub stances, pres ent on the
il le gal drug mar ket in Po land. 

Ac cord ing to the Act on Coun ter act ing Drug Ad -
dic tion of 29 July 2005 [6] am phet amine and meth am -
phet amine are clas si fied as psychotropic sub stances in
class II-P. Ac cord ing to the reg u la tions of the Road
Traf fic Act [4] and the De cree of the Min is ter of
Health of 11 June 2003 [5], am phet amine and its de riv -
a tives are in cluded in the list of agents act ing sim i larly
to al co hol. 

In 2005 in the prac tice of the In sti tute of Fo ren sic
Re search, 155 cases were noted in which the pres ence
of am phet amine was shown. This was over 14% of all
ex pert opin ions pre pared in the Sec tion for Tox i co log -
i cal Anal y ses at that time. The con cen tra tion of am -
phet amine in ex am ined blood sam ples was in the range 
from 37 to 1795 ng/ml, whereas the mean con cen tra -
tion and the me dian amounted to 228 and 150 ng/ml,
respectively. 

Be cause of the above-men tioned le gal reg u la tions,
blood sam ples col lected from per sons sus pected of
con sump tion of psychotropic sub stances and from driv- 
ers are ex am ined rou tinely in the In sti tute for the pres -
ence of am phet amine and its de riv a tives. 

Tox i co log i cal anal y sis of blood and urine sam ples
for the pres ence of nar cotic drugs and psy cho tropic
sub stances be gins with the use of screen ing meth ods,
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which al lows sep a ra tion of the sam ples giv ing pos i tive 
re sults.

The most help ful screen ing meth ods used in tox i -
co log i cal lab o ra to ries are based on im mu no chemi cal
re ac tions. One such method is the en zyme-linked im -
munosorbent as say (ELISA), which is ap plied for de -
tec tion of spe cific groups of com pounds in ex am ined
ma te rial by use of an ti bod ies con ju gated with a suit -
able en zyme [2, 3]. 

The ELISA as say was used rou tinely in 2006 in the
In sti tute to ex am ine blood and urine sam ples for the
pres ence of nar cotic drugs and psychotropic sub -
stances.

2. Aim of the study

The aim of the study was to as sess the use ful ness of 
the ELISA assay in screen ing ex am i na tion of blood
col lected from per sons ad dicted to psychotropic sub -
stances and driv ers for the pres ence of am phetamine as 
well as to draw the prac ti cal con clu sions from these
ex am i na tions. 

3. Ma te rial and meth ods

3.1. Re agents

1. “Am phet ami ne Ul tra” test kit for am phet ami ne de -
tect ion, ma nuf actu red by Neo gen (USA). The test
kit is com pos ed of:
– microplate (which has 96 so-called “wells”);
– EIA buffer, con tain ing phos pho ric buffer with

ad di tion of se rum and fix ing agents for di lu tion
of sam ples and con ju gate (the spe cific an ti body
with am phet amine); 

– wash buffer;
– K-Blue Sub strate®, sta bi lised tetramethyl ben zi -

dine with ad di tion of hy dro gen per ox ide;
– analyte-en zyme con ju gate, con tain ing the analyte

and the en zyme catalysing de com po si tion of hy -
dro gen per ox ide (peroxidase);

– Red Stop So lu tion;
– neg a tive con trol;
– pos i tive con trol – con tain ing se rum spiked with

50 ng/ml am phet amine.
2. Am phet ami ne and am phet ami ne-D5 sup plied by

Ce rill ant (LGC Pro moc hem, War saw, Po land). 
3. Acet oni trile, n-bu tyl chlo ride, di still ed wa ter (HPLC

gra dient gra de) pur chas ed from Merck (Darm stadt,
Ger many).

3.2. Ma te rial 

The stud ied ma te rial was 207 blood sam ples col -
lected from per sons ad dicted to am phet amine and
from driv ers who were tested for psy cho ac tive sub -
stances. The de ter mi na tions were per formed in se ries
on dif fer ent days. Blood sam ples, in which the value of 
absorbance mea sured dur ing blood ex am i na tion for
the pres ence of am phet amines was lower or equal to an 
absorbance of the stan dards (pos i tive re sults), were se -
lected for fur ther stud ies. 

3.3. Meth ods

3.3.1. En zyme-linked immunosorbent as say
(ELISA)

The as say pro ce dure in cludes the ad di tion of 10 ml
of blood or urine sam ple (di luted 1:4 in EIA buffer) to
the “well” of the microplate coated with anti-drug an ti -
serum, fol lowed by the ad di tion of the analyte-en zyme 
con ju gate. Af ter in cu ba tion at room tem per a ture for
45 min, the liq uid is re moved from the wells and the
microplate is washed three times with the buffer. Then, 
K-Blue® Sub strate (TMB) is added to the dried wells.
Af ter a 30 min in cu ba tion, Red Stop So lu tion is added
and the re ac tion is halted. The mea sure ment of
absorbance of the ob tained so lu tion should be per for -
med within a 2-hour pe riod af ter stop ping the re ac tion. 

The im mu no log i cal re ac tion takes place be tween
the an ti body pres ent in each well and am phet amine
(the an ti gen from the blood or the stan dard) as well as
the an ti gen con ju gated with the en zyme (peroxidase).
The ex tent of en zy matic re ac tion is in versely pro por -
tional to the con cen tra tion of an ti gen in se rum. The
higher is its con cen tra tion, the lower the num ber of an -
ti gens bound to the an ti body. Af ter ad di tion of K-Blue
Sub strate con tain ing tetramethylbenzidine and hy dro -
gen per ox ide to the wells, a col our re ac tion takes
place. The ab sence of am phet amine in the ex am ined
blood re sults in max i mal in ten sity of the col our. If am -
phet amine is pres ent in the sam ples, the re leased
peroxidase (from the con ju ga tion with the an ti gen)
will re sult in de creased col our de vel op ment. 

Pos i tive read ings are ob tained for sam ples with an
absorbance lower than or equal to the absorbance of
con trols, whereas the re sults are re cog nised as neg a -
tive when the absorbance is higher than the absorbance 
of con trols.
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3.3.2. Liq uid chro mato graphic method cou pled to
mass spec trom e try (LC-MS)

The liq uid chro mato graphic method cou pled to mass
spec trom e try (LC-MS) was ap plied as a con fir ma tory
method [1]. Liq uid chromatograph 2695 Al li ance
man u fac tured by Wa ters cou pled to Quattro Mi cro
API mass spec trom e ter man u fac tured by Micromass
was used for the study. The sep a ra tion was con ducted
on a LiChroCART 125 ´ 3 mm col umn filled with
Purospher 60 RP-18e. The mo bile phase was a mix ture 
of acetonitrile and wa ter with ad di tion of for mic acid
(1 ml/l). The phase flow rate was 0.8 ml/min and pro -
grammed gra di ent elu tion was ap plied. 

3.4. Ex trac tion

The liq uid-liq uid tech nique was used for ex trac tion 
of am phet amine from blood sam ples. Am phet amine-D5

(in ter nal stan dard) at a con cen tra tion of 1000 ng/ml
was added into the blood sam ple (0.2 ml), fol lowed by
alka lisa tion by 0.5 M so dium hy drox ide (pH 13).
Then, ex trac tion was per formed us ing n-butyl chlo -
ride. The or ganic phase was vapor ised in the pres ence
of 0.025 M hy dro chlo ric acid. 

3.5. De ter mi na tion

The ob tained ex tracts were ana lysed by LC-MS.
The fol low ing m/z val ues cor re spond ing to ap par ent
mo lec u lar ions [M = H]+ were re corded: am phet -
amine – 136, am phet amine-D5 – 141 and 2-phenyl -
-ethylo amine – 122. Op ti mi sa tion and val i da tion of the
method for am phet amine de ter mi na tion was per -
formed. The ob tained lim its of de tec tion (LOD) and
de ter mi na tion (LOQ) were 20 and 36 ng/ml, re spec -
tively. The lin ear ity range was from 36 to 1000 ng/ml.

4. Re sults and dis cus sion 

All blood sam ples that were clas si fied as pos i tive
af ter ex am i na tion by the ELISA as say were sub jected
to con fir ma tory anal y sis by means of LC-MS. In 24
cases, which was over 11% of all ex am ined blood sam -
ples, the pres ence of am phet amine was de tected. The
de ter mined con cen tra tions of am phet amine in blood
sam ples ranged from 57 to 583 ng/ml. 

In the case of am phet amine de ter mi na tion, false
pos i tive re sults oc cur fre quently. Such sam ples ex am -
ined by the ELISA as say give pos i tive read ings,
whereas ver i fi ca tion per formed by the con fir ma tory
method gives neg a tive re sults. 2-phenylethylamine,

the en dog e nous sub stance formed dur ing de com po si -
tion of bi o log i cal ma te rial, is de tected in such sam ples
of bi o log i cal ma te rial. 

The ob tained re sults for the ELISA as say and
LC-MS method are pre sented in Ta ble I. On the ba sis
of these re sults, such pa ram e ters as sen si tiv ity, spec i -
fic ity and ef fi ciency of the method were cal cu lated.
As sum ing a cut-off value for am phet amine equal to 50
ng/ml, the de ter mined val ues were as fol lows: sen si tiv -
ity – 100%, spec i fic ity – 30% and ef fi ciency – 49%. 

TA BLE I. RESULTS OBTAINED BY METHODS ELISA

AND LC-MS 

LC-MS    n

+ –

ELISA + 24 46    70

– 0 20    20

The re la tion ship be tween the ob tained val ues of
absorbance in the ELISA as say and de ter mined con -
cen tra tions of am phet amine in the ex am ined blood
sam ples was ana lysed. The re la tion ship based on data
ob tained by anal y sis of an ex em plary microplate is
shown in Fig ure 1. The co ef fi cient of non-lin ear cor re -
la tion was de ter mined and it amounted to R = 0.847.

Anal y sis of ob tained re sults shows that the val ues
of absorbance for neg a tive sam ples ranged from 0.316
to 1.032 and the mean was 0.616.
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Fig. 1. De pend ence of absorbance value in the ELISA
method on con cen tra tion of am phet amine in blood (re sults
from one of the microplates).



The mean value for pos i tive sam ples for dif fer ent
se ries was 0.137, and the range of the read ings was
from 0.117 to 0.634.

Cal cu la tions of the first de riv a tive for the ranked
read ings (shown in Fig ure 2) in di cate that the plates
are var ied and for most of the read ings the bor der value 
be tween pos i tive and neg a tive re sults is 0.77, whereas
the mean value of the read ings for the ex am i na tions of
blood sam ples with ad di tion of 50 ng/ml am phet amine
was 0.137. The dif fer ence be tween the val ues for neg -
a tive and pos i tive sam ples was great and amounted to
0.479. This means that the sen si tiv ity of the as say is
suf fi cient.

On the ba sis of per formed anal y sis of real sam ples
on dif fer ent plates, the au thors sug gest that the cut-off
value for pos i tive val ues should be 50% of the absorb -
ance for neg a tive con trols. 

5. Con clu sions

The num ber of cases con cern ing ex am i na tion of
blood sam ples for the pres ence of nar cotic drugs and
psychotropic sub stances is grow ing year af ter year.
Ma te rial for ex am i na tion is col lected from per sons ad -
dicted to these sub stances and from driv ers. There fore, 
the most im po rtant is sue was to se lect the method that
al lows rapid de tec tion if the sam ple of blood or other
bi o log i cal ma te rial (urine, oral fluid) con tains the
above-men tioned com pounds. The aim of the pa per

was to as sess the use ful ness of the ELISA as say for
screen ing ex am i na tion of blood col lected from per -
sons ad dicted to psychotropic sub stances and from
driv ers for the pres ence of am phet amine.

The fol low ing prac ti cal con clu sions can be drawn
on the ba sis of the stud ies: 

1. 11% of po sit ive re sults, in which the pre sence of
am phet ami ne was con firm ed in a ran ge from 57 to
583 ng/ml, were ob tai ned by ELISA as say. 

2. On the ba sis of per form ed anal ysis of real sam ples
on diffe rent pla tes, the au thors su ggest that the
cut-off for po sit ive va lues should be 50% of the ab -
sorb ance for ne gat ive con trols, but not hi gher than
for the de sig nated po sit ive con trol (if the re ading is
hi gher than half of the ab sorb ance for the ne gat ive
con trol). 

3. It was shown in the per form ed stu dies that the
ELISA as say with the use of tests ma nuf actu red by
Neo gen is su itab le for scre ening anal ysis of blo od
for the pre sence of am phet ami nes. 
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Fig. 2. De flec tion points in curve rep re sent ing the func tion
of sorted re sults from the ELISA method and or di nal num -
ber.



1. Ws têp

Am fet ami na (d-N-a-fe nyl oiz opro pylo ami na) jest pro -
tot ypem zwi¹zków psy chos tymu luj¹cych, cha rakt ery zu -
j¹cych siê dzia³aniem sym pat yko mim ety czn ym i sil nym
po bud zeni em oœ rod kowe go uk³adu ner wow ego. Jako lek
po wszechn ie do stêpny zo sta³a wpro wad zona do ob rotu
w 1932 roku [7]. Od lat sie demd ziesi¹tych XX wie ku am -
fet ami na i jej po chodne sto sow ane s¹ na pol skim ryn ku
nar kot yko wym jako sub stanc je psy chot ropo we. Zgod nie
z Ustaw¹ z dnia 29 lip ca 2005 r. o prze ciwd zia³aniu nar -
kom anii [6], am fet ami na i me tamf eta mina za lic zone s¹
do sub stanc ji psy chot ropo wych gru py II-P. W myœl  prze -
pisów Ustawy pra wo o ru chu dro gow ym [4] i z roz po -
rz¹dze niem Mi nis tra Zdro wia z dnia 11 czerw ca 2003 r.
[5] am fet ami na i jej anal ogi za lic zone s¹ do œr odk ów
dzia³aj¹cych po dobn ie do al koh olu. W 2005 roku w prak -
tyce In styt utu Eks pert yz S¹do wych za not owa no 155 pr zy -
p adk ów, w kt óry ch wy kaz ano ob ecn oœæ am fet ami ny, co
sta nowi³o po nad 14% wszyst kich eks pert yz oprac owy -
wan ych w Pra cowni Anal iz Tok syk olo gic znych w tym
okres ie. W ba dan ych pr óba ch krwi wy kaz ano st ê¿e nia
am fet ami ny w za kres ie od 37 do 1795 ng/ml, a œr ednie
 stê ¿enie oraz wa rtoœæ œr odko wa (me diana) wy nosi³y od -
pow iednio 228 i 150 ng/ml. W zwi¹zku z wy ¿ej   wymie-
 nionymi ureg ulo wan iami praw nymi, pr óby krwi na de s³a -
ne do In styt utu po brane od osób po dejr zany ch o  przyjmo -
wa nie œr odków psy chot ropo wych, a tak ¿e kie rowc ów,
ru tyn owo ba dane s¹ na ob ecn oœæ am fet ami ny i jej po -
chodn ych. 

W anal izie tok syk olo gic znej prób krwi i mo czu na
 obec noœæ œr odków odu rzaj¹cych i sub stanc ji psy chot ro -
po wych w pierw szej kolej noœci sto sow ane s¹ me tody
prze siew owe (skry ning owe), które po zwal aj¹ na  wy -
odrêb nienie prób daj¹cych do datn ie wy niki. Naj bard ziej
przy datn ymi me tod ami skry ning owy mi sto sow any mi
w la bor ato ria ch tok syk olo gic znych s¹ me tody oparte na
re akc jach im mun och emic znych. Do tej gru py za lic zana
jest me toda im mun oen zym oso rbc yjna ELISA (ang. en -
zyme-lin ked im mun oso rbent as say), kt óra s³u¿y do wy -
kryc ia ok reœl onych grup zwi¹zków w ba dan ym ma ter iale
z u¿ yci em prze ciwc ia³ sko niug owa nych z od pow iednim
en zym em [2, 3]. W In styt ucie Eks pert yz S¹do wych
w 2006 ro ku tê me todê za stos owa no ru tyn owo do  bada nia 
prób krwi i mo czu na ob ecnoœæ œr odków odu rza j¹cych
i sub stanc ji psy chot ropo wych. 

2. Cel pra cy

Ce lem ni niejs zej pra cy by³a ocena przy datnoœci me -
tody ELISA do ba dan ia skry ning owe go krwi po bran ej od 
osób uz ale¿ nionych od sub stanc ji psy chot ropo wych oraz
kie rowc ów na obe cnoœæ am fet ami ny i wy cia gni êcie prak -
tyczn ych wnio sków z tych ozna czeñ.

3. Ma ter ia³ i me tody

3.1. Od czynn iki

U¿ yto na stêpuj¹cych od czynn ików:
1. Ze stawu te stow ego do oznac zania am fat amin Am -

phet ami ne Ul tra fir my Neo gen (Sta ny Zjed noc zone).
Ze staw te stowy sk³ada siê z:

– mikrop³ytki, (która posiada 96 tzw. do³ków),
– buforu EIA zawieraj¹cego bufor fosforanowy z do -

datkiem surowicy i utrwalaczy do rozpuszczenia
próbek i konjugatu (specyficzne przeciwcia³o z am -
fe tamin¹), 

– buforu przemywaj¹cego,
– Substratu K-Blue tetrametylo ben zydyny z dodat -

kiem wody utlenionej;
– konjugatu analit/enzym zawieraj¹cego analit i en -

zym katalizuj¹cy rozk³ad wody utlenionej (per -
oksydazê),

– roztworu zatrzymuj¹cego reakcjê – Red Stop So lu -
tion,

– kontroli ujemnej,
– kontroli dodatniej zawieraj¹cej surowicê z do dat -

kiem 50 ng/ml amfetaminy.
2. Am fet ami ny, am fet ami ny-D5, które po chod zi³y z fir -

my Ce rill ant (LGC Pro moc hem, War szawa Pol ska). 
3. Acet oni try lu, chlo rek n-bu tylu, wody de styl owa nej

(cz ysto œci do HPLC), kt óre po chod zi³y z fir my Merck
(Darm stadt, Niem cy).

3.2. Ma ter ia³ 

Ma ter ia³ do ba dañ sta nowi³o 207 prób krwi  pobra -
nych od osób uz ale¿ nionych od am fet ami ny i ki ero wców, 
kt órzy zo stali pod dani ba dan iu na ob ecn oœæ sub stanc ji
psy choa kty wnych w or gan izm ie. Oznac zenia wy kon ano
w se riach w ró ¿nych dniach. Do badañ wy brano te pr óby
krwi, w kt órych wa rtoœæ ab sorb ancji uzys kanej w trak cie
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ba dan ia krwi na ob ecn oœæ am fet amin by³a mniej sza lub
równa ab sorb ancji wz orców (wy niki po zyt ywne). 

3.3. Me tody

3.3.1. Me toda im mun oen zym oso rbc yjna (ELISA)

W me tod zie tej do tzw. do³ka (op³asz czon ego prze -
ciwc ia³em) mi krop³ytki do daje siê 10 µl pr óby krwi lub
mo czu (ro zcieñczonych w sto sunku 1:4 bu for em EIA),
a na stê pnie konju gat anal itu z en zym em. Po in kub acji
w tem per atu rze po koj owej przez 45 mi nut p³yn usuwa siê 
z do³ków i prze mywa trzy razy bu for em. W dal szej  ko -
lejnoœci do do³ka osus zone go do daje siê Sub strat K-Blue
i in kub uje przez 30 mi nut. Po in kub acji do daje siê  roz -
twór za trzym uj¹cy re akcjê. Po miar ab sorb ancji uzys ka -
ne go roz tworu po win ien byæ do kon any w prze ci¹gu 2 go - 
dzin od za trzym ania re akc ji.

Re akc ja im mun olo gic zna za chod zi mi êdzy  przeciw -
cia³em znaj duj¹cym siê w ka¿d ym z do³ków a am fet a -
min¹ (an tyg enem z pr óby krwi lub wzor ca), a tak¿e
an tyg enem zna czon ym en zym em (pe roks ydaz¹). Na tê¿e -
nie re akc ji en zym aty cznej bê dzie od wrotn ie  propor cjo -
nalne do st ê¿enia an tyg enu w su row icy. Im wi êks ze jego
st ê¿e nie, tym mniej zna kow ane go an tyg enu przy³¹czy siê 
do prze ciwc ia³a. Po do dan iu do do³ków Sub stratu K-Blue 
za wier aj¹cej te tram etylobenzydynê i wodê utlen ion¹
uzys kuje siê barw ny rozt wór. W przy padku, gdy we krwi
nie ma am fet ami ny, in ten syw noœæ bar wy jest  maksy -
malna. Je¿ eli w ba dan ej krwi obecna jest am fet ami na, to
uwoln iona pe roks yda za (z po³¹cze nia z an tyg enem) spo -
wod uje roz jaœ nie nie barw nego roz tworu.

Wy nik po zyt ywny daj¹ pr óbki z ab sorb ancj¹ mniej -
sz¹ lub równ¹ ab sorb ancji wz orców, na tom iast za wy nik
ujemny przyj muje siê warto œæ ab sorb ancji wy ¿sz¹ ni¿ ab -
sorb ancja wz orców. 

3.3.2. Me toda chro mat ogr afii cie czow ej spr zê¿o nej
ze spek trom etri¹ mas (LCMS)

Meto dê chro mat ogr afii cie czow ej spr zê¿o nej ze spek -
trom etri¹ mas (LC-MS) za stos owa no jako me todê po -
twierd zaj¹c¹ [1]. Do ba dañ u¿ yto chro mat ogr afu
cie czow ego fir my Wa ters 2695 Al liance po³¹czo nego ze
spek trom etr em mas Qu att ro Micro API fir my Micro -
mass. Roz dzia³ pro wad zono na ko lumn ie Li ChroC ART
125 ´ 3 mm z wype³nie niem Pu ros pher 60 RP-18e. Fazê
ru chom¹ sta nowi³a mie szan ina acet oni try lu i wody z do -
datk iem kwa su mró wkowego (1 ml/l). Przep³yw fazy wy -
nosi³ 0,8 ml/min i od bywa³ siê przy pro gram owa nym
gra dienc ie sk³adu. 

3.4. Eks trakc ja

Do eks trakc ji am fet ami ny z pr óby krwi za stos owa no
te chni kê ciecz-ciecz. W tym celu do próby krwi (0,2 ml)
do dano am fet aminê-D5 (stan dard wewn êtrzny) w stê¿ e -
niu 1000 ng/ml i za lk ali zow ano 0,5 M wo dor otl enkiem
sodu (pH 13). Na stê pnie eks trah owa no chlor kiem n-bu -
tylu. Fazê or gan iczn¹ od par owy wano w ob ecn oœci 0,025 M
kwa su sol nego.

3.5. Oznac zanie

Uzys kane eks trakty ba dano me tod¹ LC-MS. Za rej est -
rowano po zorne jony mo lek ula rne [M = H]+ o wa rto œci m/z
od pow iednio dla: am fet ami ny – 136, am fet ami ny-D5 –
141, 2-fe nyl oet ylo a miny – 122. Me toda oznac zania am -
fet ami ny zo sta³a zop tym ali zow ana i zwa lid owa na. Uzys -
kane gra nice wyk ry w alnoœci (LOD) i ozn acz alnoœci
(LOQ) wy nosi³y od pow iednio 20 i 36 ng/ml. Za kres li -
niowoœci wy nosi³ od 36 do 1000 ng/ml.

4. Wy niki i dys kus ja

Wszyst kie próby krwi, które po ba dan iu me tod¹
ELISA za kwal ifi kow ano jako wy niki do datn ie, pod dano
anal izie po twierd zaj¹cej me tod¹ LC-MS. W 24 przy -
padk ach, co sta nowi po nad 11% wszyst kich prze bad any ch
prób krwi, stwier dzono obecno œæ am fet amin.  Wyzna -
czone st ê¿en ia am fet ami ny w pr óba ch krwi mi eœci³y siê
w za kres ie od 57 do 583 ng/ml.

W przy padku oznac zania am fet amin spo tyk amy siê
z czê sto z wy nik ami fa³szy wie do datn imi. Pr óbki ta kie
ba dane te stem ELISA daj¹ od czyt do datni, a pó Ÿniej zwe ry -
f iko wane me tod¹ po twierd zaj¹c¹ wy nik ujemny. W ta -
kich pr óbach ma ter ia³u bio log iczne go wy kryw ana jest
2-fe nyl oet yloa mina, zwi¹zek en dog enny po wstaj¹cy
w trak cie rozk³adu miêd zy in nymi ma ter ia³u bio log iczne go. 

Uzys kane wy niki dla me tody ELISA i LC-MS za -
mieszc zono w ta beli I. Na ich pod staw ie ob lic zono ta kie
pa ram etry, jak: czu³oœæ, sp ecy fic znoœæ i ef ekt ywn oœæ me -
tody. Wy znac zone wa rtoœ ci przy pr zyjê ciu pro gu 50 ng/ml
am fet ami ny, wy nosi³y: czu³oœæ – 100%, sp ecy ficznoœæ –
30%, ef ekt ywnoœæ – 49%.

Ocen iono zale ¿noœæ pomi êdzy uzys kany mi wart oœcia -
mi ab sorb ancji w me tod zie ELISA i wy znac zony mi st ê -
¿en iami am fet ami ny w ba dan ych pr óba ch krwi. Na  ryci -
nie 1 przed staw iono tê zale¿ noœæ w oparc iu o dane uzys -
kane z anal iz wy kon any ch przy za stos owa niu jed nej z u¿y -
tych do bad añ mi krop³ytek i wy znac zono wspó³ czynnik
nie lin iowej ko rel acji, kt óry wy nosi³ R = 0,847. Na pod -
staw ie anal izy uzys kany ch wyni ków dla ró¿n ych p³ytek
wy kaz ano, ¿e wa rto œci ab sorb ancji dla pr óbek ujemn ych
mieœci³y siê w za kres ie od 0,316 do 1,032, a œr ed nia war -
toœæ wy nosi³a 0,616. Wa rto œæ œr edn ia dla  próbek  dodat -
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nich wy nosi³a dla ró ¿ny ch se rii 0,137, a za kres od czytów
mi eœci³ siê w gra nicy od 0,117 do 0,634.

Z obl icz eñ I po chodn ej dla uszer ego wan ych odczy -
tów (ry cina 2) wy nika, ¿e p³ytki ró ¿ni¹ siê mi êdzy sob¹
i przy wi êks zoœci od czy tów gra nica pom iêd zy wy nik ami
do datn imi i ujemn ymi wy nosi 0,77, na tom iast z ba dañ
 pró bek krwi z do datk iem 50 ng/ml am fet ami ny œr edni od -
czyt wy nosi 0,137. Ró ¿ni ca mi êdzy wa rto œciami dla  pró -
bek ujemn ych i do datn ich jest du¿a i wy nosi 0,479. Ozna - 
cza to, ¿e test jest wy starc zaj¹co czu³y.

Na pod staw ie prze prow adz onej anal izy prób ek rze -
czyw ist ych na ró¿ nych p³yt kach, pro pon uje siê przyj¹æ
gra nice dla war toœ ci do datn ich wy nosz¹c¹ 50% wa rtoœci
ab sorb ancji dla kon troli ujemn ych.

5. Wnio ski

Z roku na rok wzra sta licz ba spraw do tycz¹cych ba -
dan ia prób krwi na ob ecn oœæ œr odk ów odu rzaj¹cych
i sub stanc ji psy chot ropo wych. Ma ter ia³ do ba dañ  pobie -
ra ny jest od osób uz ale¿ nio nych od tych zwi¹zków, a ta k -
¿e od ki erow ców. W zwi¹zku z tym bar dzo wa¿ nym
pro blem em jest wy bran ie ta kiej me tody, kt óra po zwo -
li³aby na szyb kie rozs trzygniêcie, czy próba krwi lub inny 
ma ter ia³ bio log iczny (mocz, œli na) za wier aj¹ wspo m nia -
ne zwi¹zki. Ni niejs za pra ca mia³a na celu oce nê  przy -
datnoœci me tody ELISA do ba dan ia skry ning owe go krwi
po bran ej od osób uz ale¿ nionych od œr odków  psycho -
tropowych oraz kie rowc ów na obe cnoœæ am fet ami ny.

Na pod staw ie prze prow adz onych badañ mo¿na wy -
ci¹gn¹æ nast êpuj¹ce wnio ski:

1. W me tod zie ELISA uzys kano po nad 11% wy ników
po zyt ywny ch, w kt óry ch po twierd zono ob ecnoœæ
am fe tam iny w st ê¿e niu od 57 do 583 ng/ml.

2. Na pod staw ie prze prow adz onej anal izy prób ek rze -
czyw ist ych pro pon uje siê przyj¹æ granicê dla war -
toœci do datn ich wy nosz¹c¹ 50% wa rtoœci ab sorb ancji 
pr óbek ujemn ych, jed nak nie wiê cej ni¿ war toœæ dla
ustal onej kon troli do datn iej (je ¿eli prze krac za po -
³owê wart oœci ab sorb ancji uzys kanej dla kontroli
ujem n ej).

3. W wy niku prze prow adz onych badañ mo¿na wyka -
zaæ, ¿e me toda ELISA przy u¿yc iu test ów fir my Neo -
gen na daje siê do anal izy skry ning owej krwi na obec -
noœæ am fet amin.    
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