
1. In tro duc tion

Chem i cal anal y sis is a cor ner stone of fo ren sic and
clin i cal tox i col ogy. In the field of clin i cal tox i col ogy,

re sults of anal y ses are usu ally used for di ag nos tic pur -
poses but in cases of hos pi ta li sa tion of vic tims and also 
per sons in jured and perpetrators in var i ous crimes, the
an a lyt i cal re sult should have ev i den tial value. In such
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Com plex in tox i ca tions con sti tute a com pli cated meth od olog i cal prob lem in tox i co log i cal prac tice. This arises from the ne ces sity
of de tec tion and de ter mi na tion of sev eral com pounds which have dif fer ent chem i cal prop er ties in the spec i men, which is most
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solved. The an a lyt i cal strat egy is usu ally based on screen ing and con fir ma tion meth ods prior to ac tual de ter mi na tion of the iden ti -
fied com pound. In this pa per, the rules of con duct for the tox i col o gist-an a lyst have been char ac ter ised in re spect to three types of
ex pert opin ion. The first type, the most fre quent, con cerns cases in which facts and cir cum stances linked to the in tox i ca tion are
not known. In such cases a tox i co log i cal an a lyst pro ceeds to per form sys tem atic tox i co log i cal anal y sis (STA) in or der to de tect
the larg est num ber of com pounds which are tox i co log i cally sig nif i cant. All an a lyt i cal meth ods ex cept sim ple im mu no chemi cal
tests re quire ap pro pri ate multi-step sam ple prep a ra tion. Of ten, neg a tive re sults ne ces si tate the car ry ing out of fur ther se lec tive
anal y ses to de tect the pres ence of in or ganic and (or) or ganic poi sons which are not de tected in the course of the rou tine an a lyt i cal
pro ce dure. The sec ond type of ex pert opin ions con cerns cases in which the anal y sis is tar geted at cer tain com pounds. Of ten, af ter
ex clu sion of the pres ence of sug gested com pounds, es pe cially in se vere in tox i ca tion or fa tal cases, STA is car ried out. Some -
times, there are cases in which a toxin is not known but the in tox i cated per son’s symp toms are de scribed. Med i cal pit falls which
can be en coun tered by the an a lyst in his/her work are de scribed in 8 in tox i ca tion cases in volv ing the fol low ing phar ma co log i cal
agents: verapamil, doxepin, bromazepam, mianserin (1), sal i cylic acid, propafenone, cilazapril, digoxin, thiopental (2), zolpidem,
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and clonidine (8). At least one com pound at con cen tra tions within a fa tal range was de tected in blood sam ples col lected from
three in di vid u als. In two in di vid u als, one drug was de tected at a toxic con cen tra tion. How ever, in the next three per sons, all de ter -
mined drugs were found to be in ther a peu tic ranges. In the lat ter cases, the find ings of tox i co log i cal anal y sis were not a con vinc -
ing el e ment for es tab lish ing the cause of death.

Key words:
Chem i cal-tox i co log i cal anal y sis; Meth ods; In ter pre ta tion. 

Re ceived 19 De cem ber 2007; ac cepted 30 De cem ber 2007

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 433–449

© by the Institute
of Forensic Research

ISSN 1230-7483 



sit u a tions, clin i cal tox i col ogy be comes fo ren sic tox i -
col ogy. From the an a lyt i cal point of view, the ev i den -
tial value of the tox i co log i cal anal y sis re sult de pends
on the de ter mi na tion method and the type of spec i men
col lected for anal y sis. An an a lyst ap plies screen ing
meth ods, ob tain ing pre lim i nary re sults that are not un -
equiv o cal (neg a tive and pos i tive), and then, the pos i -
tive re sults are fur ther ver i fied by con fir ma tion
meth ods. The se lec tion of ap pro pri ate ma te rial for
anal y sis is de ter mined by le gal and sci en tific re quire -
ments – which are closely con nected. This choice is
mainly de pend ent on the time which has passed from
the mo ment of drug ad min is tra tion to spec i men col lec -
tion, and by the anal y sis site (clin i cal or fo ren sic lab o -
ra tory, crime scene). Dif fer ent com pounds are pres ent
in dif fer ent spec i mens – par ent com pounds and ac tive
me tab o lites, which in flu ence bi o log i cal pro cesses and
also in ac tive me tab o lites, whose pres ence can in di cate
that a long pe riod has elapsed since drug ad min is tra -
tion. 

The fi nal stage of the work is the in ter pre ta tion of
the ob tained re sults in the con text of the case his tory
and other ev i den tial ma te rial – such in ter pre ta tions for
ju di cial pur poses are be com ing in creas ingly broad.
Apart from con firm ing or ex clud ing the ad min is tra tion 
of a xenobiotic, com mon prob lems that need to be
solved cur rently are: eval u a tion of the dose and route
(ac tive ad min is tra tion and pas sive ex po sure) of ad -
min is tra tion of a drug (THC, am phet amines, co caine)
into the or gan ism, de ter mi na tion of the time of last ad -
min is tra tion, ex clu sion of ad min is tra tion af ter the in ci -
dent, de ter mi na tion of the source (med i cal treat ment,
diet, drug abuse) of the drug which was found in the
body, per form ing a ret ro spec tive cal cu la tion, state -
ment about the ne ces sity of ex hu ma tion to prove the
pres ence of xenobiotics (phenothiazines, am phet a -
mines, LSD, THC).

A tox i col o gist an a lyst who is an ex pert in his/her
own field per forms in ter pre ta tion of a an a lyt i cal re sult
within the lim its of his/her au thor ity (com pe tence). He
or she does not make any state ment about crim i nal li a -
bil ity (the kind of pen alty, crim i nal act, ac cu sa tion,
pro hi bi tion) or about de fined be hav iour of the par tic u -
lar in di vid ual, nor does s/he give a state ment about the
cause of death. Solv ing these prob lems lies within the
re mit of the ad ju di cat ing body and a doc tor, re spec -
tively, and eval u a tion of the cor rect ness of their con -
clu sions in the case of con tra dic tory opin ions of two
ex perts lies ex clu sively within the re mit of a judge. 

The aim of the pa per was to pres ent the ef fec tive -
ness of the avail able an a lyt i cal tech niques in de tec -
tion, iden ti fi ca tion and de ter mi na tion of chem i cal
com pounds in bi o log i cal ma te rial re cog nised as clas -

sic, i.e. blood sam ples col lected dur ing au topsy of in -
di vid u als whose death was con nected to var i ous cir -
cum stances. 

An a lyt i cal pro ce dure de pends upon the prob lem to
be solved. If the cir cum stances of the crime are un -
known, ap pli ca tion of var i ous an a lyt i cal tech niques is
re quired in or der to en com pass a broad range of chem i -
cally dif fer ent com pounds. In the case of anal y ses tar -
geted at a par tic u lar com pound, two in de pend ent meth -
ods are used. When writ ing an ex pert re port where
only the symp toms of the ac tion of an un known agent
are known, the abil ity to use com ple men tary tech -
niques is es pe cially im por tant as is knowl edge in the
field of med i cine, phar ma col ogy and  pharmaco kin -
etics. 

Screen ing meth ods ap ply ing im mu no chemi cal re -
ac tions (IE) meant to de tect a lim ited num ber of com -
pounds or only groups of com pounds, are not very
spe cific, not very sen si tive, but very fast. Other screen -
ing meth ods, so-called in stru men tal ones, i.e. high per -
for mance liq uid chro ma tog ra phy – HPLC, gas chro -
matography – GC and thin layer chro ma tog ra phy –
TLC with dif fer ent means of de tec tion, are more spe -
cific but less sen si tive than con fir ma tory or tar geted
methods. 

The num ber of com pounds which should be cov -
ered by the screen ing anal y sis is con stantly grow ing –
from min eral or plant de rived toxic com pounds and
other tox ins known in an cient his tory to syn thetic com -
pounds, the first of which were pro duced at the turn of
the 19th and 20th century. Cur rently out of 13 mil lion
chem i cal com pounds  registered in “Chem i cal Ab stract 
Ser vice”, about 100 thou sand are sig nif i cant from the
tox i co log i cal point of view. It is im pos si ble to cover
such a num ber of com pounds in one an a lyt i cal pro -
cess. Toxic com pounds can be clas si fied in var i ous
ways: e.g. al pha bet i cally, tak ing into ac count phar ma -
co log i cal ac tiv ity (tricyclic an ti de pres sants, anti epi -
leptic drugs) or che m i cal struc ture (benzodiazepines,
bar bi tu rates, pheno thiazines). For the pur poses of sys -
tem atic toxicological anal y sis (STA) the best sys tem
seems to be di vi sion into groups ac cord ing to the type
of tech nique which is used to ex tract them from var i -
ous bi o log i cal ma tri ces. This al lows cre ation of 6 ma -
jor groups (Fig ure 1):
– gases and vol a tile com pounds which can be iso -

lated by dif fu sion to the head space phase;
– non-vol a tile or ganic com pounds iso lated by the

means of ex trac tion, de pend ent on pH, with or -
ganic sol vents (LLE) or screen ing solid phase ex -
trac tion (SPE);
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– met als and non met als which re quire ap pli ca tion of
var i ous min er ali sa tion tech niques (wet, ash, mi cro -
wave);

– toxic an ions iso lated by di al y sis;
– pes ti cides, al though many of them re quire a spe -

cific iso la tion pro ce dure be cause a gen eral pro ce -
dure is not ef fi cient;

– tox ins and a nu mer ous group of com pounds,
e.g. qua ter nary am mo nium bases or di ox ins, which
de mand ap pli ca tion of spe cific iso la tion tech -
niques such as ion-pair ing, ion ex change res ins,
deri va tisation, con tin u ous ex trac tion, sed i men ta -
tion or con cen tra tion. De tec tion or ex clu sion of
a broad spec trum of the com pounds be long ing to
each of these groups in bi o log i cal spec i mens re -
quires more and more sen si tive in stru men tal tech -
niques. 
Mod ern in stru men tal tech niques, es pe cially cou -

pling of gas or liq uid chro ma tog ra phy to mass spec -
trom e try (GC-MS or LC-MS), with sin gle (MS) and
multi-stage frag men ta tion, so-called tan dem (MS-MS),
with var i ous ion is ation tech niques (elec tron – EI, che -
m i cal – CI, electrospray – ESI, photoionisation – APPI)
pro duc ing pos i tive and neg a tive ions as well as var i ous 
ion mon i tor ing modes (to tal ion cur rent – TIC, se -
lected ion mon i tor ing – SIM, par ent ion scan ning –
PIS, daugh ter ion scan ning – DIS, se lected re ac tion
mon i tor ing) al low – in one an a lyt i cal pro cess – sep a ra -
tion of a mix ture of com pounds, iden ti fi ca tion of its
par tic u lar com po nents and their de ter mi na tion in con -

cen tra tion ranges of picogram in sev eral dozen micro -
litres or mil li grams of the spec i men. Meth ods which
ap ply these tech niques need ini tial multi-stage (hy dro -
ly sis, ex trac tion, derivatisation) sam ple prep a ra tion,
ap pli ca tion of ap pro pri ate stan dard and ref er ence ma -
te ri als and eval u a tion of val i da tion pa ram e ters which
en sure con trol of the whole an a lyt i cal pro cess. They
are be com ing very time con sum ing and ex pen sive. So -
phis ti cated con struc tional de vel op ments in mass ana -
lysers (quadrupole – Q, ion trap – IT, tri ple quad -
rupole – Q3, time of flight – TOF, Fou rier trans formed
ion cyclotrone res o nance – ICR-FT) en able a low er ing 
of the limit of de tec tion (LOD) to very low val ues.
Dur ing anal y sis of the grow ing num ber of com pounds
at such low lev els, var i ous me thod i cal pit falls can be
en coun tered. 

An a lysts ap ply var i ous strat e gies in tox i co log i cal
anal y ses. In clin i cal lab o ra to ries, a sep a rate pro ce dure
is usu ally used for each com pound. Fo ren sic lab o ra to -
ries develope screen ing meth ods con sist ing of one
pro ce dure of ini tial sam ple prep a ra tion, but var i ous fi -
nal de ter mi na tion tech niques (GC, HPLC and less fre -
quently TLC). 

Be cause of the grow ing num ber of anal y ses,
screen ing meth ods which cover a broad spec trum of
com pounds and are open, i.e. al low ing suc ces sive in -
tro duc tion of new analytes, are in creas ingly fre quently 
be ing de vel oped [5, 6, 11]. The most ro bust (uni ver sal) 
method up till now, ca pa ble of de tect ing and iden ti fy -
ing over 2000 com pounds (drugs and their me tab o lites 
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Fig. 1. Clas si fi ca tion of poi sons for an a lyt i cal pur poses with most com monly used meth ods for their de ter mi na tion and es ti mated
num bers of tox i co log i cally rel e vant com pounds (un der lined).



be long ing to 20 phar ma co log i cal groups) in a sin gle
urine ex tract (pH 8–9) ap ply ing GC-MS-EI was de vel -
oped by Mau rer et al. [7]. Gergov et al. [3] used the
LC-MS-MS (with Q3) tech nique, which en com passes
238 com pounds in blood in the screen ing anal y sis. The
method which was de vel oped by Mueller et al. [8] and
used LC-Q-IT-MS-MS, en abled screen ing of 301 com -
pounds in the se rum. Al der et al. [2] de vel oped and
com pared two meth ods – LC-MS-MS and GC-MS-
EI – of iden ti fi ca tion of 500 most fre quently used pes -
ti cides. 

Screen ing meth ods do not only con cern or ganic
com pounds. The atomic emis sion tech nique (op ti cal
emis sion spec trom e try) with in duc tively cou pled
plasma (ICP-OES) or mass spec trom e try with in duc -
tively cou pled plasma (ICP-MS) en able anal y sis of
about 70 el e ments in one an a lyt i cal pro cess, the ex act
num ber de pend ing on the num ber of stan dards avail -
able to the an a lyst. In tox i co log i cal prac tice, cases of
in tox i ca tion with a mix ture of var i ous drugs or poi son -
ous agents are of ten re corded and these con sti tute a se -
ri ous an a lyt i cal prob lem, ne ces si tat ing de tec tion and
quan ti fi ca tion of sev eral com pounds of dif fer ent che -
m i cal char ac ter is tics in the ma te rial, most fre quently
blood and (or) urine, which is avail able in small quan -
ti ties. A ma jor chal lenge is to pro ceed with the bi o log i -
cal spec i men when there is a lack of any in for ma tion
con cern ing crime (in ci dent) cir cum stances. In cases of 
in tox i ca tion by sev eral com pounds, low con cen tra -
tions of par tic u lar com po nents of the mix ture in bio -
samples can be ex pected. The in ter pre ta tion of the
ob tained re sults in re spect of the se ver ity of the in tox i -
ca tion then be comes very com pli cated. In this pa per,
the rules of con duct for tox i co log i cal an a lysts con -
cern ing var i ous types of ex pert opin ions have been
char ac ter ised. Cases in which no out comes of ini tial
pre pa ra tory pro ceed ings were known are de scribed in
the pa per as well as those cases which were tar geted at
spe cific com pounds. The au thors have drawn at ten tion 
to the sig nif i cance of symp toms seen in in tox i cated in -
di vid u als which can nar row the range of tox i co log i cal
investigations.

2. Types of cases

In the prac tice of the In sti tute of Fo ren sic Re search
(IFR), Krakow, com plex in tox i ca tions con sti tutes
a sig nif i cant part of the rou tine work of the tox i co log i -
cal an a lyst. Among this type of cases re corded in 2006, 
the most nu mer ous group was cases sent to IFR with
no in for ma tion about the cir cum stances of the crime
(in ci dent). An other group in cluded such cases where

tar get ing of the anal y sis was pos si ble based on the data 
given in the file doc u men ta tion. Fre quently af ter ex -
clu sion of the sug gested toxic sub stance, per form ing
STA be came nec es sary. An other group in cluded cases
in which the symp toms of the in tox i ca tion were de -
scribed. In these cases, spec i fi ca tion of the anal y sis
tar gets by the an a lysts was usu ally ac cu rate. A nu mer -
ous group con cerned cases of med i cal mal prac tice and
the role of the tox i co log i cal ex pert was to con firm or
ex clude pos si ble over dos ing of drugs ad min is tered
usu ally dur ing sur gi cal in ter ven tions. The most dif fi -
cult to clas sify were cases sub mit ted for anal y sis for
pes ti cides, which in view of the 900 [12] var i ous ac tive
com po nents used cur rently in the pro duc tion of dif fer -
ent prep a ra tions all over the world, and the 1120 prod -
ucts con tain ing pes ti cides per mit ted for sale in Po -
land [9] made tar get ing quite prob lem atic.

3. Gen eral un known anal y sis 

When there is a lack of in for ma tion con cern ing cir -
cum stances and facts sur round ing an in tox i ca tion
(crime cir cum stances, crime scene in spec tion, age of
a vic tim, type of the toxin, time af ter ex po sure) bi o log -
i cal spec i mens – mainly blood and (or) urine, less fre -
quently tis sue and in ner or gans, are sub jected to sys -
tem atic tox i co log i cal anal y sis STA. Firstly, the pres -
ence of vol a tile tox ins (gases, eth a nol, or ganic sol vents, 
car bon mon ox ide, cyanides) and la bile com pounds (ni -
trites and ni trates) is ex cluded. Vol a tile com pounds are
de tected mainly by gas chro ma tog ra phy with flame
ion is ation de tec tion (GC-FID) and GC-MS-EI. Then
screen ing meth ods are ap plied to look for syn thetic or
plant de rived non-vol a tile or ganic com pounds. In the
ini tial stage, these are IE meth ods (cur rently, an en -
zyme-linked immunosorbent assay method – ELISA)
al low ing en com pass ing of cer tain groups of com -
pounds in the anal y sis, mainly am phet amine de riv a -
tives, opium al ka loids, co caine, tetrahydro canna-
binols, benzodiazepines and less fre quently tricyclic
an ti de pres sants. Si mul ta neously, in stru men tal meth -
ods like HPLC (with di ode  array de tec tion – DAD),
LC-MS (most usu ally with at mo spheric pres sure chem -
i cal ion is ation – APCI) as well as GC-MS-EI cov er ing
a broader range of syn thetic and plant de rived or ganic
com pounds, are used. Screen ing meth ods uti lis ing
GC-MS-EI are ap plied af ter trimethylsilyl derivatisa -
tion. Neg a tive re sults ob tained dur ing screen ing anal y -
sis ne ces si tate per formance of fur ther anal y sis to
search for in or ganic poi sons (an ions, semimetals, cor -
ro sive com pounds etc.) and (or) other or ganic poi sons,
which are not de tected in the rou tine an a lyt i cal pro ce -
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dure, e.g. car diac glycosides, mus cle re lax ants, hypo -
glycaemic drugs or LSD. The sig nif i cance of the lat ter
group is dem on strated by the fact that it is fre quently
the tar get of in ter na tional com pe tence tests in qual i ta -
tive screen ing anal y sis (QSA). Lack of data about the
cir cum stances of a crime makes an a lyt i cal pro ce dure
lon ger and more com pli cated as well as gen er at ing
higher costs of the ex per tise due to the ne ces sity to
carry out multi-di rec tion in ves ti ga tions. Lack of in for -
ma tion about the type of drugs ad min is tered dur ing
life-sav ing (emer gency) in ter ven tions makes a tox i -
col o gist per form quan ti fi ca tion of these com pounds.
The lack of de fined ini tial tar gets of anal y sis can re sult
in in cor rect per for mance of the tox i co log i cal anal y sis.
This hap pens in the case of vol a tile poi sons (gases,
phos phides) and quickly de com pos ing poi sons (ni -
trates, pancuronium and other qua ter nary am mo nium
mus cle re lax ants), where the suc cess of the anal y sis
de pends on short stor age of the spec i men, and, fur ther -
more, un der con di tions of deep freez ing.

Ex am ples of non-tar geted tox i co log i cal anal y ses
car ried out in IFR in 2006 are pre sented be low. The re -
sults of these anal y ses are shown in Ta ble I.

3.1. Case 1

From the in for ma tion sub mit ted to gether with the
bi o log i cal spec i men it was known that an el derly male
was ad mit ted to hos pi tal on sus pi cion of a drug over -
dose. Af ter a brief pe riod of hos pi ta li sa tion the man
died. In or der to iden tify the drugs which might have
caused the death, blood and gas tric con tents sam ples
were col lected post-mor tem. Be cause the only in for -
ma tion which could limit the scope of the tox i co log i -
cal anal y sis was the sus pi cion of a drug over dose,
screen ing anal y sis was per formed by means of HPLC-
DAD. Two sep a rate blood ex trac tions were car ried out 
with ethyl ether from acidic so lu tion (pH 3) for acidic
drugs and with ethyl ac e tate from ba sic so lu tion (pH 9) 
for ba sic drugs. As a re sult of this anal y sis, diltiazem,
amioda rone, paracetamol, furosemide and ketoprofen
were de tected in blood. Quan ti fi ca tion of the de tected
com pounds was per formed by means of HPLC-DAD
and LC-MS-APCI. Dur ing LC-MS-APCI anal y sis,
mid azolam was de tected in blood. All the iden ti fied
drugs were found in the gas tric con tents. We sus pected 
that midazolam and furosemide might have been ad -
min is tered to the pa tient in the hos pi tal dur ing life-sav -
ing pro ce dures.

3.2. Com pe tence test in qual i ta tive screen ing
anal y sis (QSA 3/06)

An un con scious fe male was found in a res tau rant
restroom. Traces of vom it ing were dis cov ered at the
scene. Ear lier the woman ac com pa nied by an un known
male had been seen by the res tau rant’s cus tom ers. Wit -
nesses also re ported that the woman had looked
drowsy, and many of them de scribed her be hav iour as
“strange”. The woman was ad mit ted to hos pi tal, where 
she was found to have low blood pres sure. She re -
gained full con scious ness af ter 3 days. The pa tient did
not re mem ber the course of events but sus pected that
her male com pan ion might have added some thing to
her wine. A se rum sam ple col lected af ter ad mis sion to
the hos pi tal to gether with a ques tion about the cause of 
the symp toms were sub mit ted for anal y sis. On ad mis -
sion to hos pi tal, eth a nol was de ter mined in the blood at 
a con cen tra tion of 0.55 g/kg. In con nec tion with the
above, rou tine screen ing anal y sis was per formed tak -
ing into ac count antihypertensive (blood pres sure low -
er ing) agents. Firstly, tests for drugs of abuse (nar cotic
drugs and psychotropic sub stances) by ELISA were
per formed and then anal y ses for the pres ence of var i -
ous me dic i nal drugs by means of HPLC-DAD and
GC-MS-EI were car ried out. As a re sult, no for eign
sub stances were de tected in the se rum. Only fur ther
screen ing anal y sis for date-rape and sex ual as sault
drugs car ried out by LC-MS-APCI [1] re vealed cloni-
dine – a blood pres sure low er ing drug, in the se rum.
This med i cine is abused as a so called date-rape drug.
The ob tained re sults of tox i co log i cal anal y sis cor re -
lated with the symp toms ob served in the vic tim.

4. Tar get anal y ses

4.1. Gen eral com ments

Cov er ing let ters and re quests for anal y sis by po lice
and pub lic pros e cu tors sub mit ted with the spec i mens
are char ac ter ised by scant in for ma tion. In for ma tion
most fre quently in cluded is: sus pi cion of in tox i ca tion
with nar cotic drugs and psychotropic sub stances
(how ever, it is not known whether this term has been
used in the col lo quial or sci en tific sense), me dic i nal
drugs or pes ti cides. Names of the med i cine pack ages
(full or empty) which were found near the vic tim are
rarely listed in the de liv ered doc u men ta tion. Ev ery
piece of in for ma tion about pos si ble prep a ra tion(s)
which might have been taken by the vic tim obliges the
an a lyst to per form anal y sis for this prep a ra tion’s ac -
tive com po nent first. De spite fre quent er rors in writ ing 
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of the prep a ra tion names, pro fes sional knowl edge en -
ables their iden ti fi ca tion. Not un com monly af ter ex -
clu sion of given com pounds, STA is started. Tar geted
anal y ses in multi-drugs in tox i ca tion cases are car ried
out by HPLC-DAD, LC-MS-APCI or LC-MS-MS-
ESI, which are char ac ter ised by lower LOD and LOQ
than screen ing meth ods. They pro vide two el e ments

for iden ti fi ca tion, e.g. re ten tion time and mass or UV
spec trum in one an a lyt i cal pro cess. Be low are de -
scribed cases in which – based on the avail able in for -
ma tion – tar geted anal y sis could be per formed. The
re sults of these anal y ses have been sum ma rised in
 Table I.
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TA BLE I. CONCENTRATIONS OF DRUGS DETECTED IN DESCRIBED CASES AND RANGES OF THERAPEUTIC,

TOXIC AND LETHAL CONCENTRATIONS [10, 13, 14]

De tected drug Unit De ter mined
con cen tra tion
in blood

Ranges of con cen tra tion pKa

Ther a peu tic Toxic Le thal

Case 1

Diltiazem mg/ml 3.4 0.030–0.250 0.8–1 2–8 7.7

Amiodarone mg/ml 5.7 0.5–2.5 > 2.5 – 6.6

Paracetamol mg/ml 9.0 5–25 100–150 200–300 9,5

Furosemide mg/ml 1.5 1–6 25–30 – 3.8

Ketoprofen mg/ml 1.2 1–6 – 1100 4.0

Midazolam mg/ml 72 0.040–0.250 1–1.5 – 6.2

Test QSA 3/06

Clonidine ng/ml 43 1–4 25–50 230 8.3

Ethyl al co hol g/kg 0.55 

Case 2

Propafenone mg/ml 10.4 0.060–1 2–3 > 7.7 nd

Cilazapril mg/ml 28 3–90 – – nd

Sal i cylic acid mg/ml 3.3 20–200 300–350 > 400 3.0

Thiopental mg/ml 2.4 1–5 > 7 10–15 7.6

Digoxine ng/ml + 0.5–0.8 2.5–3 5 nd

Case 3

Mianserin mg/ml 0.209 0.010–0.150 0.5–5 0,1–2,6 7.1

Doxepin mg/ml 0.342 0.010–0.100 0.5–1 2–4 8.0

Bromazepam mg/ml 0.115 0.050–0.200 0.300–0.400 1–2 2.9; 11.0

Verapamil mg/ml 4.5 0.010–0.250 > 1 2.5 8.9

Case 4

Valproic acid mg/ml 31 40–150 150–200 720 4.8

7-aminoclonazepam – + – – – nd

Ethyl alcohol ‰ 3.6 – – – –

“+” – com pound pres ent, con cen tra tion not de ter mined; “–” – com pound not pres ent; “nd” – no data.



4.2. Case 2

The case con cerned sus pi cion of men tal cru elty to
a girl, which re sulted in her sui cide. Blood and urine
sam ples col lected at the au topsy were sent for tox i co -
log i cal in ves ti ga tion. From the avail able doc u men ta -
tion, it was known that me dic i nal prep a ra tions named:
Polfenon, Bemecor, Effox, Nitren dypina, Inhibace,
Amizepin, Prestarium and Cardiopirin were found se -
cured in the girl’s room. Tar geted anal y ses to de tect
ac tive com po nents of these med i cines, that is: propa -
fenone, cilazapril, nitrendipine, methylodigoxin, car-
bama zepine, perindopril and sal i cylic acid were con -
ducted. Anal y sis for isosorbide mononitrate (the ac -
tive com po nent of a prep a ra tion named Effox) was
dis con tin ued be cause it could not be de tected by
means of the ap plied tech niques – HPLC-DAD and
LC-MS-APCI. Due to the small amount of blood sam -
ple (1.5 ml) and the need to de ter mine 7 com pounds,
si mul ta neous anal y ses for sev eral drugs were car ried
out. As a re sult of LC-MS-APCI anal y sis, propapfe -
none and cilazapril were found in blood, sal i cylic acid
and thiopental were con firmed by HPLC-DAD and
digoxin by flu o res cence polar is ation immunoassay
(FPIA). The con cen tra tion of the lat ter com pound was
not de ter mined for sev eral rea sons, namely: the FPIA

method is cal i brated for digoxin and not methyl di -
goxin; more over, an in suf fi cient amount of spec i men
did not al low the de ter mi na tion to be re peated, which
was nec es sary be cause of the se vere de com po si tion of
the blood. In the blood, 4 med i cines which were found
at the scene of death were con firmed, and the con cen -
tra tion of pro pa fe none was very high and lay in the
range of con cen tra tions found in le thal in tox i ca tion
cases of this drug. Due to these re sults of blood anal y -
ses, urine ex am i na tion was per formed in a lim ited
range, con firm ing only the pres ence of sal i cylic acid
and propafenone. Out of the med i cines men tioned in
the case doc u men ta tion, thiopental was found in the
blood at a ther a peu tic con cen tra tion. The pres ence of
this drug in the un changed par ent form with out traces
of its me tab o lite – pento barbital, may at test to a sin gle
re cent ad min is tra tion of this drug. Its de tec tion may
have been the re sult of a life – sav ing pro ce dure at the
scene of the in ci dent when the woman was still alive,
and her con di tion was very se ri ous. Thiopental is of ten 
ad min is tered in se vere con di tions in or der to put a pa -
tient into a so-called phar ma co log i cal coma. Then,
a de crease in ce re bral blood flow, ox y gen de mand of
the brain tis sue as well as intracranial pres sure take
place.
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TA BLE I. CONCENTRATIONS OF DRUGS DETECTED IN DESCRIBED CASES AND RANGES OF THERAPEUTIC,

TOXIC AND LETHAL CONCENTRATIONS [10, 13, 14] (cont.)

De tected drug Unit De ter mined
con cen tra tion
in blood

Ranges of con cen tra tion pKa

Ther a peu tic Toxic Le thal

Case 5

Nordazepam mg/ml 0.096 0.020–0.800 1.5–2 – 3.5; 12.0

Mianserin mg/ml 0.074 0.010–0.150 0.5–5 0.1–2.6 7.1

Perazine mg/ml 28 20–350 > 500 – 8,0

Fluoxetine mg/ml Traces 0.16–0.5 1 6 9,5

Case 6

Zolpidem mg/ml 0.207 0.080–0.200 0.500 2–4 6.2

Hydroxyzine mg/ml 0.149 0.050–0.100 100 39 2.1; 7.1

Case 7

Nordazepam ng/ml 646 20–800 1500–2000 – 8.0

Perazine ng/ml 841 20–350 > 500 – nd

Flupentixol ng/ml 94 0.5–2 – – nd

Pridinol ng/ml 326 nd nd nd nd

“+” – com pound pres ent, con cen tra tion not de ter mined; “–” – com pound not pres ent; “nd” – no data.



4.3. Case 3

A fe male aged 24 died in hos pi tal where she had
been ad mit ted be cause of sus pi cion of a drug over dos -
ing. Just be fore death the woman con fessed to hav ing
taken about 80 tab lets of var i ous med i cines named:
Mianserin, Lexotan, Doxepin and Ketonal. As a re sult
of LC-MS-APCI anal y sis tar geted at mianserin, bro-
ma zepam, doxepin, ketoprofen in blood, the pres ence
of three ac tive com pounds – mianserin, doxepin and
bromazpam in blood was con firmed. More over dur ing
screen ing anal y sis car ried out by HPLC-DAD,
verapamil, which was not men tioned, was de tected in
blood.

4.4. Case 4

Af ter the sud den death of a fe male, blood, urine
and tis sues of in ner organs were sent to IFR to con firm
or ex clude the pres ence of com pounds prov ing drug
over dose. The re quest for the anal y sis was jus ti fied
due to the in for ma tion that the woman had been tak ing
drugs named: Clonazepamum and Depakine.

Head space blood anal y sis per formed to de tect vol -
a tile sol vents re vealed eth a nol. Its de ter mined con cen -
tra tion was 3.6‰ in blood and 4.7‰ in urine. Toxi -
cological anal y sis re vealed valproic acid and 7-amino- 
clonazepam (with out clonazepam) in blood and urine.
These tests con firmed that the woman had been tak ing
the men tioned med i cines, but their subtherapeutic
con cen tra tions and the pres ence of the me tab o lite of
clonazepam only, showed that they had been taken
a long time be fore the mo ment of death. In this case,
eth a nol in tox i ca tion and al co hol – drugs in ter ac tion
were the cause of death, which was stated by the fo ren -
sic pa thol o gist.

4.5. Case 5

The corpse of a fe male was found in the bath room
of her own flat. A blood sam ple was sent to IFR in or -
der to de ter mine the eth a nol con tent and ex clude or
con firm use of drugs or other chem i cals. In the course
of the scene (flat) in spec tion, med i cines, namely Per -
nazinum, Loratadyna, Lerivon and Bioxetin were found
and se cured. As a re sult of the anal y sis, norda zepam,
mianserin, perazine and traces of fluoxetine were de -
tected in blood, which con firmed that the wom an had
been tak ing drugs which have been found in her flat,
ex cept loratadine. The de tected norda zepam was not
among the drugs found at the crime scene. Its pres ence
could have been the re sult of tak ing this drug it self or
the met a bolic prod uct of di az e pam. All found con cen -

tra tions of the med i cines lay in the ther a peu tic con cen -
tra tion ranges. The state ment of the fo ren sic pa thol o -
gist con cern ing the cause of death has not been seen by 
the au thors of this pa per.

4.6. Case 6

The case con cerned the sud den death of a male as
a re sult of hy po ther mia. The corpse of the man was
found in a for est. Au topsy ma te rial was sub mit ted in
or der to check if “there are sed a tive and nar cotic
agents in it” and to an swer the ques tion as to whether
“the de tected drugs could have caused death some
time af ter their con sump tion or dis turbed con scious -
ness (e.g. in duced a sud den sleep), which, sub se -
quently, to gether with a low tem per a ture caused death
due to hy po ther mia”. Dur ing the in spec tion of the
scene of the crime, empty pack ages of med i cine: Nitra -
zepam, Estazolam, Stilnox, Doxepin and empty bot tle
of Hydroxyzinum were found. LC-MS-APCI anal y sis
re vealed zolpidem and hydroxyzine in blood at lev els
slightly ex ceed ing the ther a peu tic range. In this case,
death caused by drug in tox i ca tion was ex cluded. The
med i cines might have con trib uted to caus ing the man
to fall asleep in the for est at a low tem per a ture, and
con se quently caused his death due to hy po ther mia.

4.7. Case 7

The di rect cause of death of a fe male was drown -
ing. Tox i co log i cal anal y ses of blood were sup posed to
clar ify whether the woman at the mo ment of drown ing
was un der the in flu ence of drugs. It was es tab lished
that the woman had taken Cloranxen, Pridinol,
Pernazinum and Fluanxol. The pub lic pros e cu tor’s of -
fice re quested IFR to per form anal y sis and is sue a writ -
ten opin ion con cern ing the pres ence of ethyl al co hol
and psychotropic drugs in blood as well as to an swer
whether con cen tra tions of de tected drugs were within
ther a peu tic or le thal ranges. Per form ing LC-MS-APCI 
con firmed in ges tion of the drugs men tioned in the
anal y sis re quest. Nordiazepam was de tected, whose
pres ence may have been due to the me tab o lism of
dipotassium clorazepate, other benzodiazepines or in -
ges tion of a med i cal prep a ra tion con tain ing the ac tive
com po nent it self. More over, perazine and flupentixol
were de tected in the blood, both at toxic con cen tra -
tions. Ref er ence val ues for ther a peu tic, toxic and le -
thal con cen tra tions for pridinol, which was de tected in
the body, were not ob tained.
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5. Re sults

The re sults are pre sented in Ta ble I. 

6. Dis cus sion of the re sults

Prob lems that tox i col o gists face in rou tine work
have var i ous sources. If there is a lack of in for ma tion
about the cir cum stances of the crime it is al ways pos si -
ble to con tact per sons in charge of the ini tial pre pa ra -
tory pro ceed ings. How ever, ob tain ing in di vid ual
pieces of in for ma tion, taken out of the con text of the
whole case, re lat ing to toxic agents men tioned in ini -
tial find ings can be come the cause of false con clu sions 
(pit falls) in ex pert re ports due to the ap pli ca tion of
very sen si tive an a lyt i cal meth ods. An ex am ple is de -
tec tion of zolpidem in the un changed form, which has
a very short bi o log i cal half-life time (1.4–4.5 h), sev -
eral days af ter its pos si ble ad min is tra tion. This case
was eval u ated in IFR based on the case re cords. As
a con se quence, of this re sult of tox i co log i cal anal y sis,
the case lasted sev eral years. 

In many cases tox i co log i cal anal y sis can not be
lim ited to the in for ma tion given by pa tients about in -
gested med i cines and to drugs whose traces and (or)
empty pack ages were found at the scene of the in ci -
dent. In four out of seven cases de scribed in this ar ti -
cle, at least one drug not men tioned in anal y sis re quest
doc u ments was iden ti fied. In case 1, it was midazolam
at a very low con cen tra tion, in case 2 – thiopental. In
case 3 – the med i cines men tioned by the woman, on
which she was sup posed to have over dosed did not ex -
plain the death, and the verapamil de tected dur ing the
anal y sis was the ba sis for the fo ren sic pa thol o gist to
draw con clu sions that the death was caused by drug in -
tox i ca tion. In case 5 loratadine which was found in the
flat, was not de ter mined in the blood col lected post-
mor tem.

Ini tial sam ple prep a ra tion is of great im por tance for 
tox i co log i cal anal y sis. The LLE method, de pend ent
on pH, and with prep a ra tion of two ex tracts, was used
for screen ing anal y sis. Due to the vari able acid ity in -
dex val ues (pKa) (Ta ble I), not all acidic and ba sic
com pounds were ex tracted with the high est ef fi ciency
at pH 3 and 9, re spec tively. For the screen ing meth ods, 
the most im por tant fac tor is ex trac tion re peat abil ity for 
a broad range of com pounds. Mau rer [7] in his de vel -
oped screen ing pro ce dure ap plied ex trac tion at one pH 
value (pH 8–9). One should bear in mind that when
utilising LLE and SPE screen ing meth ods, many of the 
very toxic com pounds e.g. car diac glycosides, baclo -
fen or ni trates will not be iden ti fied. A com plex bi o -

log i cal ma trix ne ces si tates the mon i tor ing of at least
two ions – pseudomolecular and par ent when ap ply ing 
LC-MS anal y sis to iden ti fi ca tion of a xenobiotic.
Frag men ta tion of com po nents of the ma trix can lead to 
the cre ation of a ran dom ion of a mass cor re spond ing
to a cer tain xenobiotic. LC-MS-MS method pro vides
more re li able re sults. 

De vel op ment of a method for iden ti fi ca tion of
xenobiotics found in bi o log i cal spec i mens in low con -
cen tra tions [1], e.g. crime fa cil i tat ing drugs, al lowed
the de tec tion of clonidine in se rum which was the sub -
ject of a qual i ta tive screen ing anal y sis proficiency test
(QSA 3/06). Rou tinely used HPLC-DAD and GC-MS- 
EI (af ter trimethylsilyl derivatisation of the ex tract)
were not sen si tive enough. De ter mi na tion of a par ent
com pound to gether with its me tab o lite makes the anal -
y sis more re li able and al lows broader in ter pre ta tion of
the re sult. From the pres ence of only the par ent com -
pound in the bi o log i cal spec i men, in fer ences can be
made con cern ing re cent ad min is tra tion (case 2), tem -
po rary with drawal of phar ma co log i cal ther apy and in -
ges tion of a sin gle dose, which can lead to an in crease
in drug tox ic ity.

The iden tity of a drug that has been taken can not al -
ways be un am big u ously es tab lished. In the de scribed
cases (5 and 7), such a sit u a tion oc curred in the case of
nordazepam, which is a me dic i nal drug it self and also
the prod uct of the me tab o lism of many benzo dia ze -
pines e.g. di az e pam and clorazepate.

The amount of the ma te rial which is de liv ered for
anal y sis is also cru cial. 1.5 ml of au topsy blood
(case 2) is not only an in suf fi cient vol ume to per form
a multi-tar get in ves ti ga tion, but also may not be rep re -
sen ta tive of the whole pool of blood, es pe cially since
the col lec tion site is not known.

The tox ic ity of xenobiotics de pends on in ner and
ex ter nal fac tors of the or gan ism, but in di vid ual sen si -
tiv ity also plays a big role. The an a lyst usu ally re fers
de ter mined con cen tra tions to ther a peu tic lev els of the
drugs, nor mal, phys i o log i cal or en dog e nous con cen -
tra tions of other com pounds, and to toxic and fa tal lev -
els. Due to the var i ous ways of in tro duc ing the xeno -
bi otic into the body, the pos si bil ity of the oc cur rence
of ad dic tion, tol er ance, tem po ral ab sti nence and tox i -
co log i cal in ter ac tions, this com par i son is not al ways
cor rect. Post-mor tem ma te rial dif fers very much com -
pared to that col lected from liv ing in di vid u als. Au -
topsy blood is a non-ho mo ge neous mix ture of red
blood cells that have been hemolysed to vary ing ex -
tents, pro teins and ions. The con cen tra tion which is
de ter mined in the au topsy blood does not com pletely
re flect the con cen tra tion at the time of death. Re fer ring 
such a con cen tra tion to the ther a peu tic range is some -
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thing of an es ti ma tion. In the pre sented cases, in blood
sam ples col lected from three in di vid u als, con cen tra -
tions of all de tected drugs were within the ther a peu tic
range, two dead in di vid u als had at least one drug in the 
toxic range, and an other three had at least one drug in
con cen tra tion ranges which are found in fa tal sin gle
com pound in tox i ca tion cases

A high con cen tra tion of drug is not al ways the re -
sult of an over dose. It can be due to its post-mor tem re -
dis tri bu tion or ad min is tra tion of a ther a peu tic dose just 
be fore death. The need for ver i fi ca tion of the lat ter
sug ges tion was pointed out in the elab o rated ex pert
opin ions con nected to case no 1 and 2.

7. Sum mary

When deal ing with cases where there is a lack of
knowl edge con cern ing the cir cum stances and facts
(sur round ing the case), the tox i co log i cal an a lyst needs
to carry out a multi-tar get in ves ti ga tion. In cases which 
have de fined tar gets, af ter ex clu sion of sug gested
xeno biotics, STA is of ten needed. The symp toms of
the in tox i cated per son can nar row the scope of tox i co -
log i cal anal y sis. The ap plied screen ing meth ods
(HPLC-DAD, GC-MS-EI and LC-MS) are ef fi cient
enough to de tect drugs of dif fer ent chem i cal char ac ter -
is tics in ther a peu tic and subtherapeutic lev els. A broader
in ter pre ta tion of the re sults of the tox i co log i cal anal y -
sis is pos si ble pro vided the cir cum stances of the in ci -
dent (crime) are known.
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1. Wst êp

Anal iza che miczna jest ka mien iem wê giel nym tok -
syk olo gii s¹do wej i kli niczn ej. W tok syk olo gii kli niczn ej
wy nik anal izy najc zêœ ciej s³u¿y do celów  diagnostycz -
nych, ale w przy padk ach ho spit ali zac ji po szkod owa nych, 
ofiar i napastników ró¿nych dzia³añ przestêpczych, wy -
nik anal izy po win ien po sia daæ wa rto œæ do wod ow¹. Wó w -
cz as tok syk olo gia kli niczna sta je siê s¹dow¹. Z anali -
tycz nego punk tu wi dzen ia wa rtoœæ do wod owa wy niku
anal izy tok syk olo gic znej zal e¿y od me tody za stos owa nej 
do oz nacz eñ oraz ro dzaju ma ter ia³u po bran ego do ba dañ.
Anal ityk pos³uguje siê me tod ami prze siew owy mi, uzys -
kuj¹c wy niki ws têp ne, czy li nie jedn ozn aczne (ujemne
i do datn ie), z kt órych do datn ie we ryf iku je me tod ami po -
twierd zaj¹cymi. Wy bór od pow iedni ego ma ter ia³u do ba -
dañ za le¿y od uw aru nkowañ praw nych i na ukow ych,
kt óre s¹ ze sob¹ œc iœle powi¹zane. Wy bór ten de term inu je 
w g³ów nej mie rze czas, jaki up³yn¹³ od prz yjêcia œro dka
do po bran ia ma ter ia³u oraz miej sce prze prow adz enia ba -
dan ia (la bor ato rium kli niczne, s¹dowe i miej sce  zdarze -
nia). W ró¿ nych ma ter ia³ach wy stê puj¹ ró ¿ne zwi¹zki –
ma cier zyste i me tab oli ty ak tywne, kt óre wp³ywaj¹ na
pro cesy ¿yciowe – oraz me tab oli ty nie akt ywne, któ rych
obe cno œæ mo¿e œwi adc zyæ o od leg³ym w cza sie prz yjêciu
œro dka. 

Ko ñco wym etap em pra cy jest in terp reta cja wy ników
w ko ntek œcie hi stor ii przy padku oraz po zos ta³ego  mate -
ria³u do wod owe go. In terp reta cja ta dla po trzeb  orzecz nic -
twa s¹do wego jest co raz szer sza. Opró cz po twierd zenia
lub wy kluc zenia pr zyjê cia kse nob ioty ku, ak tua lnie  czê s -
ty mi pro blem ami do roz wi¹za nia s¹: oszac owa nie daw ki
i ustal enie dro gi (czyn ne przy jêcie, bier ne nara ¿enie)
wpro wad zenia œrod ka (THC, am fet ami ny, ko kai na) do
or gan izmu, ok reœ len ie cza su ostatn iego przyjê cia, wy -
kluc zenie pr zyjê cia po wy padku, ustal enie Ÿród³a po -
chod zenia (z le czen ia, z die ty, w celu wpro wad zenia siê
w stan odu rzen ia) wy kaz ane go w or gan izm ie œr odka,
prze prow adz enie ra chunku re tros pekty wnego oraz wy -
pow iedz enie siê o ce low oœci do kon ania eks hum acji, aby
ust aliæ obe cno œæ kse nob iot yków (fe not iazy ny, am fet ami -
ny, LSD, THC).

Bieg³y tok syk olog anal ityk in terp retu je wy nik anal izy 
w ra mach swo ich kom pet encji. Nie wy pow iada siê o od -
pow iedz ialnoœci kar nej (ro dzaju kary, czy nu, osk ar¿enia,
za kazu) ani o ok reœ lonym za chow aniu kon kretn ej osoby,
nie wy daje te¿ opin ii o przy czyn ie zgo nu. Rozstrz yg ni ê -
cie tych pro blemów le¿y w kom pet encji od pow iednio or -
ganu orzek aj¹cego i le kar za, a me ryt ory czna ocena s³usz- 

 noœci wnio sków w przy padku sprzecz nych sta now isk
dwó ch bieg³ych nal e¿y wy³¹cznie do s¹du.

Ce lem pra cy by³o przed staw ienie skute czno œci  aktu -
al nie do stê pny ch tech nik anal ity cznych do wy kryw ania,
ident yfi kac ji i oznac zania zwi¹zków che miczn ych w ma -
ter iale bio log icznym uznaw anym za kla syczny, tj. pró -
bach krwi po bran ych w cza sie sek cji zw³ok osób, któ rych 
zgon zwi¹zany by³ z ró¿ nymi sy tua cjami. 

Po stê powan ie anal ity czne jest uzal e¿n ione od ro dzaju 
po staw ione go pro blemu. Nie znane oko licz noœci  zdarze -
nia wy mag aj¹ za stos owa nia ró ¿nych tech nik anal ity cz -
nych w celu objê cia anal iz¹ sze rok iej gamy zwi¹zków
o ró¿n ym cha rakt erze che miczn ym. W spra wach  ukie -
run kowanych na kon kretny zwi¹zek sto suje siê dwie nie -
zal e¿ne me tody. Przy oprac owa niu eks pert yzy, w któ rej
zna ne s¹ tyl ko ob jawy dzia³ania nie znan ego czyn nika
tok syczn ego, szc zegól nej wagi na biera nie tyl ko  umie -
jêtnoœæ pos³ugiw ania siê tech nik ami kom plem enta rnymi, 
ale wie dza z za kresu me dyc yny, far mak olo gii i far mak o -
ki net yki. 

Me tody prze siew owe wy kor zyst uj¹ce re akc je im mu -
n o ch emic zne (IE) s¹ prze znac zone do wy kryw ania ogra -
n icz onej licz by zwi¹zków lub tyl ko grup zwi¹zków, s¹
ma³o spe cyf iczne, ma³o czu³e, ale bar dzo szyb kie. Inne
me tody prze siew owe, tzw. in strum enta lne, czy li wy sok o -
sp rawna chro mat ogr afia cie czowa – HPLC,  chromato -
gra fia ga zowa – GC i chro mat ogr afia cien kow arst wowa – 
TLC z ró¿n ymi ro dzaj ami de tekc ji s¹ bar dziej spe cyf icz -
ne, ale mniej czu³e ni¿ me tody po twierd zaj¹ce lub  ukie -
runkowane. 

Licz ba zwi¹zków ko nieczn ych do ob jêcia anal iz¹
prze siew ow¹ sta le wzra sta. Od zna nych od za ran ia dzie -
jów tok syczn ych zwi¹zków mi ner alny ch lub po chod ze nia
ro œlin nego i in nych tok syn do zwi¹zków syn te t yczny ch,
z któ rych pierw sze zo sta³y wy prod uko wane na prze³omie 
XIX i XX wie ku. Obecn ie wo bec 13 mln zwi¹zków che -
miczn ych  zare je strowanych w „Che mic al Abs tract Se r -
vice” oko³o 100 ty siêcy z nich jest istotna z tok syko-
lo giczn ego punk tu wi dzen ia. Nie jest mo ¿liwe ob jêcie
jed nym pro ces em anal i ty cznym ta kiej licz by zwi¹zków.
Zwi¹zki tok syczne mo¿ na skl asyfi kowaæ na ró¿ ne spo -
soby, np. al fab ety cz nie, pod wz glê dem dzia ³ania  farma -
kologicznego ( trój pierœcieniowe leki prze ciw d epr esyj ne,
prze ciw drgawk owe) lub bu dowy che miczn ej (ben zod ia -
ze piny, bar bit ura ny, fe not iazy ny). Do ce lów  systema -
tycz nej anal izy tok syk olo gic znej (STA) naj leps zy wy -
daje siê po dzia³ zwi¹z ków na gru py ze wzg lêdu na ro dzaj
tech niki, za po moc¹ kt órej mo ¿na je wy osobniæ z  ró¿ -
nych ma tryc bio log icz ny ch. Umo ¿li wia to utwor zenie
6 za sadn icz ych grup (ry cina 1): 
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– gazy i lotne zwi¹zki, które mo¿na wyosobniæ za po -
mo c¹ dyfuzji do fazy nadpowierzchniowej;

– trudno lotne zwi¹zki organiczne, dla których naj -
korzystniejsze jest zastosowanie zale¿nej od pH eks -
trakcji rozpuszczalnikami organicznymi (LLE) lub
przesiewowej techniki ekstrakcji do fazy sta³ej (SPE);

– metale i niemetale, które wymagaj¹ zastosowania ró¿ -
nych technik mineralizacji (na mokro, przez spopie -
lanie, wspomaganej mikrofalami);

– toksyczne aniony izolowane przez dializê;
– pestycydy, pomimo ¿e wiele z nich wymaga zasto -

sowania okreœlonej procedury wyosabniania, bo po -
stê powanie ogólne nie jest skuteczne; 

– toksyny i liczna grupa zwi¹zków, np. czwarto rzê -
dowe zasady amonowe lub dioksyny, które wymagaj¹ 
zastosowania specjalnych technik wyosabniania, jak
technika par jonowych, ¿ywic jonowymiennych, two -
rzenia pochodnych, ekstrakcji ci¹g³ej, str¹cania i za -
gêszczania. Wykrycie lub wykluczenie obecnoœci
sze rokiego spektrum zwi¹zków z ka¿dej z tych grup
w materiale biologicznym wymaga zastosowania co -
raz czulszych technik instrumentalnych. 
No woc zesne tech niki in strum enta lne, zw³asz cza spr zê-

 ¿enia chro mat ogr afii ga zow ej lub cie czow ej ze  spek tro -
metri¹ mas (GC-MS lub LC-MS) z frag ment acj¹  poje -
dyncz¹ (MS) i po sobn¹, tzw. tan dem ow¹ (MS-MS),
z ró¿ nymi ro dzaj ami jo niz acji (elekt ronow¹ – EI, che -
miczn¹ – CI, przez elekt roro zpyl anie – ESI, fotoj oniz a -
cjê – APPI) pro wadz¹cymi do po wstaw ania jo nów do -
dat nich i ujemn ych oraz ró¿ny mi try bami mo nit oro wan ia
tych jo nów (ca³ko wity pr¹d jo nowy – TIC, wy brane jo -
ny – SIM, ma cier zyste – PIS, jony po tomne – DIS, wy -
brane re akc je – SRM), po zwal aj¹ w jed nym pro ces ie
anal ity cznym rozd zie liæ mies zan inê zwi¹zków, zide nty -
fikow aæ posz cze gólne jej sk³ad niki oraz oz nac zyæ je
w  stê ¿eniach rz êdu pi kog ramów w ki lku dziesiêciu mi -
krol itr ach lub mi lig rama ch ma ter ia³u. Me tody wy kor zy -
st uj¹ce te tech niki wy mag aj¹ ws têp nego, wie lo e tapo we-
go (hy drol iza, eks trakc ja, de ryw aty zac ja) przy got owa nia
biop rób ki, za stos owa nia od pow iedni ch ma ter ia³ów
wzor cow ych i re fer ency jnych oraz wy znac zenia pa rame -
trów wa lid acy jnych, kt óre za pewn iaj¹ ko ntro lê ca³ego
pro cesu anal ity cznego. Staj¹ siê one bar dzo cza so ch³on -
ne i kosz towne. Uleps zone roz wi¹za nia kon strukc yjne
ana lizato rów mas (kwa drup ola – Q, pu³apki jo now ej –
IT, po tró jnego kwa drup ola – Q3, cza su prze lotu – TOF,
re zon ansu cy klot rono wego z trans form acj¹ Fo uriera –
ICR-FT), um o¿liw iaj¹ ob ni¿en ie gra nic wyk rywalnoœci
(LOD) do bar dzo ni skich wa rtoœci. Przy anal izie co raz
wi êkszej licz by œrod ków w tak ni skich st ê¿eniach mo ¿na
na potkaæ na ró ¿ne pu³apki me tod yczne. 

Anal ity cy u¿yw aj¹ ró¿n ych stra teg ii przy anal izie
tok syk olo gic znej. W la bor ato ria ch kli niczn ych  najczêœ -
ciej sto suje siê od dzieln¹ pr ocedurê dla ka ¿dego zwi¹zku. 
W la bor ato ria ch s¹do wych oprac owu je siê me tody prze -

siew owe sk³adaj¹ce siê z jed nej pro ced ury wst êpn ego
przy got owa nia prób ki, ale ró¿n ych tech nik koñc owego
oznac zenia (GC, HPLC i co raz rza dziej TLC). Ze wzg lê -
du na wzra staj¹c¹ licz bê anal iz, co raz cz êœciej oprac owu -
je siê me tody prze siew owe obejm uj¹ce sze rok ie spek -
trum zwi¹zków, me tody, kt óre s¹ otwarte, czy li po zwal a -
j¹ na suk ces ywne w³¹cza nie no wych an alitów [5, 6, 11].
 Najbar dziej do tychc zas uniw ersa ln¹ meto dê wy kryw ania 
i iden t yfi kac ji po nad 2000 zwi¹zków (le ków i ich me -
tabolitów z 20 grup far mak olo gic znych) w jed nym eks -
trakc ie (pH 8–9) z mo czu oprac owa³ Mau rer i in. [7],
 wykorzy stu j¹c tec hnikê GC-MS-EI. Ger gov i in. [3] za -
stos owa li me todê LC-MS-MS (z Q3), obejm uj¹c anal iz¹
 przesie wow¹ 238 zwi¹zków we krwi, a me toda oprac -
owa na przez Mu ell era i in. [8] z za stos owa niem tech niki
LC-Q-IT-MS-MS po zwala³a na ob jêcie anal iz¹ prze sie -
w ow¹ 301 zwi¹zków w su row icy. Al der i in. [2]  opra c o -
wa li i porów nali dwie me tody – LC-MS-MS i GC-MS-EI –
ident yfi kac ji 500 najcz êœc iej sto sow any ch pes tyc ydów. 

Me tody prze siew owe nie do tycz¹ tyl ko zwi¹zków or -
gan iczny ch. Tech nika atom owej spek trom etr ii emis yjnej
z plazm¹ sprzê¿on¹ in dukc yjnie (ICP-OES) lub spek -
trom etr ia mas z jo niz acj¹ plazm¹ wzbu dzon¹ in dukc yjnie 
(ICP-MS) um o¿li wia w jed nym pro ces ie anal ity cznym
objê cie anal iz¹ oko³o 70 pier wiastków, a ich kon kretna
licz ba jest uzal e¿niona od licz by wzor ców, któr ymi dys -
pon uje anal ityk. 

W prak tyce tok syk olo gic znej czê sto no tuje siê przy -
padki zatr uæ mie szan in¹ ró¿ nego ro dzaju le ków lub œrod -
ków tok syczn ych, co sta nowi pow a¿ny pro blem ana -
li tyczny. Wy nika on przede wszyst kim z koniec znoœci
wy kryc ia i oznac zenia kil ku zwi¹zków o ró¿ nym  charak -
terze che miczn ym, w ma ter iale, na jcz êœci ej krwi i (lub)
mo czu, do stêpnym w nie wielk ich ilo œciach. Du¿ ym wy -
zwan iem jest po stêp owanie z ma ter ia³em bio log icznym
przy bra ku ja kichk olwi ek in form acji do tycz¹cych oko -
licz noœ ci zda rzen ia. Przy za truc iach kil koma zwi¹zka mi
mo¿ na spo dziewaæ siê wyst¹pie nia ni skich st ê¿eñ po -
szczególnych sk³ad ników mie szan iny w bio prób kach. In -
terp reta cja uzys kany ch wyni ków w od nies ieniu do ciê¿ -
koœ ci za truc ia sta je siê wów czas bar dzo skom plik owa na. 

W pra cy scha rakt ery zow ano post êpow anie tok syk o -
lo ga anal ity ka, bior¹c pod uwagê ró¿ne ro dzaje  eksper -
tyz. Opis ano przy padki, w któr ych nie zna no ust aleñ
z pos têpo wania przy got owa wczego oraz znacz nie ³at -
wiejs ze, ukier unko wane na kon kretne zwi¹zki. Zwróco -
no uwa gê na zna czen ie obj awów wys têpuj¹cych u za tru -
tego, kt óre mog¹ za wêziæ ob szar po szukiwañ tok syk olo -
gic znych. 

2. Ro dzaje spraw

W prak tyce In styt utu Eks pert yz S¹do wych w Kra -
kow ie (IES) za truc ia z³o¿ one sta nowi¹ istotn¹ czêœæ ru -
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tyn owej pra cy tok syk olo ga anal ity ka. Wœród tego ro dza-
ju spraw za rej est rowan ych w 2006 roku naj liczn iejsz¹
gru pê sta nowi³y przy padki na des³ane bez ¿a dnych in -
form acji o ok olic zno œciach zda rzen ia. Do dru giej gru py
za lic zono ta kie, w kt órych mo ¿liwe by³o ukier unko wan ie 
badañ na pod staw ie da nych za wart ych w do kum enta cji.
Nie jedn okr otnie po wy kluc zeniu ob ecno œci za sug ero wa -
n ego œr odka tok syczn ego ko nieczne by³o przyst¹pie nie
do STA. Nas têpn¹ gru pê two rzy³y spra wy, w któr ych
opis ano ob jawy za truc ia. W tych przy padk ach  ukie run -
kowanie badañ przez anal ity ka by³o z regu³y traf ne. Licz -
n¹ grupê sta nowi³y spra wy do tycz¹ce b³êdu w sztu ce
 lekar skiej, a za dan iem bieg³ego tok syk olo ga by³o  po -
twier dzenie lub wy kluc zenie mo ¿liw oœci przedaw kow a -
nia le ków po daw any ch na jcz êœc iej przy za bieg ach opera - 
cyj nych. Naj trudn iejsze do za szer ego wan ia by³y przy -
padki na des³ane do ba dañ na ob ecnoœæ pe stycydów, co
wo bec oko³o 900 [12] ró ¿nych sk³ad ników czyn nych
obec nie sto sow any ch do pro dukc ji pre para tów ochrony
roœlin na œwiecie, a 1120 prepar atów ochrony roœlin  do -
puszczo nych do ob rotu w Pol sce [9], ukier unko wan ie
czy ni³o dos yæ pro blem aty cznym. 

3. Anal izy nie ukier unko wane

3.1. Uwagi ogól ne

Przy nie znan ych ustal eni ach fak tyczn ych w spra wie
(okol icznoœci zda rzen ia, ogl êdzi ny miej sca zda rzen ia,
wiek ofiary, ro dzaj tru ciz ny, czas, jaki up³yn¹³ od nar a¿e -
nia) ma ter ia³ bio log iczny – g³ówn ie krew i (lub) mocz,
co raz rza dziej wy cinki – pod daw any jest STA. W pierw -
szej kolej noœci wy kluc za siê ob ecno œæ tru cizn lot nych
(gaz ów, etan olu, rozp usz czalników or gan iczny ch, tlen ku 
wêgla, cyja nków) i zwi¹zków szyb ko rozk³adaj¹cych siê
(azot ynów i azot anów). Tru ciz ny lot ne s¹ wy kryw ane
i oznac zane g³ównie me tod¹ chro mat ogr afii ga zow ej
z de tekcj¹ p³omien iowo-jo niz acy jn¹ (GC-FID) oraz me -
tod¹ GC-MS-EI. Na stêpnie sto suje me tody prze siew owe
dla trud no lot nych zwi¹zków or gan iczny ch po chod zenia
ro œlin nego i syn tet yczne go. We wst êpn ym etap ie s¹ to
me tody IE (obecn ie me toda im mun oso rbcyj na ELISA)
po zwal aj¹ce na ob jêcie anal iz¹ zwi¹zków z okre œlonych
grup, g³ównie po chodn ych am fet ami ny, al kal oid ów
opium, ko kai ny, te trah ydr okan nabi noli, ben zod iaze pin,
rza dziej tró jpierœcieniowych lek ów prze ciwd epr esyj -
nych. Równ oleg le wy kor zyst uje siê me tody  instrumen -
tal ne – HPLC (z de tekcj¹ dio dow¹ – DAD), LC-MS
(naj czêœciej z jo niz acj¹ che miczn¹ pod ciœ nieniem at -
mosf ery cznym – APCI) oraz GC-MS-EI, obejm uj¹ce
szer sze spek trum tru cizn or gan iczny ch po chod zenia ro -
œlin nego i syn tet yczne go. Ba dan ia prze siew owe me tod¹
GC-MS-EI pro wad zi siê po prze prow adz eniu anal itów
w tri met ylo sil ylo we pochodne. 

Ujemne wy niki tych ba dañ po wod uj¹ ko nie cznoœæ
prze prow adz enia dal szych anal iz na obec noœæ tru cizn
nie organ iczny ch (aniony, me tale, pó³me tale, zwi¹zki ¿r¹ - 
ce, itp.) i (lub) in nych tru cizn or gan iczny ch, kt óre nie s¹
wy kryw ane w toku ru tyn owe go po stê pow ania anal ity cz -
nego, np. glik ozy dów na serc owy ch, œr odków zwiot cza -
j¹cych miêœn ie, leków hi pog like mic znych czy te¿ LSD.
O is tot noœci tej ostatn iej gru py zwi¹zków œwi adczy fakt,
¿e czê sto sta nowi ona przed miot miêdz ynarodowych tes -
tów kom pet encji z za kresu ja koœc iowej anal izy  przesie -
wo wej (QSA). 

Brak da nych o ok olicznoœciach zda rzen ia kom plik uje 
i wyd³u¿a tok pos têpo wan ia anal ity cznego oraz podwy ¿ -
sza kosz ty eks pert yzy ze wzg lêdu na kon iecz noœæ pro -
wad zenia wie lok ieru nkow ych bad añ. Nie zna jomo œæ ro -
dza ju le ków po daw any ch pa cjent om pod czas zab iegów
ra tuj¹cych ¿y cie spra wia, ¿e tok syk olog wy kon uje anal i -
zy iloœ cio we tych leków.

Brak ukier unko wan ia badañ mo¿e równi e¿ staæ siê
przy czyn¹ nie praw id³owego wy kon ania anal izy tok syk o -
lo gic znej. Ma to miej sce w przy padku tru cizn lot nych
(gazy, fos forki) i szyb ko rozk³adaj¹cych siê (azot any,
pan kur oni um i inne œro dki zwiot czaj¹ce miêœn ie o bu -
dow ie cz war torzêdowych za sad amon owy ch), kie dy
o po wod zeniu anal izy de cyd uje kr ótki okres prze chow y -
wa nia ma ter ia³u i to w sta nie g³êbo kiego zam ro¿enia. 

Pon i¿ej przed staw iono przyk³ady  nieukierunkowa -
nych anal iz tok syk olo gic znych oprac owa nych w IES
w 2006 roku. Wy niki tych anal iz ze staw iono w ta beli I.

3.2. Przy pad ek 1

Z in form acji na des³anych wraz z ma ter ia³em  biolo -
gicznym wia domo by³o, ¿e mê¿ czy zna w po desz³ym wie -
ku zo sta³ pr zyjêty do szpi tala z po dejr zeni em za truc ia
le kami. Po bar dzo kró tkiej ho spit ali zac ji  mê¿ czyz na zmar³.
Pod czas sek cji zw³ok po brano pr óbê krwi i tr eœæ ¿o³¹d -
kow¹ w celu ustal enia obecn oœci leków, które mog³y byæ
przy czyn¹ zgo nu. 

W zwi¹zku z tym, ¿e je dyn¹ in form acj¹ za wê¿aj¹c¹
za kres anal izy tok syk olo gic znej by³o po dejr zenie  zatru -
cia le kami, prze prow adz ono ba dan ia prze siew owe me -
tod¹ HPLC-DAD. Wy kon ano dwie od dzielne eks trakc je
krwi eter em etyl owym ze œrod owi ska kwaœ nego (pH 3)
w kie runku wy kryc ia lek ów o cha rakt erze kwa œnym oraz
octa nem etylu ze œrod owiska al kal iczne go (pH 9) dla le -
ków o cha rakt erze za sad owym. W wy niku tych anal iz
w na des³anej krwi stwier dzono obecno œæ dil tiaz emu,
ami oda ronu, pa rac eta molu, fu ros emi du oraz ke top rofe -
nu. Anal izy iloœ cio we wy kryt ych zwi¹zków prze prow a -
dz ono, sto suj¹c me tody HPLC-DAD oraz LC-MS-APCI. 
W trak cie ozna czeñ me tod¹ LC-MS-APCI wy kryto we
krwi ob ecno œæ mi daz ola mu. W tr eœci ¿o³¹dkow ej  wyka -
za no wszyst kie wy¿ej wy mien ione leki z wyj¹tkiem mi -
daz ola mu. Po dejr zewa no, ¿e mi daz olam i fu ros e mid mo-
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 g³y byæ poda ne cho remu w szpi talu w cza sie zab iegów ra -
tow ania ¿ycia. 

3.3. Test kom pet encji z za kresu ja koœc iowej anal izy
prze siew owej (QSA 3/06)

Nie przyt omna ko bieta zo sta³a zna lez iona w re staur a -
cy jnej to al ecie. Na miej scu ujawn iono œlady wy mioc in.
Wc zeœn iej ko bieta by³a wi dziana przez goœci re staur acji
w to war zyst wie nie znan ego mê¿ czyz ny. Œwiad kow ie po -
daw ali ró wni e¿, ¿e ko bieta wygl¹da³a na senn¹, a wie lu
z nich okr eœli³o jej za chow anie jako dziw ne. Ko bieta tra -
fi³a do szpi tala, gdzie stwier dzono u niej ni skie ci œnienie.
Pe³n¹ œw iadomoœæ od zys ka³a po 3 dniach. Pa cjentka nie
pa miêta³a prze biegu zdar zeñ, lecz po dejr zewa³a, ¿e to -
war zysz¹cy jej mê ¿cz yzna móg³ do daæ jej coœ do wina.
Do ba dañ na des³ano su rowicê krwi po bran¹ po pr zyjêciu
do szpi tala wraz z za pyt ani em o pr zyc zynê ob jaw ów.
Przy pr zyj êciu do szpi tala oznac zono al koh ol etyl owy we 
krwi w stê¿ eniu 0,55 g/kg.

W zwi¹zku z powy ¿sz ym przyst¹pio no do  rutyno -
wych ba dañ prze siew owy ch ze szcz egól nym  uwzglêd -
nie niem œrod ków obni ¿aj¹cych ciœn ienie krwi. W pierw -
szej kolej noœci wy kon ano anal izy w kie runku obe cnoœ ci
œro dków odu rzaj¹cych i sub stanc ji psy chot ropo wych me -
tod¹ ELISA, a na stêpnie na ob ecnoœæ ró ¿nego ro dzaju le -
ków me tod ami HPLC-DAD i GC-MS-EI. W wy niku
tych ba dañ w su row icy nie stwier dzono ¿adnych ob cych
sub stanc ji. Do piero ba dan ia skry ning owe na obec noœæ
œrod ków sto sow any ch w celu wy kor zyst ania sek sua lne -
go, wy kon ane me tod¹ LC-MS-APCI [1], wy kaza³y w su -
row icy ob ecn oœæ klo nid yny, leku obn i¿aj¹cego ciœ nie nie
têt nic ze krwi. Lek ten bywa nad u¿y wany jako tzw. date-
rape drug, czy li œro dek u³atwiaj¹cy wy kor zyst anie sek -
sua lne. Uzys kane wy niki ba dañ tok syk olo gic znych ko -
rel owa³y z za obs erwo wan ymi u ofiary objawami.

4. Anal izy ukier unko wane

4.1. Uwagi ogól ne

Nad sy³ane wraz z ma ter ia³em do ba dañ pi sma prze -
wodn ie i po stan owi enia ce chuj¹ siê sk¹pymi in form acj a -
mi. Na jczê œci ej s¹ to: po dejr zenie za truc ia œr odka mi psy -
cho trop owy mi, nar kot yka mi (przy czym nie wia domo,
czy poj êcie to zo sta³o u¿ yte w po toczn ym, czy  nauko -
wym zna czen iu), le kami oraz œr odk ami ochrony roœlin.
Rzad ko wy mien ione s¹ na zwy le ków, kt órych opak owa -
nia (pu ste lub pe³ne) za bezp iecz ono przy ofier ze. Ka¿da
in form acja o ro dzaju ewent ual nie przyj ête go pre par atu
zo bowi¹zuje anal ity ka do podj êcia w pierw szej kolej -
noœci badañ na obecn oœæ jego sk³ad nika czyn nego. Po -
mimo cz êst ych b³êdów w pi sowni nazw pr epar atów, fa -
cho wa wie dza po zwala na ich roz poz nanie. Nie rzadko po 

wy kluc zeniu ob ecno œci kon kretn ych zwi¹zków prz ystê -
pu je siê do STA. 

Anal izy ukier unko wane w za truc iach z³o¿ onych wy -
kon ywa ne s¹ me tod ami HPLC-DAD, LC-MS-APCI lub
LC-MS-MS-ESI, cha rakt ery zuj¹cymi siê ni¿ szymi war -
toœc iami LOD i LOQ ni¿ me tody prze siew owe,  dostar -
czaj¹ce w jed nym pro ces ie anal ity cznym dwóch ele m en-
tów do ident yfi kac ji, np. cza su re tenc ji i wid ma ma sow e -
go lub UV.

Po ni¿ ej przed staw iono przy padki, w któr ych – na
pod staw ie dos têpn ych in form acji – mo ¿na by³o uk ier un -
k owaæ ba dan ia. Wy niki tych ba dañ ze brano w ta beli I.

4.2. Przy pad ek 2

Spra wa do tyc zy³a po dejr zenia o psy chiczne znê canie
siê nad dziew czyn¹, w nastê pstwie które go pope³ni³a ona
samob ójstwo. Ma ter ia³ w po staci prób krwi i mo czu po -
bran ych pod czas sek cji zw³ok na des³ano w celu prze -
prow adz enia badañ tok syk olo gic znych. Z do kum enta cji
wy nika³o, ¿e w po koju dziew czyny  zabez pieczono leki
o na zwach: Pol fen on, Be mec or, Effox, Ni trend ypi na, In -
hib ace, Amiz epin, Pre star ium i Car dio pi rin.

Prze prow adz ono anal izy ce low ane na ob ecn oœæ sk³ad -
nik ów czyn nych tych leków, czy li: pro paf eno nu, cy laza -
pr ylu, ni trend ypi ny, me tyl odi gok syny, kar bam a ze piny,
py rend opr ylu i kwa su sa lic ylo wego. Odst¹pio no od  ba -
dañ w kie runku mo noa zota nu izos orbi du (sk³ad nika
czyn nego pre par atu Effox), którego nie mo¿na by³o  oz -
na czyæ za stos owa nymi me tod ami HPLC-DAD i LC-MS- 
APCI. Ze wz glê du na nie wielk¹ obj êtoœæ na des³anej
do ba dañ krwi (1,5 ml) oraz ko niecznoœci oznac zenia
7 zwi¹zków, pro wad zono rów noc zeœn ie anal izy na obec -
noœæ kil ku lek ów. W wy niku ba dañ me tod¹ LC-MS-
APCI w pr óbie krwi wy kaz ano pro paf enon oraz cy laza -
pr yl, me tod¹ HPLC-DAD kwas sa lic ylo wy oraz  tiopen -
tal, a me tod¹ im mun ofl uore scen cji w œw iet le spo la r yzo-
wa nym (FPIA) di goks yny. St ê¿en ia tej ostatn iej nie wy -
znac zono z kil ku pow odów, a mia now icie: me toda FPIA
jest wzor cow ana na digo ksy nê a nie mety lod igo ksynê,
do datk owo nie wys tarcz aj¹ca ilo œæ ma ter ia³u nie po zwo -
li³a na do kon anie po wtó rne go oznac zenia ko nieczn ego ze 
wz glêdu na sil ny rozk³ad krwi. We krwi stwier dzono
obecno œæ 4 leków zna lez iony ch na miej scu zda rzen ia,
a stê ¿enie pro paf eno nu by³o bar dzo wy sok ie, spo tyk ane
w przy padk ach œmie rtel nych zatr uæ tym le kiem. Wo bec
ta kich wy ników ba dañ krwi, an alizê mo czu prze prow a -
dz ono w ogran icz onym za kres ie, po twierd zaj¹c je dyn ie
ob ecn oœæ kwa su sa lic ylo wego i pro paf eno nu. Z lek ów
nie wym ieni onych w do kum enta cji wy kryto we krwi tio -
pent al w stê ¿eniu te rap euty cznym. Ob ecn oœæ tego leku
w po staci nie zmien ionej, bez œla dów pen tob arbi talu jako
jego me tab oli tu, mo¿e œw iad czyæ o jed nor azo wym i nie -
dawn ym wpro wad zeniu leku do or gan izmu cho rej. Jego
obe cnoœæ mog³a wyn ikaæ z zab iegów ra tow ania ¿y cia po -
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djê tych na miej scu zda rzen ia, kie dy ko bieta jesz cze ¿y³a,
a jej stan by³ bar dzo ciê ¿ki. Tio pent al jest czê sto po daw a -
ny w ci ê¿k ich sta nach w celu wpro wad zenia pa cjenta
w tzw. œpi¹czkê far mak olo gic zn¹. Wys têp uje wów czas
zmniej szen ie mózgow ego przep³ywu krwi, za pot rzebo -
wan ia tkan ki mózg owej na tlen oraz ciœn ienia wew n¹trz -
czas zkowe go. 

4.3. Przy pad ek 3

Zgon 24-let niej ko biety nast¹pi³ w szpi talu, do któ re -
go zo sta³a pr zyjêta w zwi¹zku z po dejr zeni em przedaw -
kow ania leków. Tu¿ przed zgo nem ko bieta oœ wiad czy³a,
¿e za¿y³a w su mie oko³o 80 ta blet ek le ków: Mian serin,
Lexo tan, Doxe pin oraz Ke ton al.

W wy niku anal iz prze prow adz onych me tod¹ LC-MS- 
APCI w kie runku obe cnoœ ci mian ser yny, bro maz epa mu,
dok sep iny i ke top rofe nu we krwi, wy kaz ano ob ecn oœæ
trzech sk³adników czyn nych – mian ser yny, dok sep iny
oraz bro maz epa mu. W ba dan iach prze siew owy ch prze -
prow adz onych me tod¹ HPLC-DAD stwier dzono po nad -
to we krwi ob ecno œæ nie wym ieni onego we rap ami lu. 

4.4. Przy pad ek 4

Po nag³ym zgo nie ko biety przys³ano do IES jako ma -
ter ia³ ba dawc zy krew, mocz oraz wy cinki narz¹dów
 wew nê trzn ych w celu wy kluc zenia lub po twierd zenia
 obecnoœci zwi¹zków che miczn ych œwi adcz¹cych o prze -
daw kow aniu leków. W uzas adni eniu za warta by³a in -
form acja, ¿e ko bieta za ¿ywa³a leki o na zwie Clo naze-
pa mum oraz De pak ine.

Anal iza fazy nad pow ierzchni owej krwi na obe cno œæ
lot nych roz puszczalników or gan iczny ch wy kaza³a al ko -
h ol etyl owy. Wy znac zone jego st ê¿en ie wy nosi³o 3,6‰
we krwi i 4,7‰ w mo czu. Anal iza tok syk olo gic zna ujaw -
ni³a we krwi i w mo czu ob ecnoœæ kwa su wal proi nowe go
i 7-amin okl onaz epa mu (bez klo naz epa mu). Ba dan ia po -
twierd zi³y, ¿e ko bieta za ¿ywa³a wy mien ione leki, ale ich
sub ter ape utyc zne stê ¿en ia i obe cno œæ je dyn ie me tab oli tu
klo naz epa mu œwi adc zy³y o ich prz yjê ciu w cza sie od -
leg³ym od mo mentu zgo nu. W ni niejs zym przy padku
przy czyn¹ œmie rci by³o za truc ie al koh olem etyl owym
i in ter akcja al koh olu z le kami, o czym wy pow iedz ia³ siê
bieg³y le karz z za kresu me dyc yny s¹dowej.

4.5. Przy pad ek 5

Zw³oki ko biety zna lez iono w ³azience jej miesz kan ia.
Próbê krwi na des³ano do IES w celu ok reœlenia za war -
toœci al koh olu oraz wy kluc zenia lub po twierd zenia  u¿y -
cia le ków lub in nych œr odków che miczn ych. Pod czas
ogl êdzin miesz kan ia za bezp iecz ono leki o na zwach Per -
naz inum, Lo rat ady na, Le rivon i Bioxe tin.

W wy niku anal izy stwier dzono we krwi obecno œæ
nor daz epa mu, mian ser yny, pe raz yny oraz œl ado we il oœci
flu oks ety ny, co po twierd zi³o, ¿e ko bieta przyj mowa³a za -
bezp iecz one w miesz kan iu leki z wyj¹tkiem lo rat ady ny.
Wy kaz any nor daz epam nie znaj dowa³ siê wœród  znale -
zio nych lek ów. Jego obe cno œæ mog³a byæ za tem  wyni -
kiem pr zyj êcia tego leku b¹dŸ te¿ efekt em me tab oli zmu
dia zep amu. Wszyst kie wy znac zone st ê¿en ia le ków mie œ -
ci³y siê w za kres ie st ê¿eñ te rap euty cznych. Au tor om pra -
cy nie jest zna ne orzec zenie me dyka s¹do wego o przy -
czy nie zgo nu.

4.6. Przy pad ek 6

Spra wa ta do tyc zy³a nag³ego zgo nu mê¿ czyzny w wy -
niku wy ziê bienia cia³a. Zw³oki mê ¿cz yzny zna lez iono
w le sie. Ma ter ia³ po brany pod czas sek cji zw³ok na de -
s³ano w celu stwier dzen ia, czy „znaj duj¹ siê w nim œrod ki 
uspok ajaj¹ce lub na senne” oraz od pow iedzi na py tan ie,
czy „wy kaz ane leki mog³y wywo³aæ zgon po pew nym
cza sie od ich spo ¿ycia lub zab urzyæ œwi adomoœæ (np.
wywo³aæ gwa³tow ny sen), co w kon sek wencji, wraz
z dzia³aniem ni skiej tem per atu ry, spo wod owa³o zgon
z wy zi êbi enia”. W trak cie oglê dzin miej sca zda rzen ia
zna lez iono pu ste opak owa nia po le kach: Ni traz epam, Es -
taz olam, Stil nox, Doxe pin oraz bute lkê po leku Hy dro -
xyz inum.

Prze prow adz ona anal iza me tod¹ LC-MS-APCI wy -
ka za³a ob ecn oœæ we krwi zol pid emu i hy droks yzy ny w  stê-
 ¿eniach nie znaczn ie prze krac zaj¹cych za kres  terapeu -
tycz ny. W ni niejs zym przy padku wy kluc zono zgon z za -
truc ia. Ob ecno œæ le ków mog³a pr zycz yniæ siê do za œniê-
cia mê ¿czy zny w le sie w ni skiej tem per atu rze, a w kon -
sek wencji do zgo nu w wy niku wy ziê bienia or gan izmu. 

4.7. Przy pad ek 7

Bezp oœr edni¹ przy czyn¹ zgo nu ko biety by³o ut oniê -
cie. Ba dan ia tok syk olo gic zne krwi mia³y wyj aœn iæ, czy
ko bieta w chwi li toni êcia nie znaj dowa³a siê pod wp³y -
wem leków. Ustal ono, ¿e ko bieta przyj mowa³a Clo ran -
xen, Pri din ol, Per naz inum i Flu anxol. Pro kur atu ra zwró -
ci³a siê do IES z pro œb¹ o prze prow adz enie badañ i na ich
pod staw ie wy dan ie pi semn ej opin ii do tycz¹cej ustal enia
obecn oœci i stê¿e nia we krwi al koh olu etyl owe go, leków
psy chot ropo wych oraz udziel enia od pow iedzi na  pyta -
nie, czy st ê¿e nia wy kaz any ch le ków mi eœci³y siê w za -
kres ie st ê¿eñ te rap euty cznych, czy te¿ spo tyk any ch
w przy padk ach zatr uæ œmie rtel nych. 

Wy kon anie wnio skow any ch badañ me tod¹ LC-MS-
APCI po twierd zi³o pr zyjêcie wy mien iony ch w po stan o -
wi eniu le ków. Wy kaz ano nor daz epam, któ rego obe cno œæ 
w or gan izm ie mo¿e wy nik aæ z me tab oli zmu klo raz epa tu
di pot aso wego, in nych ben zod iaze pin lub z prz yjê cia sa -
mod zielne go œr odka lecz nic zego za wier aj¹cego ten
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sk³ad nik czyn ny. Po nadto we krwi by³y obecne pe raz yna
i flu pent yksol, oby dwa w stê ¿eniu tok syczn ym. Dla rów -
nie¿ stwier dzon ego w oran izm ie pry dyn olu nie  znale -
ziono war toœ ci od nies ienia, czy li zak resów stê ¿eñ: tera -
peu tyczn ego i tok syczn ego, a tym bar dziej spo tyk ane go
w przy padk ach œmie rtel nych zatr uæ tym le kiem. 

5. Wy niki

Wy niki ba dañ przed staw iono w ta beli I.

6. Dys kus ja wyn ików

Tr udn oœci, z ja kimi tok syk olog spo tyka siê w ru tyn o -
wej pra cy, po siad aj¹ ró ¿ne przy czyny. 

Wo bec bra ku in form acji o ok olic zno œciach zda rzen ia, 
zaw sze ist nieje mo¿ liwo œæ kon taktu z osob ami pro wa -
dz¹cymi pos têpowanie przy got owa wcze. Uzys kane jed -
nak po jed yncze, wy rwane z ca³okszta³tu spra wy, in for-
ma cje o prze wij aj¹cych siê we wstê pny ch ustal eni ach
œrodk ach tok syczn ych mog¹ sta nowiæ prz yczynê b³êd -
nego oprac owa nia eks pert yzy ze wzg lêdu na za stos owa -
nie bar dzo czu³ych me tod anal ity cznych. Przyk³adem
niech bêdzie wy kryc ie leku zol pid em w nie zmien ionej
for mie, któ rego bio log iczny okres pó³trwa nia jest bar dzo
kró tki (1,4–4,5 h), po paru dniach od ewent ual nego jego
poda nia, co sta nowi³o przed miot opin ii oprac owa nej
w IES na pod staw ie akt spra wy. W kon sek wencji wy niku 
anal izy tok syk olo gic znej spra wa to czy³a siê przez kil ka
lat. 

W wie lu przy padk ach anal iza tok syk olo gic zna nie
mo¿e ogr ani czaæ siê do in form acji po daw any ch przez
pacjentów o przyjêtych le kach oraz do le ków, kt órych
po zos ta³oœci i (lub) pu ste opak owa nia zna lez iono na
miej scu zda rzen ia. W czte rech z sied miu opis any ch przy -
pad ków wy kryto w ma ter iale bio log icznym co naj mniej
po jed nym leku nie wym ieni onym w pi smach kie ru j¹ -
cych. W przy padku 1. by³ to mi daz olam w bar dzo  wyso -
kim st ê¿e niu, w 2. tio pent al. W 3. przy padku wy mien ione 
przez kobietê leki, które mia³a przedawkowaæ, nie t³u -
mac zy³y przy czyny zgo nu, a wy kryty w toku anal izy we -
rap amil da³ po dst awê le kar zowi s¹do wemu do opin io -
wa nia o przy czyn ie zgo nu w wy niku za truc ia. W 5. przy -
padku zna lez ionej w miesz kan iu lo rat ady ny nie stwier -
dzono we krwi po bran ej pod czas sek cji zw³ok. 

Du¿e zna czen ie dla anal izy tok syk olo gic znej ma
 wstêp ne przy got owa nie ma ter ia³u. Do ba dañ prze siew o -
wy ch sto sow ano met odê LLE zal e¿n¹ od pH, przy got o -
wuj¹c dwa eks trakty. Wo bec zr ó¿nicowanych wa rtoœci
wyk³ad nika kw aso woœci (pKa) (ta bela I) nie wszyst kie
zwi¹zki o cha rakt erze kwa œnym i za sad owym eks trah o -
wa³y siê z naj wy¿sz¹ efe ktyw noœ ci¹ przy pH  odpo -
wiednio 3 i 9. Dla me tod prze siew owy ch bar dziej istotna

jest powtar zalnoœæ pro cesu wy osabn iania sze rok iego
spek trum zwi¹zków. Mau rer [7] w oprac owa nej pro ced u -
rze prze siew owej obejm uj¹cej 2000 zwi¹zków o ró¿nym
cha rakt erze che miczn ym sto sowa³ eks tra kcjê z jed nego
œro dow iska o pH 8–9. Nal e¿y mieæ na uwad ze, ¿e sto -
suj¹c prze siew owe me tody LLE i SPE, nie zi dent yfi kuje
siê wie lu bar dzo tok syczn ych zwi¹zków, np. gli kozyd ów
na serc owy ch, ba klof enu czy ni trat ów. 

Skom plik owa na ma tryca bio log iczna po wod uje, ¿e
do ident yfi kac ji kse nob ioty ku me tod¹ LC-MS ko nieczne
jest mo nit oro wan ie co naj mniej dwó ch jon ów – pseu -
dom ole kul arn ego i frag ment ary cznego. Frag ment acja
sk³adni ków ma trycy mo¿e sp owod owaæ wy twor zenie siê
przy padk owe go jonu o ma sie od pow iadaj¹cej ja kie muœ
kse nob ioty kowi. Wiê ksz¹ wia ryg odno œæ wy niku do star -
c za me toda LC-MS-MS.

Oprac owa nie me tody do ident yfi kac ji kseno bio tyk ów 
wystê puj¹cych w ma ter iale bio log icznym w ni skich st ê -
¿eni ach [1], ja kimi s¹ œr odki far mak olo gic zne sto sow ane
w celu u³atwien ia do kon ania pr zes têp stwa, po zwoli³o na
wy kryc ie klo nid yny w su row icy sta nowi¹cej przed miot
te stu kom pet encji z za kresu ja koœc iowej anal izy prze -
siew owej (QSA 3/06). Ru tyn owo sto sow ane me tody
prze siew owe HPLC-DAD i GC-MS-EI (po tri met ylo sil i -
la cji eks traktu) nie by³y wy starc zaj¹co czu³e. 

Oznac zanie zwi¹zku ma cier zyst ego i jego me tab oli tu
pod nosi wia ryg odnoœæ anal izy i umo¿ liw ia szersz¹ inter -
pretacjê wy niku. Z ob ecn oœci w ma ter iale bio log icznym
tyl ko ma cier zyst ego zwi¹zku mo ¿na wn iosk owaæ o nie -
dawn ym jego wpro wad zeniu do or gan izmu ( przypa dek 2.),
o cza sow ym za przes taniu te rap ii far mak olo gic znej i prz y -
jê ciu jed nor azo wej daw ki, co mo¿e sku tkowaæ zwi êk -
szeniem tok sycznoœci lek ów. 

Nie zaw sze mo¿ na jed noz nacznie ust aliæ, jaki lek zo -
sta³ pr zyjêty. W opis ywa nych przy padk ach (5. i 7.)  doty -
czy³o to nor daz epa mu, któ ry jest sa mod zielnym œrod -
kiem lecz nic zym i do któr ego me tab oli zuje wie le ben -
zod iaze pin, np. dia zep am i klo raz epat. 

Istotn ym pro blem em jest ilo œæ ma ter ia³u do starc zane -
go do ba dañ. 1,5 ml pr óba krwi sek cyjn ej (przy pad ek 2.)
nie tyl ko sta nowi nie wys tarcz aj¹c¹ obj êto œæ do prze pro -
w adz enia wie lok ieru nkow ych bad añ, ale rów nie¿ sta wia
pod zna kiem za pyt ania re pre zen tatywnoœæ tego ma ter ia³u 
w od nies ieniu do ca³ej puli krwi, zw³asz cza, ¿e nie wia -
domo, z któ rego miej sca zo sta³a po brana. 

To ksyc znoœæ ks enob iotyków jest uwar unko wana
czyn nik ami wewn¹trz- i zewn¹trzu stroj owy mi, ale wra¿ -
liwoœæ osobn icza od grywa du¿¹ rolê. Anal ityk najc zêœ -
ciej od nosi wy znac zone st ê¿en ia do za kres ów st ê¿eñ
te rap euty cznych le ków, nor maln ych, fi zjol ogi cznych lub 
en dog enny ch in nych zwi¹zków oraz st ê¿eñ tok syczn ych
i œmi ertel nych. Ze wzg lêdu na ró¿ ne dro gi wpro wad zenia 
kse nob ioty ku do or gan izmu, mo ¿li woœæ wyst¹pie nia le -
ko zale ¿no œci czy uza le¿nienia, to ler ancji, okres owej abs -
tyn encji i in ter akcji tok syk olo gic znych, od nies ienie ta kie
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nie zaw sze jest s³uszne. Ma ter ia³ sek cyjny bar dzo ró¿ ni
siê od ma ter ia³u po bran ego od osób ¿y wych. Krew sek -
cyjna jest nie hom oge nn¹ mie szan in¹ mniej lub bar dziej
zhe mol izo wan ych krwi nek czer won ych, bia³ek i jonów.
Wy znac zone st ê¿en ie kse nob ioty ku we krwi sek cyjn ej
nieca³ko wic ie od zwierc iedla jego st ê¿enie w chwi li zgo -
nu, a od nies ienie tego st ê¿en ia do za kresu te rap euty cz -
nego jest ra czej oszac owa niem wielk oœci. W przed sta-
wionych przy padk ach w prób ach krwi po bran ych od
trzech osób wszyst kie wy kaz ane leki mi eœci³y siê w za -
kres ie te rap euty cznym, u dw óch zmar³ych stwier dzono
co naj mniej je den lek w st ê¿eniu tok syczn ym, a u trzech
nastêpnych przy najmn iej je den lek w st ê¿eniu, kt óre jest
spo tyk ane w za truc iach œm iert elnych i to po jed yncz ym
zwi¹zkiem. 

Wy sok ie st ê¿e nie leku nie zaw sze musi byæ efekt em
jego przedaw kow ania. Mo¿e ono zostaæ spo wod owa ne
poœ mie rtn¹ jego re dys trybu cj¹ lub poda niem  terapeu tycz -
nej daw ki tu¿ przed zgo nem. Kon iecznoœæ we ryf ika cji tej 
ostatn iej su ges tii anal ityk za syg nali zowa³ w oprac owa -
nych opin iach do przy padku nr 1 i 2.

7. Pod sum owa nie

Post êpow anie tok syk olo ga anal ity ka w spra wach
o nie znan ych ustal eni ach fak tyczn ych wy maga za stos o -
wa nia wie lok ieru nkow ych bad añ. Przy  ukierunkowa -
nych ba dan iach po wy kluc zeniu su ger owa nych kse no-
bio tyków nie jedn okr otnie wy mag ane jest przyst¹pie nie
do STA. Zn ajomoœæ ob jawów wy stêpuj¹cych u za trut ego 
mo¿e zawêziæ ob szar anal izy tok syk olo gic znej. 

Sto sow ane me tody prze siew owe (HPLC-DAD, GC-
MS-EI i LC-MS) s¹ wy starc zaj¹co spraw ne do wy kryw a -
nia le ków o ró ¿nym cha rakt erze che miczn ym w  stê¿e -
niach te rap euty cznych, a na wet sub ter ape utyc znych.
Szer sza in terp reta cja wy ników anal izy tok syk olo gic znej
jest jed nak mo¿ liwa tyl ko przy znajomoœci okolicznoœci
zda rzen ia.       
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