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Abstract

The subject of this work was 25 cases of people who were driving under the influence of amphetamine and/or its derivatives.
Most of the investigations were carried out following routine roadside checks of drivers (21), and, additionally, road accidents
(3) and a cyclist roadside check (1). Identification and determination of xenobiotics in blood samples collected from drivers
were performed by high-performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (HPLC-ESI-MS-MS).
Amphetamine was detected in all cases. The presence of amphetamine derivatives (3,4-methylenedioxymethamphetamine,
3,4-methylenedioxyamphetamine, methamphetamine and pseudoephedrine) was determined in 4 cases. In terms of compounds
that are not derivatives of amphetamine, cannabinoids and morphine were determined in 10 and 1 cases, respectively. Ethanol

was detected only in one case for which the breath ethanol concentration was 0.52 mg/1.
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1. Introduction

Amphetamine and its derivatives are among the
most prevalent psychoactive substances in Europe
[19]. In many countries, amphetamine is the second
most commonly used illegal substance, just after can-
nabis. The European Monitoring Centre for Drugs
and Drug Addiction (EMCDDA), in its annual report
for the year 2011, announced that about 12.5 million
Europeans aged 15 to 64 have taken amphetamine at
least once [19]. The problem of addiction particularly
concerns young people aged from 15 to 34, 0.5-2.0%
of whom have used this xenobiotic. This means that
in 2011, about 1.5 million young Europeans took am-
phetamine. In Poland, 0.7% of the total population
aged 15 to 64 took this compound, the figure being
1.9 % for the 15 to 24 years age group. The scale of
psychoactive substance addiction, especially concern-
ing young people, became the reason for adopting an
antidrug strategy by the European Union for 2005—

2012, which obliged member states to counteract drug
addiction.

In the years 2006-2011, a project titled DRUID
(Driving under the Influence of Drugs, Alcohol and
Medicines) — commissioned by the European Com-
mission — was implemented, encompassing Norway
and 18 EU countries, including Poland [18]. Its main
objective was to assess the influence of the use of psy-
choactive substances including amphetamine by driv-
ers on road safety. According to the study, the preva-
lence of amphetamine usage among drivers in Poland
amounted to 0.05% and was close to the European
average (0.08%). This means that for every 2000 driv-
ers in Poland, one is driving a motor vehicle under the
influence of amphetamine.

Cases that are subject to forensic-medical opinions
concerning amphetamine can be divided, based on the
evidence material being tested, into two groups: non-
biological (solutions, powders, tablets) and biological
(blood, urine, liver, hair). In addition to fatal cases in
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which amphetamine was the direct or indirect cause of
death, cases of non-fatal administration for non-medi-
cal use can also be included in the group in which the
evidence is biological material. This group includes
drivers who were subjected to roadside checks and
who were suspected of driving under the influence
of psychotropic substances — a group that has not de-
creased in size over the years. In such cases, opinions
are given on the psychophysical state and reduced psy-
chomotor skills of drivers [9, 18].

In accordance with current forensic toxicology
standards, only validated analytical methods with the
highest degree of reliability can be applied for judicial
purposes.

The aim of this study was to develop and validate
a procedure for chemical and toxicological analysis
of selected psychoactive substances, including am-
phetamine and its derivatives in the blood, followed
by verification of this procedure in forensic-medical
toxicology practice, encompassing issuing opinions
on drivers who have been selected for testing for the
presence of amphetamines (due to aggressive behav-
iour or a positive result of a saliva test for the presence
of amphetamines).

2. Materials
2.1. Biological material

The biological material consisted of:

— collected blood samples from 25 drivers;

— control blood obtained from the Regional Blood
Centre in Krakéw in order to develop and optimize
an analytical procedure for determination of select-
ed psychoactive substances.

2.2. Standards, reagents and auxiliary materials

Standards of: amphetamine (AMPH); metham-
phetamine (methAMPH); 3,4-methylenedioxymeth-
amphetamine (MDMA); 3,4-methylenedioxyamphet-
amine (MDA); 3,4-methylenodioxyethylamphetamine
(MDEA); N-methyl-1-(3,4-methylenedioxyphenyl)-
2-aminobutane (MBDB); 4-methoxyamphetamine
(PMA);  4-methoxymethamphetamine (PMMA);
pseudoephedrine; phenylethylamine; phenylpropa-
nolamine; cathinone; methcathinone; methylone;
buphedrone; mephedrone; and deuterated derivatives
of AMPH-D3; methAMPH-D5; MDMA-D5; MDA-
D5; MDEA-DS and pseudoephedrine-D3 were pur-
chased from LGC Promochem (Warsaw).

The following reagents were used: acetonitrile
and deionised water (Sigma-Aldrich, Germany), and
methanol (Merck, Germany) of gradient-grade purity
for liquid chromatography. Ammonium carbonate,
ammonium formate and formic acid HPLC grade were
purchased from Sigma-Aldrich (Germany).

Auxiliary materials were: Bond Elut-C18 columns
for solid phase extraction (SPE) with a 500 mg de-
posit and a volume of 6 ml (Agilent, USA), a vacuum
chamber for solid phase extraction (Varian, USA), and
a vacuum concentrator for evaporating samples (Ep-
pendorf, Germany).

3. Extraction

1 ml of blood was spiked with the addition of in-
ternal standards in the form of deuterated derivatives:
AMPH-D3, methAMPH-D5, MDMA-DS5, MDA-DS5,
MDEA-DS5, and pseudoephedrine-D3 at a concen-
tration of 0.10 mg/l, followed by addition of 5 ml of
0.01 M ammonium carbonate buffer (pH 9.3). The
prepared samples were mixed and centrifuged, and the
resulting supernatant was loaded onto an SPE column
previously activated with 1 ml of methanol, 1 ml wa-
ter and 1 ml of 0.01 M ammonium carbonate buffer
(pH 9.3). The supernatant was passed through the me-
dium by the force of gravity. SPE columns were then
washed with 2 ml of 0.01 M ammonium carbonate
buffer (pH 9.3) and dried under vacuum for 30 min.
Analytes were eluted with 2 ml of methanol : 0.5 M
CH,COOH (9:1, v/v) mixture. The extracts were dry
evaporated using a vacuum concentrator and dissolved
in 100 pl of phase A (solution of 2 mM ammonium
formate and 0.2% formic acid in water, v/v) and phase
B (solution of 2 mM ammonium formate and 0.2%
formic acid in acetonitrile, v/v), 9:1, v/v.

In cases where the concentration of the analyzed
compound exceeded the linear range of the method
(> 0.5 mg/l), the blood sample (100 pl) was diluted
tenfold with blood free from xenobiotics (900 ul) and
subjected to the extraction as described above.

A°-tetrahydrocannabinol (A°~THC) and its metabo-
lites: 11-nor-9-carboxy-delta-9-tetrahydrocannabinol
(THC-COOH) and 11-hydroxy-A°-tetrahydrocannabi-
nol (11-OH-THC) were extracted and determined ac-
cording to the procedure presented in the analytical
method [14], while morphine according to the proce-
dure set forth in [6].
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4. Analytical method
4.1. Chromatographic separation

Analysis of the selected psychoactive substance
was performed using high performance liquid chro-
matography coupled with tandem mass spectrometry
using electrospray ionization (HPLC-ESI-MS-MS).

A liquid chromatograph (Agilent 1200, USA),
consisting of a device for degassing the mobile phase
(G1379 B), binary gradient pump (A G1312A), au-
tosampler (G1329 A) and columnthermostat(G1316 A)
were used. Chromatographic separation was carried
out in an Allure column packed with PFP Propyl 50 x
2.1 mm and grain size of 5 um, and with an Allure pre-
column packed with PFP Propyl 10 x 2.1 mm (Restek,
USA). The column was thermostated at 40° C. The
mobile phase consisted of A and B phases, which
flowed through the column in a gradient program,
starting with a composition of 10% B at a flow rate of
0.5 ml/min, increasing linearly over 10 min to 90% of
phase B with a flow rate equal to 1.0 ml/min. The in-
jection volume into the chromatographic column was
10 pl. The column was conditioned for 7 min with
a mixture of A and B phases (9:1, v/v) prior to any
subsequent injection.

4.2. Detection

A quadrupole tandem mass spectrometer (G6410 A,
Agilent, USA) with an electrospray ionization source
(ESI) was used. The parameters of the ESI ion source
were as follows: temperature — 350°C, pressure of the
pulverized gas (nitrogen) — 40 psi, flow rate of drying
gas (nitrogen) — 9 1/min, capillary voltage — 3000 V.
The mass spectrometer worked in a tandem configura-
tion (MS-MS) in the positive ion mode, with dynamic
multiple reaction monitoring (DMRM, Table I) only
in selected windows of retention time (1.4 min). Sys-
tem parameters control, data collection and processing
were performed using Agilent Mass Hunter software
version B.03.01 (B2065).

4.3. Validation

To assess the specificity of the method, a con-
trol blood sample was prepared, free of xenobiotics,
without the addition of analytes or internal standards
of analyzed amphetamines. The possible influence of
the biological matrix in the elution areas of the ana-
lytes and their internal standards was investigated. In
order to estimate the effect of potential interference
by compounds with a similar structure to the analyzed

TABLEI. FRAGMENTATION PARAMETERS
OF THE ANALYZED COMPOUNDS

Frag- . }
Compound  Precur- Product mentor eclféilgs;on gg;egme
name sorion ion voltage v )
V] [V] [min]
122.1 80 5
AMPH-D3 139.2 4.5
92.1 80 15
119.1 80 5
AMPH 136.1 4.5
91.1 80 15
151.1 90 10
Ps;eudoephe- 169.2 50
drine-D3 136.1 90 20
148.1 90 10
Ps;udoephe- 166.2 50
drine 133.1 90 20
168.1 70 5
MDA-D5 185.1 55
138.1 70 15
163.2 70 5
MDA 180.1 5.5
135.1 70 15
149.1 70 5
PMA 166.2 5.6
121.1 70 20
121.1 50 9
methAMPH- 1552 56
D5 92.1 50 21
119.1 90 5
methAMPH 150.1 5.6
91.1 90 15
1652 95 5
MDMA-D5 199.2 5.7
135.0 95 20
163.1 95 10
MDMA 194.2 5.7
135.0 95 20
149.1 70 5
PMMA 180.1 5.8
121.1 70 20
135.0 90 20
MBDB 208.2 6.1
177.1 90 10
163.1 70 9
MDEA-D5 213.2 6.1
135.0 70 21
163.1 90 15
MDEA 208.2 6.1
135.1 90 20

analytes, control blood was spiked with phenylethyl-
amine, phenylpropanolamine, cathinone, methcathi-
none, methylone, mephedrone and buphedrone at
a concentration of 10 mg/l.

Calibration curves were prepared by analysis
of three series of blood samples spiked respectively
with 0.01, 0.02, 0.05, 0.10 and 0.50 mg/l AMPH,
MDA, methAMPH, PMA, MDMA, PMMA, MBDB,
MDEA and pseudoephedrine. Each calibration sample
was also spiked with internal standards (AMPH-D3,
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MDA-D5, methAMPH-D5, MDMA-DS5, MDEA-DS5,
and pseudoephedrine-D3) in the amount of 0.10 mg/1.

The detection limit (LOD) of the method was de-
termined, assuming that it is the lowest concentration
at which the ratio of the peak area of the analyte to the
area under the peak of the noise is > 3. On the other
hand, the limit of quantification (LOQ) is the lowest
concentration for which the accuracy of determination
of an analyte is in the range of 80-120% of the actual
concentration.

The intra- and inter-assays precision and accuracy
were studied for three analyte concentrations, corre-
sponding to the lower (0.01 mg/l), middle (0.05 mg/1)
and upper (0.50 mg/1) concentrations on the calibration
curve. The intra-assay precision and accuracy was de-
termined for a series of seven replicates for each of the
defined concentrations of the analyte. Inter-assay pre-
cision was studied in three different series with seven
iterations for defined concentrations of the analytes.

The accuracy of the method was expressed as rela-
tive error [%] — as the ratio of the difference between
the average and the actual concentration of the analyte
to the actual concentration of the analyte multiplied
by 100. The precision was expressed as a percentage
standard deviation [% RSD] and calculated as the ratio
of the absolute value of the standard deviation to the
mean determined analyte concentration multiplied by
100.

The extraction efficiency of the analytes was stud-
ied in triplicate for low (0.01 mg/1), middle (0.05 mg/1)
and upper (0.50 mg/l) concentrations of the calibra-
tion curve. Additionally, extraction from methanol
solutions of the analysed compounds of identical con-
centrations was performed. The absolute extraction
efficiency expressed as a percentage was determined
as the ratio of the area under the peak of the analyte
after extraction from blood to the area of the peak of
the same analyte after the extraction of the methanol
standard solution multiplied by 100.

5. Results

A procedure for validating the determination meth-
od of amphetamine and its derivatives in blood was
performed. There was no interference in the areas of
elution of the analysed compounds coming from the
biological matrix or from the matrix enriched with
standards. Detailed results of the validation are pre-
sented in Table II and II1.

The developed methodology was applied to the
studied group consisting of 25 cases of drivers who
were selected for testing for the presence of ampheta-

TABLE II. PARAMETERS OF CALIBRATION CURVES
FOR THE ANALYZED COMPOUNDS

Coefficient Limit of
oetticient  detection
r(}?;);qnepound Calibration curve  of determi- (LOD)
nation (R?) [mg/l]
AMPH y=0.014x-0.018 0.9999 0.003
Pseudoephe- y=0.013x—-0.012 0.9993 0.003
drine )
MDA y=0.012x-0.025 0.9999 0.003
PMA y=0.048x+0.032 0.9981 0.001

methAMPH »=0.030x-0.113  0.9996 0.001

MDMA y=0.015x-0.043  0.9999 0.003
PMMA y=10.022x + 0.013  0.9992 0.002
MBDB y=0.096x - 0.222  0.9984 0.001
MDEA y=10.046x-0.179  0.9996 0.001

v — relative response (peak area of compound/peak area of in-
ternal standard); x — concentration of compound [mg/1]; limit of
quantification (LOQ) and limit of linearity (LOL) for analyzed
compounds were 0.01 and 0.01-0.50 mg/1, respectively.

mines (due to aggressive behaviour or positive result
of saliva test for the presence of amphetamines). This
group was completely homogeneous in terms of gen-
der — it consisted of 25 men aged 20 to 38 years (mean
age was 26 years). 21 cases related to routine control
of passenger car drivers, 3 cases to road traffic acci-
dents and 1 case related to a cyclist. In 14 cases, the
presence of amphetamine in the form of powder, tablet
or aqueous solution in syringes in the car and/or on
the driver’s clothing was disclosed. In order to deter-
mine the alcohol content, each of the detained drivers
was tested with a breath analyzer. Only in one case
was there a positive result for ethyl alcohol presence,
amounting to 0.52 mg/l (pos. 25, Table IV). Out of
the nine analyzed compounds, the presence of five
was ascertained in the blood of drivers: ampheta-
mine, MDMA, MDA, methAMPH and pseudoephe-
drine. In all cases, the presence of amphetamine was
shown and its concentration in the blood varied within
a wide range: 0.02-1.99 mg/l. In one case, MDMA
(0.01 mg/1) and MDA (0.14 mg/1); in one, methAMPH
(0.04 mg/1); and in one, pseudoephedrine (1.59 mg/l)
were found. Amongst non-amphetamine derivatives of
compounds, cannabinoids were found in 10 cases, and
morphine in one case. Detailed information about the
analyzed cases and the results of toxicological studies
are presented in Table IV.

Problems of Forensic Sciences 2014, vol. 97, 48—61
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TABLE III. THE PRECISION, ACCURACY AND EXTRACTION EFFICIENCY OF THE DEVELOPED METHOD
FOR THE DETERMINATION OF AMPHETAMINE AND ITS DERIVATIVES IN BLOOD

Compound name  Concentration in blood Intra assay precision Inter assay precision  Accuracy Extraction efficiency

[mg/1] [% RSD] [% RSD] [%] [%]
(n="17) (n=21) (n="17) (n=17)
AMPH 0.01 2.4 2.6 2.8 95
0.05 2.3 2.3 0.8 92
0.50 2.1 2.2 2.1 85
Pseudoephedrine  0.01 3.7 5.1 6.4 106
0.05 4.2 4.8 3.6 92
0.50 5.4 3.8 2.1 38
MDA 0.01 3.4 4.8 4.0 104
0.05 4.8 4.9 2.7 99
0.50 4.2 5.5 35 94
PMA 0.01 4.6 49 7.9 104
0.05 43 44 6.8 93
0.50 3.8 3.8 8.7 82
methAMPH 0.01 3.0 4.1 4.7 95
0.05 2.9 33 4.8 102
0.50 3.2 4.0 3.1 92
MDMA 0.01 2.8 3.7 2.4 94
0.05 2.5 3.1 2.2 90
0.50 2.4 2.6 1.5 84
PMMA 0.01 5.2 5.1 4.3 109
0.05 5.1 5.9 -8.4 105
0.50 43 4.5 5.8 88
MBDB 0.01 5.2 6.1 7.2 106
0.05 4.7 4.7 5.6 93
0.50 4.2 5.2 4.3 80
MDEA 0.01 4.1 4.7 4.7 105
0.05 34 33 33 96
0.50 34 4.8 —0.4 98

TABLE IV. THE RESULTS OF TOXICOLOGICAL ANALYSES OF BLOOD COLLECTED FROM DRIVERS

Case Age Information about cases Xenobiotic Concentration

no. in blood
[mg/1]

1 30  The driver was stopped for a roadside check. He had three syringes with aqueous solu- AMPH 0.90

tion of amphetamine and two plastic bags containing amphetamine powder. He was
addicted to heroin and ethanol

2 20  Traffic accident. The driver drove into a roadside ditch AMPH 0.32
THC-COOH 0.015
3 27  The driver was stopped for a roadside check. He had a plastic bag containing ampheta- AMPH 0.25
mine powder
4 27  The driver was stopped for a roadside check. He had marijuana in the car. He had been AMPH 0.03
convicted of assault, threatening and insulting police officers and drug trafficking. He MDMA 0.01
was in rehab due to addiction to amphetamine MDA 0.14
5 24 The driver was stopped for a roadside check. He hid amphetamine wrapped in alu- AMPH 0.31
minium foil in a sock
27  The driver was stopped for a roadside check. He tried to escape from police officers AMPH 0.97
20  The driver was stopped for a roadside check. He had three plastic bags containing AMPH 0.47

amphetamine powder
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Case Age Information about cases Xenobiotic Concentration
no. in blood
[mg/1]
8 30  The driver was stopped for a roadside check. He pleaded guilty to smoking mari- AMPH 0.18
juana A°-THC 0.002
THC-COOH 0.029
11-OH-THC 0.001
9 23 The driver was stopped for a roadside check. He said that he may have taken unspeci- AMPH 1.63
fied drugs a few days earlier
10 23 The driver was stopped for a roadside check. He had marijuana and amphetamine in AMPH 0.02
the car. An ex-serviceman discharged from the army due to drug abuse methAMPH 0.04
A°-THC 0.001
THC-COOH 0.041
11 21 The driver was stopped for a roadside check. He was suspected of drug trafficking. AMPH 0.59
121 g of powder and 100 tablets containing amphetamine powder, and 1 g of mari- THC-COOH 0.013
juana were found in the vehicle
12 23 The driver was stopped for a roadside check. He was suspected of smuggling drugs AMPH 0.58
from the Czech Republic. The passenger had a plastic bag containing amphetamine A9-THC 0.002
powder THC-COOH  0.042
11-OH-THC 0.001
13 32 The driver was stopped for a roadside check. He had hidden three portions of am- AMPH 0.57
phetamine powder wrapped in aluminium foil in a sock THC-COOH 0.025
14 28 The driver was stopped for a roadside check. A member of a criminal group involved AMPH 0.56
in drug trafficking. He had amphetamine powder wrapped in aluminium foil AS-THC 0.002
THC-COOH 0.022
15 26 The driver was stopped for a roadside check. Two plastic bags containing ampheta- AMPH 0.31
mine powder were found in the car
16 31 The driver was stopped for a roadside check AMPH 1.99
17 20  The driver was stopped for a roadside check. Suspected of drug trafficking. Two plas- AMPH 0.34
tic bags containing marijuana and eight plastic bags containing amphetamine powder A9-THC 0.001
were found in the car THC-COOH 0.014
18 32 The driver was stopped for a roadside check. He had hidden two plastic bags contain- AMPH 1.24
ing amphetamine in a sock. He was addicted to amphetamine. Treated psychiatrically
19 22 The driver was stopped for a roadside check AMPH 1.76
20 27  The driver was stopped for a roadside check AMPH 0.13
A°-THC 0.001
THC-COOH 0.018
21 38 The driver was stopped for a roadside check. He was nervous, hyperactive, and his AMPH 0.03
pupils did not react to light. A saliva test showed the presence of amphetamines and pseydoephe- 1.59
cannabinoids drine 0.002
A*-THC 0.028
THC-COOH
22 27  The driver was stopped for a roadside check. Dried plants (cannabis, poppy straw) and AMPH 0.35
aluminium foil containing amphetamine powder were found in the car Morphine 0.16
23 27  The driver was stopped for a roadside check. He tried to escape from police officers. AMPH 0.31
He had hidden marijuana and cocaine powder in the spare tire. In addition, an elec-
tronic scale was found in the car
24 30  Traffic accident. Two people were killed. The driver was suspected of driving under AMPH 0.74
the influence of amphetamine
25 26  Traffic accident. The driver caused a head-on collision. The driver of the car involved AMPH 0.20

in the accident suffered serious injury. The offender had a plastic bag containing
amphetamine powder in the car. The breath ethanol concentration of the driver was
0.52 mg/1
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6. Discussion

Amphetamine is a sympathomimetic amine with
a strong central nervous system (CNS) action. Its
stimulatory function is based on the release of cat-
echolamines: dopamine and norepinephrine and their
transduction intensification [1, 5, 13].

Amphetamine is taken mostly by the oral or intra-
nasal route in the form of a phosphate or sulphate salt.
A single dose effective for an occasional recipient is
accepted to be 5-15 mg; however, addicted patients
may experience increased tolerance enabling them to
take up to 2.000 mg per day. One-time administration
of an effective dose of amphetamine results in plasma
concentration of approximately 0.1 mg/l [11]. In the
case of addicts, the determined amphetamine plasma
concentration can be as high as 3.0 mg/l. The esti-
mated toxic dose for the occasional user is 200 mg.
It is believed that toxic effects may occur at plasma
concentrations of 0.2—0.3 mg/l and a fatal toxic effect
at concentrations greater than 0.5 mg/l [11]. Ampheta-
mine is detectable in the blood up to maximally 20 h,
while in the urine up to 72 h after administration.

Amphetamine, as a powerful stimulant of the CNS,
causes agitation, palpitations and arrhythmia of the
heart, insomnia, dizziness, tremor, and loss of appetite
[4, 15, 17]. Symptoms of ingestion also include mood
improvement, fatigue decrease, excessive irritability
and explosiveness. After taking amphetamine, people
may experience racing thoughts and even delusions.
The period after the stimulating action of ampheta-
mine ceases is also very dangerous — it is characterized
by a difficult to control sleepiness. In addition, use of
amphetamines may lead to a false assessment of one’s
skills, engaging in risky behaviours, which can even
occasionally result in fatal accidents [10, 12].

In accordance with the Act of 29 July 2005 (Jour-
nal of Laws no. 179, item 1485, as amended) on the
prevention of drug addiction, amphetamine is on the
list of psychotropic substances in Group II P. It causes
a decrease in psychomotor performance of drivers by
an impairment of the assessment of speed and distance
needed to effectively stop a vehicle [3]. After taking
the drug, a driver becomes excessively excited, be-
comes overly confident in their own abilities and loses
the capacity for objective assessment of the situation
on the road. This often results in aggressive and risky
driving and increases the risk of accidents [7]. Accord-
ing to the report of the DRUID project, amphetamine
increased the risk of causing an accident with injuries
8-fold and that of causing a fatal accident 24-fold [18].
In addition, the effect of amphetamine on impairment
of some psychomotor skills, such as adjusting speed to

other vehicles (car following test) and on the tendency
to bizarre behaviour has been demonstrated. Among
the 25 cases analyzed in this study, three concerned
road accidents, which led to two passengers being
killed (item 24, Table IV), and one participant in a col-
lision suffering serious injuries (item 25, Table V).

According to the Law on Road Traffic (chapter V,
sec. 1, art. 129 § 1-2), a police officer is entitled to test
the vehicle driver, or another person with respect to
whom there is a reasonable suspicion that they could
have driven the vehicle, in order to determine the con-
tent of alcohol or agent acting similarly to alcohol. In
such situations, a police officer is entitled to prevent
the suspected offender from driving and to order the
use of testing and measuring instruments to determine
their state of intoxication/sobriety. Routine tests can be
carried out on a driver’s saliva using a multi-drug test-
er (e.g. Rapid STAT), which allows simultaneous and
rapid detection of, among other things, amphetamine,
methAMPH and MDMA. After using the saliva test-
er, an official police note and a report on the driver’s
behaviour, indicating likely administration of agents
acting similarly to alcohol, are drawn up. A positive
result obtained using the saliva tester obliges a police
officer to carry out procedures to obtain, collect and
send blood samples for confirmatory testing using
reference methods. These include high performance
liquid or gas chromatography and mass spectrometry
(LC/MS, GC/MS).

The Regulation of the Minister of Health of
11 June 2003 (Journal of Laws no. 116, item 1104)
on the list of agents acting similarly to alcohol and the
conditions and manner of testing for their presence in
the body defines the required limit of quantification
for individual agents acting similarly to alcohol, in-
cluding amphetamine, MDMA and analogues thereof,
equal to 0.05 mg/l in blood. The limit of quantification
of the method presented in this study was 0.01 mg/I,
meeting the analytical requirements contained in this
regulation. Moreover, the method is characterized by
specific and accurate assay results (Table II and III),
meeting the requirements of the European standard
PN-EN ISO/IEC 17025:2005.

An agent acting similarly to alcohol detected and
determined in the blood is unequivocal evidence of
violation of the applicable road regulations by a driv-
er. The wide range of concentrations of amphetamines
(0.02-1.99 mg/1) in the 25 analysed cases is an indica-
tion of the high complexity of the problem. The im-
pact of different concentrations of amphetamine on
psychomotor ability of drivers cannot be unambigu-
ously assessed. In contrast to states related to alcohol,
none of the regulations defines concentration ranges
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corresponding to specific states related to the taking of
agents acting similarly to alcohol. A difficulty in inter-
pretation relates to the distinction between a “state af-
ter using an agent acting similarly to alcohol” (Article
87 § 1 of the Petty Offences Code), and a “state under
the influence of an intoxicant” (Article 178a § 1 of the
Criminal Code), which raises doubts about determin-
ing the boundary between a petty offence and a crime
[16]. The fact that “state after using an agent acting
similarly to alcohol” appears alongside “state after use
of alcohol” and “state under the influence of an intoxi-
cant” is an alternative to “state of (alcohol) intoxica-
tion” indicates that these are the conditions that give
rise to a range of effects on the CNS which are the
same effects as caused by “state after use of alcohol”
and “state of (alcohol) intoxication” respectively, af-
ter consumption of alcohol. Furthermore, definitions
of the states associated with the use of drugs are not
uniform. The Petty Offences Code uses “state after us-
ing alcohol or a similarly acting agent”, the Law on
Road Traffic “state after using an agent acting simi-
larly to alcohol”, while the Criminal Code “state under
the influence of an intoxicant”. This creates signifi-
cant problems of interpretation from the legal point of
view.

The task of the forensic expert in the field of toxi-
cology is to answer the question asked by courts:
“Were the driver’s psychomotor skills impaired?”
The ultimate outcome of such an assessment should
be based on a comprehensive analysis of the problem.
It should encompass: pre-laboratory tests (usually on
saliva), the findings of the police, the testimony of wit-
nesses and of the doctor filling in the blood collection
report (degree of addiction, dose taken, the time of the
last dose, psychophysical state, mood, etc.) and results
of analytical studies (qualitative and quantitative) [8].
Of the above mentioned factors, the most reliable and
objective source of information (for an expert opinion)
is the analytical results — hence the need to carry out
tests involving the analysis of a wide range of psycho-
active substances.

Only in one case (item 25, Table 1V) was a posi-
tive result obtained for ethanol, equal to 0.52 mg/l.
The mechanism of interaction of amphetamines and
ethyl alcohol is not fully understood. Although alcohol
has a depressive effect on the CNS, while ampheta-
mine causes stimulation, studies showed no simple an-
tagonistic interaction [2]. Amphetamine may, to some
extent, reduce the dangerous effects of alcohol, but
some psychophysical disorders still occur that lower
the ability to drive vehicles. Alcohol can increase the
transient disturbance of the immune system caused by
taking MDMA. Moreover, alcohol may slightly in-

crease the blood concentration of MDMA, while the
concentration of alcohol can be slightly reduced by
MDMA [2]. Therefore, when evaluating psychomotor
skills of drivers, reference must be made to Article 87
§ 1 of the Petty Offenses Code and Article 178a § 1 of
the Criminal Code.

7. Conclusions

The analytical procedure for the determination of
amphetamine and its derivatives in blood by HPLC-
ESI-MS-MS after solid phase extraction (SPE) pre-
sented in this paper was optimized and validated,
meeting the analytical requirements listed in the Regu-
lation of the Minister of Health of 11 June 2003 (Jour-
nal of Laws no. 116, item 1104) and the guidelines
contained in the European standard PN-EN ISO/IEC
17025:2005.

In the group of 25 examined cases, besides am-
phetamine — which was determined in a wide range
of concentrations (0.02—-1.99 mg/l) — the presence of
A°-THC and/or of its metabolitess THC-COOH and
11-OH-THC (10 cases) was most often demonstrated.
This corresponds well to other statistical data, accord-
ing to which amphetamine and cannabis preparations
are the most commonly taken illegal substances in
Europe [19]. Only in one case was methAMPH re-
vealed, in one — pseudoephedrine, in one — MDMA
and MDA, and in one — morphine (in addition to am-
phetamine). This confirms the fact that methAMPH,
MDA and MDMA are less common on the Polish drug
market in comparison with amphetamine and cannab-
inols. Moreover, the results of the study may suggest
a change in the trend of drug usage profile from an
amphetamine-opiate profile to an amphetamine-can-
nabinol one.

In the DRUID project, the users of amphetamines
were mainly young people under 35 years of age [18].
This is confirmed by the results of this work, as in
the analyzed group of 25 cases, only one (38 years,
item 21, Table I'V) slightly exceeded this age range. In
11 reported cases, amphetamine in blood was found at
a concentration greater than 0.5 mg/l, which for occa-
sional users can be highly toxic and even lead to fatal
poisoning [13]. The results obtained are based on liv-
ing people, suggesting that they may correspond to ad-
dicted users who have developed individual tolerance
to this compound.

According to the Act of 29 July 2005 (Journal of
Laws no. 179, item 1485, as amended) drug preven-
tion in Poland is carried out by properly developing
social, economic, educational and health care policies.
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However, the use of and addiction to drugs, particular-
ly amphetamine, is still a serious social problem, not
only in Poland but also in Europe. This means radical
measures need to be applied. The following appear to
be necessary: monitoring of the abstinence of people
affected by addiction, legal restrictions on drivers and
educational programs to raise awareness of the scale
of the problem, especially among young people. In
addition, increased inspections to ensure the safety of
road users can contribute to a significant and sustained
reduction in the number of serious road accidents.
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AMFETAMINA W OPINIOWANIU SADOWO-LEKARSKIM KIEROWCOW

1. Wstep

Amfetamina oraz jej pochodne nalezg do najbardziej
rozpowszechnionych substancji psychoaktywnych w Eu-
ropie [19]. W wielu panstwach, po konopiach indyjskich,
to drugie najczesciej uzywane nielegalne substancje.
Agencja Unii Europejskiej ds. narkotykéw (Europej-
skie Centrum Monitorowania Narkotykow i Narkomani,
EMCDDA) w sprawozdaniu rocznym za 2011 rok ogto-
sita, ze okoto 12,5 miliona Europejczykow w wieku od
15 do 64 lat przynajmniej raz probowato amfetaminy
[19]. Problem uzaleznienia dotyczy szczegdlnie ludzi
mtodych w wieku od 15 do 34 lat, wsrod ktorych uzy-
watlo tego ksenobiotyku 0,5-2,0% osob. Oznacza to, ze
w 2011 roku okoto 1,5 miliona mtodych Europejczykow
probowato amfetaminy. W Polsce rozpowszechnienie
tego zwigzku wyniosto 0,7% dla catej populacji w wieku
od 15 do 64 lat, w tym 1,9% dla przedzialu wickowego
od 15 do 24 lat. Skala uzaleznienia od substancji psy-
choaktywnych, szczegdlnie dotyczaca mtodziezy, stala
si¢ powodem do przyjecia przez Unig¢ Europejska strate-
gii antynarkotykowej na lata 2005-2012 zobowiazujace;j
kraje cztonkowskie do przeciwdziatania zjawisku narko-
manii.

W latach 20062011 na zlecenie Komisji Europe;j-
skiej realizowany byt projekt DRUID (Driving under the
Influence of Drugs, Alcohol and Medicines) obejmuja-
cy Norwegie¢ oraz 18 krajow Unii Europejskiej, w tym
Polske [18]. Jego gldéwnym celem byla ocena wpltywu
stosowanych przez kierowcoéw substancji psychoaktyw-
nych, w tym amfetaminy, na bezpieczenstwo na drogach.
Zgodnie z wynikami badan, rozpowszechnienie amfeta-
miny wsrod kierowcow w Polsce wyniosto 0,05% 1 byto
zblizone do $redniej europejskiej (0,08%). Oznacza to,
ze na 2000 kierowcow w Polsce jeden prowadzi pojazd
mechaniczny pod wptywem amfetaminy.

Opiniowane przypadki w aspekcie sadowo-lekar-
skim, dotyczace amfetaminy, podzieli¢ mozna ze wzgle-
du na material dowodowy poddany badaniu na materiat
niebiologiczny (roztwory, proszki, tabletki) oraz biolo-
giczny (krew, mocz, watroba, wlosy). Do grupy, w kto-
rej materialem dowodowym jest material biologiczny,
oprocz przypadkéw zakonczonych zgonem, w ktdrych
amfetamina stanowita bezposrednia lub posrednia przy-
czyng $mierci, zaliczy¢ mozna przypadki zazywania jej
do celéw niemedycznych bez skutku $miertelnego. Do
tej grupy nalezy, niemalejaca od lat, grupa kierowcow
zatrzymanych podczas kontroli drogowej i podejrzanych
o prowadzenie pojazdu pod wplywem substancji psycho-
tropowych. Wiaze si¢ to z opiniowaniem dotyczacym

stanu psychofizycznego oraz obnizeniem zdolnosci psy-
chomotorycznych kierowcow [9, 18].

Zgodnie z obowigzujacymi standardami stosowanymi
w toksykologii sadowej, do celéw orzecznictwa praw-
nego wymagane jest stosowanie zwalidowanych metod
analitycznych o najwyzszym stopniu wiarygodnosci.

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie i walidacja
procedury chemiczno-toksykologicznej analizy wybra-
nych substancji psychoaktywnych, w tym amfetaminy
ijej pochodnych we krwi, a nastgpnie jej weryfikacja
w toksykologicznej praktyce sadowo-lekarskiej obejmu-
jacej opiniowanie kierowcow, u ktorych istniato wskaza-
nie do przeprowadzenia badan na obecno$¢ amfetaminy
(np. agresywne zachowanie lub dodatni wynik testu §liny
na obecnos¢ amfetaminy).

2. Material
2.1. Materiat biologiczny

Materiat biologiczny stanowity:

— probki krwi zabezpieczone od 25 kierowcow;

— krew kontrolna otrzymana z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Krakowie w celu
opracowania i optymalizacji procedury analitycznej
oznaczania wybranych substancji psychoaktywnych.

2.2. Wzorce, odczynniki chemiczne i materiaty
pomocnicze

Wzorce amfetaminy (AMF), metamfetaminy (meth
AMF), 3,4-metylenodioksymetamfetaminy (MDMA),
3.4-metylenodioksyamfetaminy (MDA), 3,4-metyleno-
dioksyetylamfetaminy (MDEA), N-metyl-1-(3,4-metyle-
nodioksyfenyl)-2-aminobutanu (MBDB), 4-metoksyam-
fetaminy (PMA), 4-metoksymetamfetaminy (PMMA),
pseudoefedryny, fenyloetyloaminy, fenylopropanolami-
ny, katynonu, metkatynonu, metylonu, mefedronu i bufe-
dronu oraz deuterowane pochodne AMF-D3, methAMEF-
D5, MDMA-D5, MDA-DS5, MDEA-DS i pseudoefedry-
ny-D3 zakupiono w firmie LGC Promochem (Warsza-
wa).

Zastosowano nastepujace odczynniki chemiczne:
acetonitryl i woda dejonizowana (Sigma-Aldrich, Niem-
cy), metanol czystosci gradientowej do chromatografii
cieczowej (Merck, Niemcy). Weglan amonu, mrowczan
amonu 1 kwas mrowkowy czystosci do chromatografii
cieczowej zakupiono w firmie Sigma-Aldrich (Niemcy).

Materiaty pomocnicze stanowity: kolumienki do eks-
trakcji do fazy stalej (SPE) Bond Elut-C18 o masie ztoza
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500 mg i objetosci 6 ml (Agilent, Stany Zjednoczone),
komora prozniowa do ekstrakcji do fazy statej (Varian,
Stany Zjednoczone) oraz koncentrator prozniowy do od-
parowywania probek (Eppendorf, Niemcy).

3. Ekstrakcja

1 ml krwi wzbogacano dodatkiem wzorcoéw wewne-
trznych w postaci deuterowanych pochodnych AMF-D3,
methAMF-D5, MDMA-D5, MDA-D5, MDEA-DS5,
pseudoefedryny-D3 w stezeniu 0,10 mg/l, a nastgpnie
dodawano 5 ml 0,01 M buforu weglanowo-amonowego
(pH 9,3). Tak przygotowane probki mieszano, odwirowy-
wano, a powstaly supernatant nanoszono na kolumienki
SPE zaktywowane wczesniej za pomocg 1 ml metanolu,
1 ml wody oraz 1 ml 0,01 M buforu weglanowo-amono-
wego (pH 9,3). Supernatant przepuszczano przez ztoze
pod dziataniem sily grawitacji. Kolumienki SPE podda-
wano nastepnie myciu 2 ml 0,01 M buforu weglanowo-
amonowego (pH 9,3) i suszono w prozni przez 30 min.
Anality eluowano za pomoca 2 ml mieszaniny metanol :
0,5M CH,COOH (9:1, v/v). Ekstrakty odparowywano do
sucha przy uzyciu koncentratora prézniowego i rozpusz-
czano w 100 pl mieszaniny fazy A (roztwor 2 mM mrow-
czanu amonu i 0,2% kwasu mrowkowego w wodzie, v/v)
oraz fazy B (roztwoér 2 mM mroéwczanu amonu i 0,2%
kwasu mréwkowego w acetonitrylu, v/v), 9:1, v/v.

W przypadku, gdy stezenie analizowanego zwiazku
przekraczato zakres liniowo$ci metody (> 0,5 mg/l), ba-
dang krew (100 pl) rozcienczano dziesigciokrotnie krwig
wolna od ksenobiotykow (900 pl) i poddawano ekstrak-
cji zgodnie z powyzszym opisem.

A°-tetrahydrokannabinol (A°-THC) i jego metaboli-
ty: kwas 11-nor-9-karboksy-tetrahydrokannabinolowy
(THC-COOH) oraz 11-hydroksy-tertahydrokannabinol
(11-OH-THC) ekstrahowano i oznaczano zgodnie z pro-
cedura metody analitycznej zaprezentowanej w [14],
natomiast morfing wedlug procedury przedstawionej
w [6].

4. Metoda analityczna
4.1. Rozdzial chromatograficzny

Analize wybranych substancji psychoaktywnych
przeprowadzano, stosujac metode wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej sprzezonej z tandemowa spektro-
metrig mas z wykorzystaniem jonizacji przez rozpylanie
w polu elektrycznym (HPLC-ESI-MS-MS).

Uzyto chromatografu cieczowego (Agilent 1200,
Stany Zjednoczone) sktadajacego si¢ z urzadzenia do
odgazowywania fazy ruchomej (G1379 B), podwdj-
nej pompy gradientowej (G1312 A), automatycznego

podajnika probek (G1329 A) oraz termostatu kolumny
(G1316 A). Rozdziat chromatograficzny prowadzono
w kolumnie Allure z wypelnieniem PFP Propyl 50 X
2,1 mm i wielkoscig ziaren 5 pum z przedkolumnag Allure
z wypetnieniem PFP Propyl 10 x 2,1 mm (Restek, Stany
Zjednoczone). Kolumne termostatowano w 40°C. Fazg
ruchoma stanowila faza A oraz faza B, ktdre przeptywaly
przez kolumng¢ w programie gradientowym, poczawszy
od udzialu 10% fazy B przy natgzeniu przeptywu row-
nym 0,5 ml/min, wzrastajac liniowo w ciggu 10 min
do udzialu 90% fazy B i nat¢zenia przeptywu rownego
1,0 ml/min. Objetos¢ nastrzyku na kolumng chromato-
graficzng wynosita 10 pl. Kolumna byta kondycjonowa-
na przez 7 min mieszaning fazy A oraz fazy B ( 9:1, v/v)
przed kazdym kolejnym nastrzykiem.

4.2. Detekcja

Zastosowano kwadrupolowy, tandemowy spek-
trometr mas (G6410 A, Agilent, Stany Zjednoczone)
z komorga do jonizacji przez rozpylanie w polu elektrycz-
nym (ESI). Parametry Zrédla jonow ESI byty nastepu-
jace: temperatura — 350°C, cis$nienie rozpylanego gazu
(azot) — 40 psi, natezenie przeptywu gazu osuszajgcego
(azot) — 9 /min, napigcie kapilary — 3000 V. Spektrometr
mas pracowal w opcji tandemowej (MS-MS) w trybie
jonow dodatnich, monitorujac wybrane reakcje rozpa-
du (DMRM — dynamic multiple reaction monitoring,
Tabela I) jedynie w zadanych oknach czasow retencji
(1,4 min). Kontrola parametréw uktadu, gromadzenie
danych oraz ich przetwarzanie zostalo przeprowadza-
ne przy uzyciu oprogramowania Agilent Mass Hunter
w wersji B.03.01 (B2065).

4.3. Walidacja

Do oceny specyficznosci metody przygotowano
probke krwi kontrolnej, wolnej od ksenobiotykow, bez
dodatku analitéw 1 wzorcow wewngtrznych analizowa-
nych amfetamin. Badano mozliwy wptyw matrycy bio-
logicznej w obszarach elucji badanych analitow oraz ich
wzorcow wewngetrznych. W celu oszacowania wpltywu
mozliwych interferencji zwiazkow o zblizonej strukturze
do analizowanych analitow wzbogacono krew kontrol-
ng w fenyloetyloamine, fenylopropanolaming, katynon,
metkatynon, metylon, mefedron i bufedron w stezeniu
10 mg/1.

Krzywe kalibracyjne zostaly przygotowane poprzez
analizg trzech serii probek krwi wzbogaconych odpo-
wiednio w 0,01, 0,02, 0,05, 0,10 i 0,50 mg/l AMF, MDA,
methAMF, PMA, MDMA, PMMA, MBDB, MDEA
i pseudoefedryny. Kazda probka kalibracyjna wzboga-
cana byla rowniez we wzorce wewnetrzne (AMF-D3,
MDA-D5, methAMF-D5, MDMA-D5, MDEA-D5,
pseudoefedryna-D3) w ilosci 0,10 mg/1.
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Granice¢ detekcji metody (LOD) wyznaczono, zakta-
dajac, ze jest ona najnizszym stgzeniem, przy ktorym sto-
sunek pola powierzchni pod pikiem dla analitu do pola
powierzchni pod pikiem dla szumu wynosi > 3. Jako
granicg oznaczalnosci (LOQ) przyjeto najnizsze stgze-
nie, dla ktorego doktadnos$¢ oznaczenia analitu miesci si¢
w przedziale 80-120% rzeczywistego stgzenia.

Precyzj¢ 1 doktadno$¢é wewnatrz- i zewnatrzgrupowa
badano dla trzech stezen analitu odpowiadajacych dol-
nemu (0,01 mg/l), sSrodkowemu (0,05 mg/l) i gornemu
(0,50 mg/l) stezeniu na krzywej kalibracyjnej. Precyzje
i doktadno$¢ wewnatrzgrupowa wyznaczono dla jednej
serii w siedmiu powtorzeniach dla kazdego zdefiniowa-
nego stezenia analitu. Precyzj¢ zewnatrzgrupowa badano
w trzech odrebnych seriach przy siedmiu powtdrzeniach
dla zdefiniowanych stezen analitow.

Doktadno$¢ metody wyrazono w postaci biedu
wzglednego [%] jako stosunek roznicy pomiedzy $red-
nim a rzeczywistym st¢zeniem analitu do rzeczywistego
stezenia analitu pomnozony przez 100. Precyzje wyra-
zono jako procent odchylenia standardowego [% RSD]
i obliczano jako stosunek warto$ci bezwzglednego od-
chylenia standardowego do S$redniego wyznaczonego
stezenia analitu pomnozony przez 100.

Wydajnos¢ ekstrakcji analitow byta badana w trzech
powtorzeniach dla dolnego (0,01 mg/l), srodkowego
(0,05 mg/1) i gbérnego (0,50 mg/1) stezenia na krzywej ka-
libracyjnej. Dodatkowo przeprowadzono ekstrakcje me-
tanolowych roztworow analizowanych zwigzkéw o iden-
tycznych stezeniach. Bezwzgledna wydajnosé ekstrakeji
wyrazong w procentach wyznaczano jako stosunek pola
powierzchni pod pikiem dla analitu po ekstrakcji krwi do
pola powierzchni pod pikiem dla tego analitu po ekstrak-
cji metanolowego roztworu wzorca pomnozony przez
100.

5. Wyniki

Przeprowadzono procedur¢ walidacji metody ozna-
czania amfetaminy i jej pochodnych we krwi. Nie wyka-
zano interferencji pochodzacych od matrycy biologicz-
nej oraz wzbogaconych w nig wzorcéw na obszary elucji
analizowanych zwigzkéw. Szczegdtowe wyniki walida-
cji zestawiono w tabeli I1 1 II1.

Opracowang metodyke zastosowano do grupy ba-
dawczej obejmujacej 25 przypadkow kierowcow, u kto-
rych istnialo wskazanie do przeprowadzenia badan na
obecno$¢ amfetaminy (np. agresywne zachowanie lub
dodatni wynik testu ze $liny na obecno$¢ amfetaminy).
Grupa ta byla calkowicie jednorodna pod wzglgdem
pici — w jej sktad wchodzito 25 mezczyzn w wieku od
20 do 38 lat (srednia wieku 26 lat). 21 przypadkow do-
tyczyto rutynowej kontroli kierowcéw samochodow
osobowych, 3 przypadki wypadku drogowego i 1 przy-

padek rowerzysty. W 14 przypadkach w samochodzie
i/lub na ubraniu kierowcy ujawniono obecno$¢ amfeta-
miny w postaci proszku, tabletek lub wodnego roztworu
w strzykawkach. W celu ustalenia zawartosci alkoholu
kazdy z zatrzymanych kierowcow zostat poddany bada-
niu analizatorem wydychanego powietrza. Tylko w jed-
nym przypadku otrzymano wynik pozytywny wynoszacy
dla alkoholu etylowego 0,52 mg/l (poz. 25, tabela 1V).
Sposréd dziewieciu analizowanych zwigzkéw stwier-
dzono we krwi kierowcow obecnosc¢ pieciu: amfetaminy,
MDMA, MDA, methAMEF i pseudoefedryny. We wszyst-
kich przypadkach wykazano obecno$¢ amfetaminy, a jej
stezenie we krwi wahato si¢ w bardzo szerokich grani-
cach: 0,02-1,99 mg/l. W jednym przypadku ujawniono
obecnos¢ MDMA (0,01 mg/l) oraz MDA (0,14 mg/l),
w jednym methAMF (0,04 mg/1) oraz w jednym pseudo-
efedryne (1,59 mg/l). W grupie zwigzkoéw niebgdacych
pochodnymi amfetaminy w 10 przypadkach wykazano
obecnos¢ kannabinoidow oraz w 1 przypadku morfi-
ny. Szczegélowe informacje dotyczace analizowanych
przypadkow oraz wynikoéw badan toksykologicznych za-
mieszczono w tabeli IV.

6. Dyskusja

Amfetamina nalezy do amin sympatykomimetycz-
nych o silnym dziataniu na osrodkowy uktad nerwowy
(OUN). Jej stymulujace dziatanie polega na uwalnianiu
amin katecholowych: dopaminy i noradrenaliny oraz na-
sileniu ich przekaznictwa [1, 5, 13].

Amfetamina najczg$ciej przyjmowana jest droga
doustng lub donosowa w postaci soli siarczanowej lub
fosforanowej. Jako jednorazowa dawke efektywna dla
okazjonalnego biorcy przyjmuje si¢ 5—15 mg, przy czym
u 0s0b uzaleznionych moze wystapi¢ zjawisko tolerancji
umozliwiajace przyjecie nawet 2000 mg na dobe. Jedno-
razowe przyjecie dawki efektywnej amfetaminy skutku-
je jej stezeniem w osoczu w wysokosci okoto 0,1 mg/l
[11]. W przypadku uzaleznionych biorcow wyznaczane
stezenie amfetaminy w osoczu dochodzi do 3,0 mg/l.
Oszacowana dawka toksyczna dla okazjonalnych bio-
rcéw wynosi 200 mg. Uwaza sig¢, ze toksyczne dziatanie
moze wystapic¢ juz przy stezeniach w osoczu 0,2-0,3 mg/I,
a efekt toksyczny ze skutkiem $miertelnym dla st¢zen
powyzej 0,5 mg/l [11]. Amfetamina moze by¢ wykrywa-
na we krwi maksymalnie do 20 h, natomiast w moczu do
72 h od chwili zazycia.

Amfetamina jako silny stymulant OUN powoduje
pobudzenie psychoruchowe, kotatanie i niemiarowos¢
pracy serca, bezsenno$¢, zawroty glowy, drzenie migs$-
ni 1 zniesienie taknienia [4, 15, 17]. Do objawdw jej za-
zycia zaliczy¢ mozna réwniez popraw¢ samopoczucia,
zniesienie uczucia zme¢czenia, nadmierng drazliwosé
i wybuchowos¢. U o0séb zazywajacych amfetaming
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moze wystapi¢ gonitwa mysli, a nawet urojenia. Okres
po ustaniu stymulujgcego dziatania amfetaminy jest tak-
ze bardzo niebezpieczny — charakteryzuje si¢ trudng do
opanowania sennoscig. Ponadto zazywanie amfetaminy
moze prowadzi¢ do falszywej oceny wiasnych umiejet-
nosci, podejmowania ryzykownych zachowan, w wyniku
ktérych dochodzi czasami do wypadkéw zakonczonych
zgonem [10, 12].

Zgodnie z ustawa z dnia 29 lipca 2005 r. (Dz. U.
nr 179, poz. 1485, z pdézn. zm.) o przeciwdziataniu
narkomanii amfetamina widnieje na liScie substancji
psychotropowych grupy II P. Powoduje ona obnizenie
sprawnosci psychoruchowej kierowcdéw poprzez niepra-
widlowa oceng szybkosci oraz odlegtosci potrzebnej do
skutecznego zatrzymania pojazdu [3]. Po jej przyjeciu
kierowca staje si¢ nadmiernie pobudzony, nabiera prze-
sadnego przekonania o wtasnych umieje¢tnosciach i traci
zdolnos$¢ obiektywnej oceny sytuacji na drodze. Skutku-
je to czgsto agresywna i ryzykowna jazda oraz zwigk-
sza ryzyko wypadku [7]. Zgodnie z raportem projektu
DRUID, amfetamina 8-krotnie zwigksza ryzyko spowo-
dowania wypadku z obrazeniami oraz 24-krotnie wypad-
ku ze skutkiem $miertelnym [18]. Ponadto wykazano
wplyw amfetaminy na uposledzenie niektorych zdolno-
$ci psychomotorycznych, np. dostosowanie predkosci do
innych pojazdow (ang. car following test) oraz sktonnos¢
do brawurowych zachowan. Wsrod 25 analizowanych
przypadkow w niniejszej pracy, 3 dotyczyly wypadkoéw
drogowych, w wyniku ktorych dwoch pasazeréw ponio-
sto $mier¢ (poz. 24, tabela IV), a jeden uczestnik kolizji
doznat cigzkiego uszczerbku na zdrowiu (poz. 25, tabe-
lalV).

Zgodnie z ustawg ,,Prawo o ruchu drogowym” (dziat
V, rozdz. 1, art. 129 § 1-2) policjant uprawniony jest do
poddania badaniu kierujacego pojazdem lub inng osobe,
w stosunku do ktorej zachodzi uzasadnione podejrzenie,
ze mogla kierowaé pojazdem, w celu ustalenia zawarto-
$ci alkoholu lub $rodka dziatajacego podobnie do alko-
holu. W takich sytuacjach policjant uprawniony jest do
wydawania polecen uniemozliwiajacych kierowanie po-
jazdem oraz uzycia przyrzadéw kontrolno-pomiarowych
w celu stwierdzenia stanu trzezwosci kierujagcego. Ruty-
nowo przeprowadza si¢ rowniez badanie $liny kierowcy
przy uzyciu wielopanelowego testera (np. Rapid STAT)
umozliwiajacego rownoczesne i szybkie wykrycie w $li-
nie m.in. amfetaminy, methAMF oraz MDMA. Po ba-
daniu z uzyciem testera §liny sporzadzana jest policyj-
na notatka urzgdowa oraz protokét zachowan kierowcy
$wiadczacych o prawdopodobnym przyjeciu srodkow
dziatajacych podobnie do alkoholu. Pozytywny wynik
uzyskany przy uzyciu testera $liny obliguje policjanta
do przeprowadzenia procedur zmierzajacych do pobra-
nia, zabezpieczenia i przestania probki krwi do badan
potwierdzajacych z uzyciem metod referencyjnych. Na-
lezg do nich wysokosprawna chromatografia cieczowa

lub gazowa sprzezona ze spektrometria mas (LC/MS,
GC/MS).

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 11 czerwca
2003 roku (Dz. U. nr 116, poz. 1104) w sprawie wykazu
srodkow dziatajacych podobnie do alkoholu oraz warun-
kéw 1 sposobu przeprowadzania badan na ich obecnos¢
w organizmie definiuje ponadto wymagana granic¢ ozna-
czalnos$ci dla poszczegdlnych $rodkéw dziatajacych po-
dobnie do alkoholu, w tym dla amfetaminy, jej analogow
oraz MDMA wynoszacg 0,05 mg/l krwi. Wyznaczona
granica oznaczalno$ci metody prezentowanej w niniej-
szej pracy wyniosta 0,01 mg/l, spelniajac tym samym
wymogi analityczne zawarte w powyzszym rozporza-
dzeniu. Opracowana metod¢ charakteryzowaty ponadto
specyficzne i doktadne wyniki oznaczen (tabela II i III)
spetniajgce wymogi normy europejskiej PN-EN ISO/IEC
17025:2005.

Jednoznacznym dowodem naruszenia obowigzuja-
cych przepiséw ruchu drogowego przez kierowce jest
wykazany i oznaczony we krwi $rodek dziatajacy podob-
nie do alkoholu. Szeroki przedziat stezen dla amfetami-
ny (0,02-1,99 mg/l) w 25 analizowanych przypadkach
sugeruje zlozono$¢ problemu. Ocena wplywu okreslo-
nych stezen amfetaminy na zdolno$¢ psychomotoryczna
kierowcow nie jest jednoznaczna. W przeciwienstwie do
stanow zwigzanych z alkoholem, Zadna z ustaw nie defi-
niuje zakresow stezen odpowiadajacych poszczegdlnym
stanom zwigzanym z przyjeciem srodkéw dziatajacych
podobnie do alkoholu. Trudnos¢ interpretacyjna dotyczy
rozréznienia pomigdzy ,,stanem po uzyciu srodka dziala-
jacego podobnie do alkoholu” (art. 87 § 1 k.w.), a ,,stanem
pod wptywem srodka odurzajacego” (art. 178a § 1 k.k.),
co rodzi watpliwosci przy wyznaczaniu granicy pomig-
dzy wykroczeniem a wystepkiem [16]. ,,Stan po uzyciu
srodka dziatajacego podobnie do alkoholu” wystepuje
obok ,,stanu po uzyciu alkoholu”, a ,,stan pod wptywem
srodka odurzajacego” jako alternatywny w stosunku do
»stanu nietrzezwosci”, co wskazuje, ze s nimi takie sta-
ny, ktére wywotuja w zakresie oddzialywania na OUN
takie same skutki, jak spozycie alkoholu powodujace
odpowiednio ,,stan po uzyciu alkoholu” i ,,stan nietrzez-
wosci”. Ponadto definicje stanéw zwigzanych z uzywa-
niem $rodkéw odurzajacych nie sg jednolite. W kodek-
sie wykroczen przyjmuje si¢ ,,stan po uzyciu alkoholu
lub podobnie dziatajacego $rodka”, w ustawie ,,Prawo
o ruchu drogowym” ,,stan po uzyciu $rodka dziatajace-
go podobnie do alkoholu”, za§ w kodeksie karnym ,,stan
pod wplywem $rodka odurzajacego”. Stwarza to znaczne
trudnosci interpretacyjne w aspekcie prawnym.

Zadaniem bieglego sagdowego z zakresu toksykologii
jest odpowiedz na pytanie zadane przez przedstawicieli
organdw wymiaru sprawiedliwosci: ,,czy zdolnosci psy-
chomotoryczne kierowcy zostaty naruszone?” Ostatecz-
ny efekt takiej oceny powinien wynika¢ z kompleksowe;j
analizy problemu. Sktadaja si¢ na nig przedlaboratoryj-
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ne badania (najczesciej $liny), ustalenia dokonane przez
policje, zeznania §wiadkow zdarzenia, lekarza wypet-
niajacego protokot pobrania krwi (stopien uzaleznienia,
przyjeta dawka, czas od przyjecia ostatniej dawki, stan
psychofizyczny, nastroj itp.) oraz wynikéw (jakosScio-
wych i ilo§ciowych) przeprowadzonych badan analitycz-
nych [8]. Sposrdéd wymienionych najbardziej rzetelnym
i obiektywnym zrédtem informacji opiniodawczej sa
wyniki badan analitycznych — stad potrzeba przeprowa-
dzania tychze badan obejmujacych analize¢ szerokiego
spektrum substancji psychoaktywnych.

Tylko w jednym przypadku (poz. 25, tabela IV)
otrzymano wynik pozytywny dla alkoholu etylowego
wynoszacy 0,52 mg/l. Mechanizm interakcji amfetamin
oraz alkoholu etylowego nie jest do konca poznany. Po-
mimo tego, ze alkohol wykazuje dziatanie depresyjne na
OUN, a amfetamina powoduje jego stymulacje, nie wy-
kazano prostej relacji oddziatywania antagonistycznego
[2]. Amfetamina moze w pewnym stopniu zredukowac
szkodliwy wptyw alkoholu, jednakze nadal wystgpuja
pewne zaburzenia psychofizyczne wptywajace na obni-
zenie zdolno$ci prowadzenia pojazdow mechanicznych.
Alkohol moze wzmocni¢ przej$ciowe zaburzenia uktadu
immunologicznego spowodowane przyjeciem MDMA.
Ponadto alkohol moze w niewielkim stopniu wptynac
na zwigkszenie stezenia MDMA we krwi, podczas gdy
stezenie alkoholu moze by¢ w niewielkim stopniu zre-
dukowane poprzez MDMA [2]. Dlatego tez kryterium,
na ktorym opiera si¢ ocena zdolnosci psychomotorycz-
nych kierowcow, kieruje uwage na art. 87 § 1 k.w. oraz
art. 178a § 1 k.k.

7. Whioski

Przedstawiona w niniejszej pracy analityczna proce-
dura oznaczania amfetaminy i jej pochodnych we krwi
metodag HPLC-ESI-MS-MS po ekstrakcji do fazy sta-
tej (SPE) zostata zoptymalizowana oraz zwalidowana,
spetniajac tym samym wymogi analityczne wymienione
w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 11 czerw-
ca 2003 roku (Dz. U. nr 116, poz. 1104) oraz wytycz-
ne zawarte w normie europejskiej PN-EN ISO/IEC
17025:2005.

W grupie 25 analizowanych przypadkéw obok am-
fetaminy oznaczonej w szerokim przedziale stezen
(0,02-1,99 mg/l), najczgsciej wykazywano obecno$é
A°-THC i/lub jego metabolitow: THC-COOH i 11-OH-
THC (10 przypadkow). Odpowiada to danym statystycz-
nym, wedle ktéorych amfetamina i przetwory konopi in-
dyjskiej to najczesciej przyjmowane nielegalne substan-
cje w Europie [19]. Tylko w jednym przypadku, oprocz
amfetaminy, ujawniono methAMF, w jednym pseudocfe-
dryng, w jednym MDMA i MDA oraz w jednym morfi-
n¢. Potwierdza to fakt, ze methAMF, MDA oraz MDMA

sa mniej rozpowszechnione na polskim rynku narkoty-
kowym w poréwnaniu z amfetaming i kannabinolami.
Ponadto wyniki przeprowadzonych badan mogg sugero-
waé zmiang¢ trendu w zazywaniu narkotykéw z profilu
amfetamino-opiatowego na profil amfetamino-kannabi-
nolowy.

W projekcie DRUID uzytkownikami pochodnych
amfetaminy byli glownie ludzie mtodzi, ponizej 35 roku
zycia [18]. Potwierdzaja to wyniki niniejszej pracy, gdyz
w analizowanej grupie 25 przypadkow tylko jeden (38 lat,
poz. 21, tabela IV) nieznacznie wykraczat poza ten prze-
dziat wiekowy. W 11 przypadkach odnotowano we krwi
amfetaming w stezeniu przekraczajacym 0,5 mg/l, ktora
dla okazjonalnych biorcow moze okaza¢ si¢ silnie tok-
syczna, a nawet prowadzaca do zatru¢ $miertelnych [13].
Otrzymane wyniki dotyczyly oséb zywych, co sugeru-
je, ze mogly one odpowiada¢ uzaleznionym biorcom,
u ktorych wystgpito zjawisko tolerancji osobniczej na
ten zwiazek.

Zgodnie z ustawg z dnia 29 lipca 2005 roku (Dz. U.
nr 179, poz. 1485, z pézn. zm.) przeciwdziatanie narko-
manii w Polsce realizuje si¢ przez odpowiednie ksztal-
towanie polityki spotecznej, gospodarczej, o§wiatowo-
wychowawczej 1 zdrowotnej. Niemniej jednak uzywanie
oraz uzaleznienie od narkotykow, a w szczegdlnosci od
amfetaminy, stanowi wcigz powazny problem spotecz-
ny nie tylko w Polsce, ale w catej Europie. Wymusza
to podjecie radykalnych $rodkéw. Niezbedna wydaje
si¢ kontrola abstynencji 0sob dotkni¢tych natogiem, re-
strykcje prawne wobec kierowcow oraz programy edu-
kacyjne uswiadamiajace skalg problemu, gléwnie wsrod
mtodziezy. Ponadto wzmozone kontrole majace na celu
zapewnienie bezpieczenstwa uczestnikow ruchu dro-
gowego moga przyczynic¢ si¢ do wyraznego i trwatego
zmniejszenia liczby powaznych wypadkéw drogowych.
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