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Abstract

Bilastine is a potent and highly selective H-antihistamine approved for the treatment of allergic rhinoconjunctivitis and urti-
caria. The increasing incidence of allergic diseases has resulted in an intensive search for new drugs with minimal side effects.
Bilastine is generally well tolerated, even when administered at above therapeutic doses. This drug has been sold in Poland as
a second-generation antihistamine since 2010. In 2016 the first case of determination of bilastine in biological material was
recorded at the Institute of Forensic Research in Krakow. This article presents the blood, urine and tissue concentrations of
bilastine. Liquid-liquid extraction was applied for the isolation of bilastine from biological materials. Analyses were carried
out in multiple reaction monitoring (MRM) mode. As a result of the analyses, bilastine was determined at concentrations of
335 ng/mL in blood, and 433 ng/mL in urine, as well as 4600 ng/mL and 6700 ng/g in stomach decomposition fluid and tissue
respectively, and 560 ng/mL and 245 ng/g in liver decomposition fluid and tissue, respectively. Very limited literature data and
lack of information on therapeutic, toxic and lethal concentrations mean that bilastine should be determined in forensic cases in
order to estimate these values and simplify further data interpretations.
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1. Introduction oceterizine, in turn, is an isomer of ceterizine; rupata-
dine and loratadine metabolize to desloratadine, while
fexofenadine is the metabolite of terfenadine, a drug
that has been withdrawn from the market due to its
cardiotoxic effects.

Bilastine (IUPAC nomenclature: 2-[4-(2-{4-

Anti-histamines  (especially second-generation
drugs) constitute the basic group of drugs used in
symptomatic therapy of allergic diseases. Due to the
widespreadness of allergies and the fact that some an-

ti-histamines are available without a prescription, they
are used by many people from various age groups. An
important problem is the fact that information on the
active substances contained in these drugs is not up-
dated on an ongoing basis in the leaflets attached to the
drugs, so patients taking the drugs are not fully aware
of the possible side effects, including the risks that can
be caused, for example, by driving a motor vehicle
under their influence. Many of the second generation
antihistamines, such as ceterizine, are metabolites of
first generation drugs (in this case hydroxyzine). Lev-

[1-(2-ethoxyethyl)-1-benzimidazol-2-yl]piperi-
din-1-yl}ethyl)phenyl]-2-methylpropanoic acid) is
a separate antihistamine drug of the second generation.
It is structurally similar to fexofenadine (Fig. 1), but is
neither a metabolite nor an isomer of any known anti-
histamine drug. It has a high affinity for the H, hista-
mine receptor and only a trace affinity for other amine
and peptide receptors. The affinity for the H, receptor
is about three times greater than that of ceterizine and
five times greater than that of fexofenadine. This trans-
lates into a reduction in the risk of adverse reactions
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compared to first-generation antihistamines, which are
characterized by low selectivity and act not only on
the H, receptor, but also on muscarinic receptors, adr-
energic alpha receptors, serotonin receptors and potas-
sium channels. Unlike first generation antihistamines,
bilastine does not penetrate the blood-brain barrier and
does not block the H, receptor in the central nervous
system (CNS) (Dymura, Woron, Skowronski, 2013;
Kuna et al., 2016; Mattila, Paakka, 1999). Second
generation antihistamines, in particular bilastine and
fexofenadine, are substrates for P-glycoprotein. When
they try to overcome the CNS barrier, they are active-
ly removed by P-glycoprotein. Bilastine also exhibits
both receptor and non-receptor activity — showing ad-
ditional anti-inflammatory effects independent of the
H, receptor and other histamine receptors. Other ma-
jor advantages of this substance which are important
in pharmacotherapy include limited lipophilicity and
long biological half-life. Lipophilicity is significant
when setting doses for obese patients (doses do not
have to be increased), while long biological half-life is
important in maintaining the therapeutic effect of the
drug as long as possible. Bilastine is used in allergic,
seasonal and year-round rhinitis, in urticaria (hives), in
the therapy of itching, as well as in the allergic form of
(bronchial) asthma, and in angioedema (as a drug sup-
porting the action of epinephrine). Scientific conclu-
sions from periodic safety update reports (PSURSs) on
bilastine have shown that its administration, however,
may cause the following adverse reactions at unknown
frequencies: palpitations, tachycardia, hypersensitivi-
ty reactions, including breathing difficulties, dizziness,
collapse or loss of consciousness, swelling of the face,
lips, tongue or throat and (or) swelling and redness of
the skin. These reactions have been observed since the
medicine was introduced onto the market (European
Medicines Agency, Annex I, 2017). Currently, bilas-
tine is used in about 100 countries around the world,
mainly by adults and children over 12 years old. In
Europe it is also prescribed to children over 6 years
of age (Bosma, van den Bor, Vischer, Labeaga, Leurs,
2018; Church, Tiongco-Recto, Ridolo, Novak, 2020).
In Poland, bilastine is available in the form of prepara-
tions called “Bilaxten” (tablets) and “Clatra” (tablets,
syrup).

The aim of the present study was to develop a meth-
od for determination of bilastine in biological material
and to discuss the first case in Poland in which the
presence of this substance was demonstrated in autop-
sy material.
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Fig. 1. Chemical structures of bilastine (a) and enantiomers
of fexofenadine (b).

1.1. Pharmacokinetics

After oral administration of a single dose, bilas-
tine is rapidly absorbed, reaching a maximum plasma
concentration of approximately 220 ng/ml (median
value) after just 1-1.5 hours. The bioavailability after
oral administration has been determined to be 61%,
but with a decrease of about 30% when the drug is
taken together with grapefruit juice and/or food. In
therapeutic doses, 84-90% of bilastine is bound to
plasma proteins. Taking successive therapeutic doses
does not cause accumulation of the drug. Based on
the analysis of blood samples taken from 48 individ-
uals, the maximum plasma concentration of bilastine
in the first 24 hours after taking a 20 mg dose was
990 ng/ml (Church et al., 2020). Analyses carried out
on a group of 9 healthy men who were taking bilastine
at doses of 10, 20 and 50 mg showed that its concen-
tration in blood remained at a measurable level up to
72 hours after taking the drug. The highest concentra-
tions were recorded during the first 6 hours. After 18
hours a slow decrease in blood concentrations to be-
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low 10 ng/ml is observed until 0.1-1 ng/ml is reached
(after 72 hours; Togawa, Yamaya, 2016). Most of the
administered dose is excreted unchanged: 33% with
urine, 67% with faeces. In vitro studies have shown
that bilastine is not metabolized in the liver, does not
activate nor block the activity of cytochrome P450
nor intestinal enzymes (CYP1A4, CYP3A4). Curves
of bilastine absorption and elimination determined on
the basis of population studies of 310 healthy individ-
uals indicate that it is subject to a two-compartmental
model and pharmacokinetics of the first order (Krause,
Spohr, Zuberbier, Maurer, 2013; Baselt, 2014; Toga-
wa, Yamaya, 2016; Reményi et al., 2018). Bilastine
interacts with: rifampicin, ritonavir, ketoconazole,
erythromycin, P-glycoprotein inhibitors, diltiazem, lo-
razepam and alcohol.

2. Case description

The body of a 22-year-old man was found in a car.
The autopsy report stated that the death resulted from
acute cardiopulmonary failure, the cause of which
could not be determined in the autopsy. Among other
things, cerebral and pulmonary oedema and conges-
tion of internal organs were demonstrated. No trau-
matic or pathological changes were found. An investi-
gation conducted concerning contact with drugs and/
or new psychoactive substances yielded a negative re-
sult. No drug packaging was found in the car. The man
had been suffering from a food allergy to fish protein
for a long time, and as a result was undergoing desen-
sitization treatment with a modified fish allergen in in-
creasing doses, and receiving supportive treatment. He
was only taking bilastine (Clatra 20 mg) and salbuta-
mol (Ventolin 0.1 mg/dose). Post-mortem material in
the form of blood, urine, stomach and liver samples
was sent in for analysis.

3. Methods
3.1. Materials and reagents

Salbutamol and papaverine were purchased from
Merck (Warsaw, Poland), and bilastine from Clearsynth
Labs (Mallapur, India). Acetonitrile (MeCN), ethyl ac-
etate and formic acid (98-100%) were also obtained
from Merck (Warsaw, Poland). Neogen immunoen-
zymatic tests were purchased from STI (Warsaw, Po-
land), and standard substances for immunoenzymatic
tests (amphetamines, 3,4-methylenedioxymetham-
phetamine (MDMA), 11-nor-delta-9-tetrahydrocan-

nabinolic acid (THCCOOH), clonazepam, morphine,
and benzoylecgonine) and papaverine were purchased
from Sigma-Aldrich Sp. z 0.0. (Poznan, Poland).
Control blood samples (free from analytes) used to
develop and validate the method came from a blood
donation centre. Screening tests of this blood did not
reveal the presence of narcotics or drugs, including bi-
lastine, salbutamol and new psychoactive substances
(NPS). The biological material was stored at -20°C.

3.2. Screening analyses

Due to the circumstances of the event, chemical
and toxicological analyses of the blood sample for the
presence of carbon monoxide hemoglobin (carboxy-
hemoglobin) and ethyl alcohol were performed first.
The analyses did not show carbon monoxide satura-
tion corresponding to a concentration above 10% in
relation to total haemoglobin, nor did they show the
presence of ethyl alcohol at a concentration above
0.1 per mille.

Blood and urine were then tested for the presence
of narcotic drugs and psychotropic substances from
the amphetamine group (including MDMA), ben-
zodiazepines, cannabinols, cocaine and opioids. The
analyses were performed by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA), using tests produced by Neo-
gen. As a result of these analyses, no positive reading
was obtained for any of the mentioned groups. Screen-
ing for NPS was carried out using a previously pub-
lished method (Adamowicz, Tokarczyk, 2015), which
did not show the presence of NPS in blood and urine.

Blood and urine were also screened for the con-
tent of drugs with various effects on the human body
(including antihistamine, analgesic, antipsychotic, an-
ti-anxiety and hypnotic (soporific) action), as well as
for the active ingredients of the drugs Clatra (bilas-
tine) and Ventolin (salbutamol) mentioned in the court
request. Screening for the presence of antihistamines
was performed using a previously presented method
(Gieron, Suchan, Adamowicz, Lechowicz, 2018).

In screening analyses, blood and urine samples
were extracted separately with ethyl acetate from an
alkaline environment (pH 9), and with diethyl ether
from an acidic environment (pH 3). The extracts ob-
tained were subjected to screening tests using High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with
spectrophotometric detection (DAD series detector)
and liquid chromatography coupled with mass spec-
trometry (LC-MS).

The performed blood and urine analyses showed
the presence of bilastine; and in urine with the ELISA
method, small amounts of salbutamol were additional-
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ly revealed, whose concentration was estimated at the
level of 4 ng/ml.

3.3. Determination of bilastine

3.3.1. Preparation of samples for analysis

Papaverine was added as an internal standard (IS)
to samples of blood and urine, gastric and liver de-
composition fluid, and gastric and liver homogenates
(0.2 ml or g each) in Eppendorf vials so as to reach an
IS concentration of 100 ng/ml. Then 200 pl of 0.5 M
carbonate buffer (pH 9) and 1 ml of ethyl acetate were
added to the samples. The samples were shaken for
30 s and then centrifuged for 5 min at 13 000 rpm
(15.682 x g), after which the organic phase (900 pl)
was transferred to screw cap vials of 2 ml volume, and
evaporated until a dry residue was obtained at a tem-
perature of 37°C (for 10—15 min). The residue was
dissolved in 100 pl of water/MeCN 9 : 1 (v/v) phase
with addition of 0.1% formic acid, stirring on a shaker
(about 10 s), and then transferred to vial inserts in an
automatic sample feeder. At the same time, samples
were prepared for the calibration curve in the range
10-1000 ng/ml (Fig. 2).

3.3.2. Apparatus and conditions of analysis

A 1200 series liquid chromatograph coupled with
an Agilent Technologies 6460 Triple Quad mass spec-
trometer was used for determination by liquid chro-
matography combined with tandem mass spectrome-
try (LC-MS/MS). The apparatus operated in positive
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ionization mode (+ESI). Separation was carried out on
a Phenomenex Kinetex C18 column (4.6 x 100 mm,
2.6 um). The mobile phase, flowing through the col-
umn at 0.5 ml/min, was a mixture of 0.1 % formic acid
in MeCN and water (v/v). The following gradient pro-
gram was applied (in relation to the MeCN content):
0 min — 6%, 2 min — 18%, 7 min — 98%, 12 min — 98%,
16 min — 2%, 20 min — 2%. The total analysis time
was 20 minutes. The retention time of bilastine was
7.17 min (retention time relative to papaverine (RRT)
0.973), retention time of salbutamol: 4.76 min (RRT
0.662). Selected transitions (MRM) of ions (m/z) were
monitored for which the monitoring time of one MRM
pair was 100 ms, as shown in Table 1.

Table 1

MS/MS parameters of determined compounds
Substance MRM (m/z) Sfﬁtganglsrft\(/)]r eg:gg;ifvn]
bilastine 464.3-272.2 112 40
bilastine 464.3-145.1 112 60
bilastine 464.3-191.1 112 48
salbutamol 240.2-77.0 87 56
salbutamol 240.2-148.0 87 12
salbutamol 240.2-222.0 87 4
papaverine (IS) | 340.2-202.0 125 21
papaverine (IS) | 340.2-324.0 125 29

The table contains MRM transitions applied both
in quantitative analysis (bold) and confirmatory transi-
tions, together with collision energies and fragmentor

100 O 100 200 300 400 500

600

700 500 500 1000 1100 1200 1300 1400

Fig. 2. Calibration curve of bilastine in the range of 10-1000 ng/mL.
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voltages. The other parameters of the mass detector
were as follows: capillary voltage: 3000 V, gas (nitro-
gen) flow: 11 1/min, gas temperature: 325°C, shielding
gas flow: 10 I/min, shielding gas temperature: 325°C,
nozzle pressure: 40 psi. MRM ion chromatograms for
bilastine and papaverine obtained for the analysed
blood and stomach tissue are presented in Fig. 3.
Data collection and analysis were carried out using
MassHunter software from Agilent Technologies (ver-
sion B.04.01).

3.3.3. Validation of the method

Validation of the method for the determination
of bilastine in blood included, amongst other things,
determination of the limit of detection (LOD), limit
of quantification (LOQ), linearity range, precision,
accuracy, recovery and matrix effect (ME). A six-
point calibration curve was prepared in the range
10-1000 ng/ml. The LOD was calculated using
MassHunter software for a concentration that triggers
a detector signal (S) three times higher than the noise
level (N), for the least intense MRM transition (m/z
464.3 > 191.1). The specificity of the method was de-
termined by analyzing blood samples collected from
ten individuals who were not taking bilastine (this
material came from cases submitted to the Institute
of Forensic Research, for which expert analyses had
already been completed). Precision and accuracy of
determinations during a day and between days were
calculated at a concentration of 100 ng/ml (n=15). The
extraction efficiency was calculated at 100 ng/ml by
comparing the signals (analyte surface area/IS surface
area) of bilastine — extracted from blood — with the
signal originating from bilastine added to previous-
ly pre-extracted blood. The ME at a concentration of
100 ng/ml was calculated by comparing the signals
of non-extracted bilastine with the signal of bilastine
added to previously pre-extracted blood.

4. Results

The applied method of determination of bilastine
in blood was validated. The calibration curve was lin-
ear over the whole concentration range (Fig. 3) and
the LOD and LOQ parameters were 0.3 ng/ml and
1 ng/ml respectively. The method was selective; no
interference was observed in the substance retention
area (RT+3 min). The extraction efficiency was 85%,
while the matrix effect was small: 47%. The deter-
mined precision and accuracy values did not exceed
11% and 8.5%, respectively (relative error).

The concentration of bilastine revealed in the an-
alysed blood was 335 ng/ml, in urine 433 ng/ml, in
gastric tissue 6700 ng/g, while in liver tissue 245 ng/g.
In stomach and liver decomposition fluid, the concen-
trations were 4600 ng/ml and 560 ng/ml. The estimat-
ed concentration of salbutamol in urine was 4 ng/ml.
These values are presented in Fig. 4.

5. Discussion

Bilastine is a new generation antihistamine drug
that has only been present on the pharmaceutical mar-
ket since 2010. Its use varies depending on the severity
of the allergy at various times of the year, and changes
in interest in this substance can be observed on the In-
ternet (Fig. 5) on forums devoted to drugs (medicines)
and psychoactive substances (Google Trends).

In 2016, the Institute of Forensic Research report-
ed the first case of detection of bilastine in biological
material. Tests for the presence of antihistamines are
not amongst the routine tests performed on drivers in
traffic stops and in road accidents. A note in the police
sample collection record concerning medication taken
by the stopped driver is then of significant importance.
This compound was present in biological material tak-
en from a young man, a driver, who had been treated
for a long time for an allergy to fish protein. Blood
screening was performed by liquid-liquid extraction
and followed by HPLC-DAD and LC-MS/MS. Tar-
geted analyses performed by the LC-MS/MS method
did not reveal other drugs in the blood, including ones
with antihistamine effects, nor new nor classic psycho-
active substances.

To date, there have been few scientific papers that
have reported concentrations in autopsy material.
Doses 3-5 times greater than the recommended dai-
ly dose are considered toxic. In the case of diphenhy-
dramine, the toxic dose is about 20-40 mg/kg body
weight. Children are much more sensitive to toxic
effects caused by antihistamines than adults. The
first-generation drugs, which exhibit greater capabil-
ity of inducing sedation than the second generation
drugs, are much more toxic than the second gener-
ation drugs: a dose of 300 mg of loratadine causes
weak toxic effects; by comparison, the lethal dose of
chlorpheniramine is 25-50 mg/kg body weight. Tak-
ing such doses (of chlorpheniramine) causes strong
CNS stimulation, psychosis, convulsions, anticholin-
ergic syndrome, dystonia and others. The same doses
of drugs of the second generation do not cause similar
symptoms (Reményi et al., 2018; Drugs.com, https://
www.drugs.com/pro/cetirizine.html).

Problems of Forensic Sciences 2019, vol. 119, 225-239
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One of the papers (Chodorowski, Sein Anand, Ku-
jawska, 2004) describes a case of fatal poisoning by
cetirizine of an 18-year-old woman who had suffered
with anorexia for two years. The woman was admitted
with symptoms of severe poisoning, metabolic acido-
sis, hypokalaemia, and convulsions. She admitted to
taking a high dose (270 mg) of ceterizine for suicidal
purposes. Her blood pressure was 70/40 mm Hg, and
heart rate 36—40 beats/min. In electrocardiographic

examinations performed on the patient, no prolon-
gation of action potential or QT interval or torsades
de pointes (TdP) rhythm disturbances were observed.
However, hypotonia, bradycardia and convulsions
— which had not been noted in the literature at that
time — dominated. The unique character of the above
mentioned symptoms may have been caused by the
fact that the patient exceeded the therapeutic dose of
cetirizine by many times together with the coexistence

Concentration of bilastine in biological material
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Fig. 4. Concentration of bilastine in biological material.
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of additional factors sensitizing her to its toxicity, i.e.
anorexia nervosa and electrolyte disturbances. After
2.5 hours of intensive resuscitation the woman died.
Determination of ceterizine in blood taken intravitally
or post-mortem was not performed. In another case, in
which an overdose of ceterizine occurred as a result of
taking 150 mg of the drug, the only symptom observed
was sleepiness (Physician’s Desk Reference, 1998).
The single dose of ceterizine is 10 mg/day, while the
LD50 dose is about 365 mg/kg for rats (Drug Bank;
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00341).

In the case of bilastine, in preclinical trials on labo-
ratory mice and rats, the dose causing death of 50% of
the examined animals was estimated at 33—75 mg/kg
for intravenous administration, while for oral adminis-
tration even doses of 2000-5000 mg/kg did not cause
death. The drug administered chronically at doses of
40-60 mg/kg/day intravenously (in dogs and rats) and
at doses of 800-2000 mg/kg/day orally (in mice, rats
and dogs) did not cause symptoms of toxic organ dam-
age during the whole observation period of 52 weeks
(Jutel, Solarewicz-Madejek, 2011). In a study de-
scribed by Crean and colleagues (2007) involving
nine healthy men who received 20 mg of bilastine
once daily for two weeks, the average plasma bilastine
concentration was 232 ng/ml after 1.1 hour for the first
dose, and 182 ng/ml after 1.6 h from administration of
the last dose. However, the mean bilastine concentra-
tion in urine taken from healthy adults taking 20 mg
of bilastine per day, as determined by Lasseter et al.
(2013), was 4388 ng/ml 12 hours after the last ad-
ministered dose of the drug. The above data indicate
that the blood and urine bilastine levels determined in
the case of death described in the present paper result
from administration of a therapeutic dose.

6. Summary

The article discusses the first case in Poland in
which the presence of bilastine was demonstrated in
autopsy material. A developed method of determining
this compound was used for this purpose. The concen-
tration of bilastine in the blood of the examined man
was 335 ng/ml, in urine 433 ng/ml, and in stomach tis-
sue 6700 ng/g, whereas in liver tissue it was 245 ng/g.
The literature lacks data on the ranges of therapeutic,
toxic and lethal concentrations of bilastine in biologi-
cal material. On the basis of previous data, it was con-
cluded that bilastine can be considered as a potential-
ly safe substance, including in road traffic. The small
amount of data on its effects, concentrations (active,
toxic, lethal), as well as interactions, makes it diffi-

cult to determine possible side effects. However, tak-
ing into account typical doses of Clatra (20 mg for an
adult), the concentrations in biological material quot-
ed from the literature, the high bioavailability and lack
of literature reports on the symptoms of drug accumu-
lation, the demonstrated concentrations should not be
assessed as high, and health and life threatening. In
the case presented here, the cause of death remains un-
known, but it can be concluded with high probability
that it was not due to bilastine poisoning.
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OZNACZANIE BILASTYNY W MATERIALE BIOLOGICZNYM -

ANALIZA PRZYPADKU ZGONU

1. Wprowadzenie

Leki antyhistaminowe (szczegolnie leki II generacji)
stanowig podstawowa grup¢ lekéw stosowanych w ob-
jawowej terapii chorob alergicznych. Z uwagi na skalg
problemu, a takze to, ze niektore dostgpne sg bez recep-
ty, stosowane sa przez ludzi z r6znych grup wiekowych.
Istotny problem stanowi fakt, ze informacje dotyczace
substancji aktywnych zawartych w tych lekach nie sa
na biezaco aktualizowane w ulotkach zataczonych do
lekow, tak wiec pacjenci przyjmujacy dane leki nie sg
do konca $wiadomi mozliwych dziatan niepozadanych,
w tym tez zagrozen, jakie moze powodowac np. prowa-
dzenie pojazdu mechanicznego przez osoby bedace pod
ich dziataniem. Wiele sposrod lekéw antyhistaminowych
IT generacji, jak na przyktad ceteryzyna, jest metaboli-
tami lekow I generacji (w tym przypadku hydroksyzy-
ny). Lewoceteryzyna jest z kolei izomerem ceteryzyny,
rupatadyna i loratadyna metabolizuja do desloratadyny,
natomiast feksofenadyna jest metabolitem terfenadyny
— leku, ktory zostal wycofany z obrotu ze wzglgdu na
dziatanie kardiotoksyczne.

Bilastyna (nomenklatura ITUPAC: kwas 2-[4-(2-{4-
[1-(2-etoksyetylo)-1-benzoimidaz-2-ylo]piperydyn-1-y-
lo}etylo)fenylo]-2-metylopropionowy) jest odrgbnym
lekiem przeciwhistaminowym II generacji. Strukturalnie
podobna jest do feksofenadyny (Ryc. 1), nie jest jednak
ani metabolitem, ani izomerem ktéregokolwick znanego
leku antyhistaminowego. Wykazuje wysokie powino-
wactwo do receptora histaminowego H1 i jedynie $la-
dowe powinowactwo do receptorow innych amin i pep-
tydow. Powinowactwo do receptora HI jest okolo trzy
razy wigksze niz ceteryzyny i pigé razy wigksze niz fek-
sofenadyny. Przektada si¢ to na obnizenie ryzyka dziatan
niepozadanych w stosunku do lekow przeciwhistamino-
wych I generacji, ktére odznaczajg si¢ niska selektyw-
nos$cig i dziatajg nie tylko na receptor H1, ale takze na
receptory muskarynowe, receptory adrenergiczne alfa,
receptory serotoninowe oraz kanaly potasowe. W od-
réznieniu od nich bilastyna nie przenika przez barierg
krew-mozg i nie blokuje receptora H1 w o$rodkowym
uktadzie nerwowym (OUN; Dymura, Woron, Skowron-
ski, 2013; Kuna i in., 2016; Mattila, Paakka, 1999). Leki
antyhistaminowe II generacji, w szczegodlnosci bilasty-
na i feksofenadyna, sa substratami dla P-glikoproteiny.
W sytuacji gdy probuja pokonac barier¢ OUN, sg aktyw-
nie usuwane przez P-glikoproteing. Bilastyna wykazuje
tez dziatanie zar6wno receptorowe, jak i pozareceptoro-
we, odznaczajac si¢ dodatkowym dziataniem przeciwza-
palnym niezaleznym od receptora H1 i innych recepto-

réw histaminowych. Do kolejnych najwazniejszych zalet
tej substancji, majgcych znaczenie w farmakoterapii,
naleza ograniczona lipofilowos¢ oraz dtugi biologiczny
okres pottrwania. Lipofilowo$¢ ma znaczenie przy usta-
laniu dawek dla oséb z otytoscia (dawki nie musza by¢
zwigkszane), natomiast dtugi biologiczny okres pottrwa-
nia jest istotny dla utrzymania jak najdtuzszego dziatania
terapeutycznego leku. Bilastyna stosowana jest w aler-
gicznym, sezonowym i calorocznym zapaleniu blony
sluzowej nosa, w pokrzywce, w terapii §wigdu skérnego,
a takze w uczuleniowej postaci dychawicy oskrzelowe;j
w obrzgku naczynioruchowym (jako lek wspomagajacy
dziatanie epinefryny). Wnioski naukowe ptynace z okre-
sowych raportow o bezpieczenstwie (PSUR) dotyczacym
bilastyny wykazaty, ze jej przyjmowanie jednak moze
powodowac nastgpujace dziatania niepozadane o nie-
znanej czestosci: kolatanie serca, czegstoskurcz, reakcje
nadwrazliwo$ci, w tym trudnoéci w oddychaniu, zawro-
ty gtowy, zapas¢ lub utrate $wiadomosci, obrzgk twarzy,
warg, jezyka lub gardta i (lub) obrzgk i zaczerwienienie
skory. Reakcje te obserwowano po wprowadzeniu leku
do obrotu (European Medicines Agency, Aneks I, 2017).
Obecnie bilastyna stosowana jest w okoto 100 krajach
na $wiecie, gtéwnie przez osoby doroste i dzieci powy-
zej 12 roku zycia. W Europie przepisywana jest rowniez
dzieciom powyzej 6 roku zycia (Bosma, van den Bor,
Vischer, Labeaga, Leurs, 2018; Church, Tiongco-Rec-
to, Ridolo, Novak, 2020). W Polsce bilastyna dostepna
jest w postaci preparatow o nazwie ,,Bilaxten” (tabletki)
i,,Clatra” (tabletki, syrop).

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie metody
oznaczania bilastyny w materiale biologicznym oraz
omoéwienie pierwszego w Polsce przypadku, w ktorym
wykazano obecno$¢ tej substancji w materiale sekcyj-
nym.

1.1. Farmakokinetyka

Po przyjeciu doustnym pojedynczej dawki bilastyna
jest szybko absorbowana, osiggajac juz po 1-1,5 godziny
maksymalne st¢zenie w osoczu krwi wynoszace okoto
220 ng/ml (warto$¢ wyznaczona za pomoca mediany).
Biodostepno$¢ po podaniu doustnym okreslono na 61%,
przy czym maleje ona o okoto 30% przy facznym przyj-
mowaniu leku z sokiem grejpfrutowym i/lub pozywie-
niem. W dawkach terapeutycznych 84-90% bilastyny
wiaze si¢ z biatkami osocza. Przyjmowanie kolejnych
dawek terapeutycznych nie powoduje kumulacji leku.
Wyznaczone na podstawie analizy probek krwi pobra-
nej od 48 osob maksymalne stezenie bilastyny w osoczu
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krwi w ciggu pierwszych 24 godzin od przyjecia dawki
20 mg wynosito 990 ng/ml (Church i in., 2020). Badania
przeprowadzone na grupie 9 zdrowych mezczyzn, ktorzy
przyjmowali bilastyng w dawkach 10, 20 i 50 mg wyka-
zaly, ze jej stezenie we krwi utrzymuje si¢ na mierzalnym
poziomie do 72 godzin od przyjecia leku. Najwyzsze
stezenia odnotowano w ciagu pierwszych 6 godzin. Po
uptywie 18 godzin obserwuje si¢ powolny spadek stgzen
we krwi ponizej 10 ng/ml az do stezen 0,1-1 ng/ml (po
uptywie 72 godzin; Togawa, Yamaya, 2016). Wickszos¢
przyjetej dawki wydalana jest w postaci niezmienionej:
33% z moczem, 67% z katem. Badania in vitro wyka-
zaly, ze bilastyna nie jest metabolizowana w watrobie,
nie aktywuje ani tez nie blokuje aktywnosci cytochromu
P450, jak i enzymow jelitowych (CYP1A4, CYP3A4).
Okreslone na podstawie badan populacji 310 zdrowych
0sob krzywe absorpcji i eliminacji bilastyny wskazuja,
ze podlega ona modelowi dwukompartmentowemu i far-
makokinetyce I rzedu (Krause, Spohr, Zuberbier, Mau-
rer, 2013; Baselt, 2014; Togawa, Yamaya, 2016; Remé-
nyi i in., 2018). Bilastyna wchodzi w interakcje z: ry-
fampicyna, rytonawirem, ketokonazolem, erytromycyna,
inhibitorami P-glikoproteiny, diltiazemem, lorazepamem
i alkoholem.

2. Opis przypadku

W samochodzie zostaty ujawnione zwtoki 22-letnie-
go mezezyzny. W protokole z sekcji zwlok stwierdzo-
no, ze zgon nastapit wskutek ostrej niewydolnos$ci kra-
zeniowo-oddechowej o niedajacej si¢ sekcyjnie ustali¢
przyczynie. Wykazano m.in. obrzegk mozgu i ptuc oraz
przekrwienie narzadow wewnetrznych. Nie stwierdzono
zmian urazowych oraz chorobowych. Wywiad przepro-
wadzony odno$nie do kontaktu z narkotykami i/lub no-
wymi substancjami psychoaktywnymi dat wynik ujem-
ny. W samochodzie nie ujawniono opakowan po narkoty-
kach. Mezczyzna od dtuzszego czasu cierpiat na alergie
pokarmowa na biatko ryb, w zwiazku z czym poddawany
byt odczulaniu zmodyfikowanym alergenem ryby w ro-
sngcych dawkach i leczeniu podtrzymujacym. Przyjmo-
wal jedynie bilastyne (Clatra 20 mg) oraz salbutamol
(Ventolin 0,1 mg/dawke). Do badan nadestano materiat
sekcyjny w postaci probek krwi, moczu, a takze wycin-
kéw zotadka i watroby.

3. Metody
3.1. Materialy i odczynniki
Salbutamol i papaweryng¢ zakupiono w firmie Merck

(Warszawa, Polska), bilastyne — w firmie Clearsynth
Labs (Mallapur, Indie). Acetonitryl (MeCN), octan etylu

i kwas mrowkowy (98-100%) pochodzity rowniez z fir-
my Merck (Warszawa, Polska). Testy immunoenzyma-
tyczne firmy Neogen zakupiono w firmie STI (Warszawa,
Polska), a substancje wzorcowe do testow immunoenzy-
matycznych (amfetaminy, 3,4-metylenodioksymetamfe-
taminy (MDMA), kwasu 11-nor-delta-9-tetrahydrokan-
nabinolowego (THCCOOH), klonazepamu, morfiny,
benzoiloekgoniny) oraz papaweryne zakupiono w firmie
Sigma-Aldrich Sp. z 0.0. (Poznan, Polska).

Proby krwi kontrolnej (wolnej od analitéw) stoso-
wane do opracowania i walidacji metody pochodzity
ze stacji krwiodawstwa. Badania przesiewowe tej krwi
nie ujawnily obecno$ci §rodkdéw odurzajacych i lekow,
w tym bilastyny, salbutamolu i nowych substancji psy-
choaktywnych (NSP). Materiat biologiczny przechowy-
wano w temperaturze -20°C.

3.2. Analizy przesiewowe

W zwiazku z okoliczno$ciami zdarzenia w pierwszej
kolejnosci wykonano analiz¢ chemiczno-toksykologicz-
ng proby krwi na obecno$¢ hemoglobiny tlenkoweglowe;j
(karboksyhemoglobiny) oraz alkoholu etylowego. Anali-
za nie wykazata wysycenia tlenkiem wegla odpowiadajg-
cego stezeniu powyzej 10% w stosunku do hemoglobiny
catkowitej, nie wykazata réwniez obecnosci alkoholu
etylowego w stezeniu powyzej 0,1 promila.

Krew i mocz badano nastgpnie na obecno$¢ srodkow
odurzajacych i substancji psychotropowych z grup amfe-
tamin (w tym MDMA), benzodiazepin, kannabinoli, ko-
kainy i opioidéow. Badania wykonano metoda immuno-
enzymosorbcyjng (ELISA), uzywajac testow firmy Neo-
gen. W wyniku tych analiz nie uzyskano pozytywnego
odczytu dla ktorejkolwiek z wymienionych grup. Bada-
nia przesiewowe w kierunku NSP prowadzono wcze$niej
opublikowang metoda (Adamowicz, Tokarczyk, 2015),
w ich wyniku we krwi i moczu nie wykazano obecnosci
NSP.

Krew i mocz poddano réwniez badaniom przesie-
wowym na zawartos¢ lekow o réoznym dziataniu na or-
ganizm ludzki (w tym o dziataniu antyhistaminowym,
przeciwbolowym, przeciwpsychotycznym, przeciwle-
kowym i nasennym), a takze wymienionych w postano-
wieniu sktadnikow aktywnych lekow Clatra (bilastyna)
i Ventolin (salbutamol). Badania przesiewowe na obec-
no$¢ lekow antyhistaminowych prowadzono wcze$niej
prezentowang metoda (Gieron, Suchan, Adamowicz, Le-
chowicz, 2018).

W badaniach przesiewowych probki krwi i moczu
ekstrahowano oddzielnie octanem etylu ze Srodowiska
alkalicznego (pH 9) oraz eterem dietylowym ze $rodo-
wiska kwasnego (pH 3). Uzyskane ekstrakty poddano
badaniom przesiewowym z zastosowaniem metod wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detek-
cja spektrofotometryczng (detektor szeregu diod DAD)
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i chromatografii cieczowej sprze¢zonej ze spektrometrig
mas (LC-MS).

Przeprowadzone analizy krwi i moczu wykazaty
obecno$¢ bilastyny, a w moczu metoda immunoenzy-
mosorbcyjna — dodatkowo obecnoé¢ niewielkich ilosci
salbutamolu, ktérego st¢zenie oszacowano na poziomie
4 ng/ml.

3.3. Oznaczanie bilastyny

3.3.1. Przygotowanie probek do badan

Do prob krwi, moczu, ocieklin zotadka i watroby oraz
homogenatéw zotadka i watroby (0,2 ml lub g kazda)
umieszczonych we fiolkach Eppendorfa dodawano jako
wzorzec wewnetrzny (IS) papaweryne, aby osiagnac ste-
zenie 100 ng/ml. Nastepnie do probek dodawano 200 pl
0,5 M buforu weglanowego (pH 9) oraz 1 ml octanu
etylu. Proby wytrzasano przez 30 s, a nastgpnie wirowa-
no przez 5 min przy 13 000 obr./min (15,682 x g), po
czym faze organiczng (900 pl) przenoszono do szkla-
nych zakrecanych fiolek o objetosci 2 ml i odparowy-
wano do uzyskania suchej pozostalosci w temperatu-
rze 37°C (przez 1015 min). Pozostato$¢ rozpuszcza-
no w 100 pl fazy woda/MeCN 9 : 1 (v/v) z dodatkiem
0,1% kwasu mrowkowego, mieszajac na wstrzgsarce
(okoto 10 s), a nastgpnie przenoszono do wktadek fiolek
w automatycznym podajniku probek. Rownolegle przy-
gotowano probki dla krzywej kalibracyjnej w zakresie
10-1000 ng/ml (Ryc. 2).

3.3.2. Aparatura i warunki analizy

Do oznaczen metoda chromatografii cieczowej pota-
czonej z tandemowg spektrometrig mas (LC-MS/MS) za-
stosowano chromatograf cieczowy serii 1200 sprzgzony
ze spektrometrem mas 6460 Triple Quad firmy Agilent
Technologies. Aparat pracowatl w trybie jonizacji pozy-
tywnej (+ESI). Rozdziat prowadzono na kolumnie Kine-
tex C18 (4,6 X 100 mm, 2,6 um) firmy Phenomenex. Fazg
ruchoma, przeplywajaca przez kolumng z szybkoscia
0,5 ml/min, stanowita mieszanina 0,1% kwasu mrowko-
wego w MeCN i wodzie (v/v). Zastosowano nastepu;ja-
cy program gradientowy (w odniesieniu do zawartosci
MeCN): 0 min — 6%, 2 min — 18%, 7 min — 98%, 12 min
—98%, 16 min — 2%, 20 min — 2%. Calkowity czas ana-
lizy wynosit 20 minut. Czas retencji bilastyny wynosit
7,17 min (wzgledny czas retencji wzgledem papaweryny
(RRT) 0,973), czas retencji salbutamolu 4,76 min (RRT
0,662). Monitorowano wybrane przej$cia (MRM) jonow
(m/z), dla ktérych czas monitorowania jednej pary MRM
wynosit 100 ms, co zestawiono w tabeli 1.

Zawiera ona przejscia MRM stosowane zar6wno
w analizie iloSciowej (wyttuszczone), jak 1 potwierdza-
jace, wraz z energiami kolizji 1 napigciami fragmentora.
Pozostate parametry detektora masowego byly naste-

pujace: napiecie kapilary: 3000 V, przeplyw gazu (azo-
tu): 11 /min, temperatura gazu: 325°C, przeplyw gazu
ostonowego: 10 1/min, temperatura gazu ostonowego:
325°C, cis$nienie rozpylacza: 40 psi. Chromatogramy
MRM jonéw dla bilastyny i papaweryny uzyskane dla
badanej krwi oraz badanej tkanki zotadka przedstawiono
na ryc. 3. Zbieranie i analiz¢ danych prowadzono za po-
moca oprogramowania MassHunter firmy Agilent Tech-
nologies (wersja B.04.01).

3.3.3. Walidacja metody

Walidacja metody oznaczania bilastyny we krwi obej-
mowata m.in. okre$lenie granicy detekcji (LOD), grani-
cy oznaczalnosci (LOQ), zakresu liniowosci, precyzji,
doktadnosci, odzysku i efektu matrycy (ME). Przygoto-
wano szesciopunktowa krzywa kalibracyjng w zakresie
10-1000 ng/ml. LOD zostata obliczona przy zastosowa-
niu oprogramowania MassHunter dla stezenia wywotu-
jacego sygnat detektora (S) trzykrotnie wigkszy niz wy-
soko$¢ szumoéw (N), dla najmniej intensywnego przej-
scia MRM (m/z 464,3 — 191,1). Specyficznos¢ metody
okreslono, analizujgc proby krwi pobranej od dziesigciu
0sob nieprzyjmujacych bilastyny (materiat ten pochodzit
z nadsytanych do IES spraw, w ktorych badania objete
ekspertyzami juz zakonczono). Precyzje i doktadno$é¢
oznaczen w ciagu dnia oraz pomig¢dzy dniami obliczo-
no dla stezenia 100 ng/ml (n = 5). Wydajnos¢ ekstrakcji
obliczono przy stezeniu 100 ng/ml poprzez porownanie
sygnalow (pole powierzchni analitu/pole powierzchni
IS) bilastyny — ekstrahowanego z krwi z sygnatem po-
chodzacym od bilastyny dodanej do uprzednio przeeks-
trahowanej krwi. ME przy stezeniu 100 ng/ml obliczono
poprzez poréwnanie sygnatéw nieekstrahowanej bilasty-
ny z sygnalem bilastyny pochodzacym od dodanego do
uprzednio przeekstrahowanej krwi.

4. Wyniki

Zastosowana metoda oznaczania bilastyny we krwi
zostata zwalidowana. Krzywa kalibracyjna byta linio-
wa w catym zakresie stezen (Ryc. 3), a parametry LOD
i LOQ wynosilty odpowiednio 0,3 ng/mli 1 ng/ml. Meto-
da byta selektywna; nie zaobserwowano zadnych interfe-
rencji w obszarze retencji substancji (RT£3 min). Wydaj-
nos¢ ekstrakcji wynosita 85%, natomiast efekt matrycy
byt niewielki i wynosit 47%. Wyznaczone wartosci pre-
cyzji 1 doktadnos$ci nie przekraczaly odpowiednio 11%
1 8,5% (blad wzgledny).

Wykazane w badanej krwi stgzenie bilastyny wy-
nosito 335 ng/ml, w moczu 433 ng/ml, w tkance Zotad-
ka 6700 ng/g, natomiast w tkance watroby 245 ng/g.
W ocieklinach zZotagdka i watroby stezenia wynosity
4600 ng/ml oraz 560 ng/ml. Oszacowane st¢zenie salbu-
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tamolu w moczu wynosito 4 ng/ml. Zawarto$ci te zilu-
strowano na ryc. 4.

5. Dyskusja

Bilastyna jest lekiem antyhistaminowym nowej ge-
neracji obecnym na rynku farmaceutycznym dopiero od
2010 roku. Jej zastosowanie zmienia si¢ w zalezno$ci od
nasilenia alergii w r6znych porach roku i zmiany zainte-
resowania tg substancja mozna zaobserwowac¢ w Inter-
necie (Ryc. 5) na forach po§wigconych lekom i substan-
cjom psychoaktywnym (Google Trends).

W 2016 roku odnotowano w Instytucie Ekspertyz Sa-
dowych pierwszy przypadek wykrycia bilastyny w ma-
teriale biologicznym. Badania na obecnos$¢ lekow anty-
histaminowych nie naleza do rutynowych badan wyko-
nywanych w przypadkach kierowcow zatrzymanych do
kontroli i w wypadkach drogowych. Zapis w protokole
pobrania materiatu dotyczacy przyjmowanych lekoéw
ma wowczas istotne znaczenie. Zwiazek ten byt obec-
ny w materiale biologicznym pobranym od mtodego
mezezyzny, kierowcey, ktory od dtuzszego czasu leczyt
si¢ z powodu alergii na biatko ryb. Badania przesiewo-
we krwi przeprowadzono metodg ekstrakcji ciecz-ciecz,
a nastepnie analizami HPLC-DAD i LC-MS/MS. Ana-
lizy ukierunkowane wykonane metodg LC-MS/MS nie
ujawnity we krwi innych lekow, takze tych o dziataniu
antyhistaminowym ani nowych, ani klasycznych sub-
stancji psychoaktywnych.

Do chwili obecnej niewiele powstalo prac nauko-
wych, ktore raportowalyby st¢zenia w materiale sekcyj-
nym. Za toksyczne uznawane sg dawki 3—5 razy wicksze
niz zalecana dawka dobowa. W przypadku difenhydra-
miny jest to okoto 2040 mg/kg masy ciata. Dzieci sa
znacznie bardziej wrazliwe na efekty toksyczne wywoty-
wane przez leki antyhistaminowe niz dorosli. Leki I ge-
neracji, wykazujace wicksza zdolnos¢ do wywolywania
sedacji niz leki II generacji, sa od nich znacznie bardziej
toksyczne — dawka 300 mg loratadyny wywotuje stabe
efekty toksyczne. Dla poréwnania dawka $miertelna
chlorfeniraminy wynosi 25-50 mg/kg masy ciata. Przy-
jecie takich dawek powoduje wystapienie silnego pobu-
dzenia OUN, psychozy, konwulsji, zespotu antycholi-
nergicznego, dystonii i innych. Takie same dawki leku
IT generacji nie powoduja podobnych objawow (Remé-
nyi i in., 2018; Drugs.com., https://www.drugs.com/pro/
cetirizine.html).

W jednej z prac (Chodorowski, Sein Anand, Ku-
jawska, 2004) opisano przypadek zatrucia $miertelnego
ceteryzyna 18-letniej kobiety chorej od dwoch lat na
anoreksj¢. Kobiete przyjeto z objawami silnego zatrucia,
kwasica metaboliczna, hipokaliemia, konwulsjami. Przy-
znala si¢ do przyjecia duzej dawki (270 mg) ceteryzyny
w celach samobojczych. Ci$nienie krwi wynosito 70/40

mm Hg, t¢tno 36—40 uderzen/min. W badaniach elektro-
kardiograficznych wykonanych u pacjentki nie obserwo-
wano wydhuzenia potencjatu czynnosciowego i odstgpu
QT oraz zaburzen rytmu typu torsades de pointes (TdP).
Dominowaly natomiast nieodnotowywane wowczas
w piSmiennictwie hipotonia, bradykardia oraz drgawki.
Unikalny charakter powyzszych objawow mogt by¢ spo-
wodowany wielokrotnym przekroczeniem przez chora
terapeutycznej dawki ceteryzyny przy wspolistnieniu
dodatkowych czynnikow uczulajacych na jej toksycz-
nos¢, a wigc jadlowstretu psychicznego oraz zaburzen
gospodarki elektrolitowej. Po 2,5 godzinach intensyw-
nej reanimacji kobieta zmarta. Oznaczenia ceteryzyny
we krwi pobranej przyzyciowo badz post-mortem nie
wykonywano. W innym przypadku, w ktorym przedaw-
kowanie ceteryzyny nastapito wskutek przyjecia 150 mg
leku, jedynym zaobserwowanym objawem byta senno$¢
(Phisician’s Desk Reference, 1998). Dawka jednorazowa
ceteryzyny wynosi 10 mg/dzien, natomiast dawka LD50
wynosi okoto 365 mg/kg dla szczuréw (Drug Bank; ht-
tps://www.drugbank.ca/drugs/DB00341).

W przypadku bilastyny w badaniach przedklinicz-
nych na myszach i szczurach laboratoryjnych dawke
powodujaca smier¢ 50% badanych zwierzat oszacowano
na 33-75 mg/kg przy podaniu dozylnym, natomiast przy
podaniu doustnym nawet dawki 2000-5000 mg/kg nie
powodowaty zgonow. Lek podawany przewlekle w daw-
kach 40-60 mg/kg/dobe dozylnie (u psow i szczurdw)
oraz w dawkach 800-2000 mg/kg/dobe¢ (u myszy, szczu-
réw 1 pséw) nie powodowatl objawow toksycznego uszko-
dzenia narzadoéw przez caly okres obserwacji wynoszacy
52 tygodnie (Jutel, Solarewicz-Madejek, 2011). W opi-
sanych przez Crean i wspotpracownikow (2007) bada-
niach przeprowadzonych z udzialem dziewigciu zdro-
wych mezczyzn, ktorzy przez dwa tygodnie raz dziennie
otrzymywali 20 mg bilastyny, $rednie st¢zenie bilasty-
ny w osoczu wynosito 232 ng/ml po uptywie 1,1 godz.
w przypadku przyjecia pierwszej dawki i 182 ng/ml po
1,6 godz. od przyjecia ostatniej dawki leku. Wyznaczo-
ne natomiast przez Lasseter i wspotpracownikow (2013)
$rednie stezenie bilastyny w moczu pobranym od zdro-
wych dorostych 0s6b przyjmujacych 20 mg bilastyny
dziennie wynosito 4388 ng/ml po uplywie 12 godzin od
przyjecia leku. Powyzsze dane wskazuja, ze wyznaczo-
ne w niniejszym przypadku zgonu stezenia bilastyny we
krwi i moczu wynikaja z przyjecia dawki terapeutycznej.

6. Podsumowanie

W artykule oméwiono pierwszy na terenie Polski
przypadek, w ktorym wykazano obecno$¢ bilastyny
w materiale sekcyjnym. W tym celu zostata zastosowa-
na opracowana metoda oznaczania tego zwiazku. Wy-
kazane we krwi mezczyzny stezenie bilastyny wyno-
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sitfo 335 ng/ml, w moczu 433 ng/ml, w tkance zotadka
6700 ng/g, natomiast w tkance watroby 245 ng/g. W pi-
$miennictwie brak danych na temat zakreséw ste¢zen
terapeutycznych, toksycznych i $miertelnych bilastyny
w materiale biologicznym. Na podstawie dotychczaso-
wych danych uznano, ze bilastyna moze by¢ rozpatry-
wana jako substancja potencjalnie bezpieczna, takze
w ruchu drogowym. Niewielka ilo$¢ danych na temat jej
dziatan, stezen (aktywnych, toksycznych, $miertelnych),
jak rowniez interakcji, powoduje problem z okresleniem
ewentualnych skutkow dziatan niepozadanych. Niemniej
jednak biorgc pod uwage typowe dawki Clatry (20 mg
dla osoby dorostej), przywotane z pis$miennictwa steze-
nia w materiale biologicznym oraz duza biodostgpnos¢
i brak doniesien literaturowych na temat objawow ku-
mulacji leku, wykazanych st¢zen nie nalezy oceniac jako
wysokich, zagrazajacych zdrowiu i zyciu. W przedsta-
wionym tu przypadku przyczyna zgonu w dalszym cia-
gu pozostaje nieznana, ale z wysokim prawdopodobien-
stwem mozna stwierdzi¢, ze nie byl on spowodowany
zatruciem bilastyna.
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