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* تقلب در نمونه‌گيري كه باعث ايجاد پاسخ منفي كاذب مي‌شود:
:)Substitution( تعويض نمونه با نمونه ديگر

جابه‌جا ك��ردن نمونه با نمونه بدون آلكالوئيدهاي ترياك موجب ارائه 
نتيجه آزمايش نادرست مي‌شود.

: )Adultreation( افزودن مواد خارجي
افزودن مواد خارجي، صاب��ون، پاك‌كننده‌هاي خانگي، جوهرليمو و... 

موجب ارائه پاسخ نادرست مي‌شود.
: )Dilution( رقيق كردن نمونه

رقيق كردن نمونه باعث كاهش غلظت دارو به حدي مي‌ش��ود كه قابل 
تشخيص نباشد.

: C خوردن آب‌ليمو، سركه، ويتامين
اين عمل به‌منظور افزايش س��رعت دف��ع آلكالوئيدهاي ترياك از بدن 

انجام مي‌شود.
* روش‌هاي جلوگيري از تقلب:

نمونه‌گيري به‌صورت حضوري انجام شود.
كارت شناسايي عكس‌دار و يا معرفي‌نامه عكس‌دار براي جايگزيني 

فردي با فرد ديگر.
شس��تن دست‌ها قبل از نمونه‌گيري به‌منظور آلودگي احتمالي است 

به موادي كه موجب اختلال در نتيجه آزمايش مي‌شود.
اندازه‌گيري دماي نمونه تا 4 دقيقه بعد از نمونه‌گيري.

اين دما بايد بين 33 تا 37 درجه س��انتي‌گراد باشد. در غير اين‌صورت 
مي‌تواند دليلي بر رقيق‌سازي نمونه باشد.

تا زمان انجام آزمايش، نمونه در محلي امن كه قابل دسترسي براي 
همگان نباشد، نگهداري شود. )نمونه مُهر و موم شود(.

* بعد از نمونه‌گيري:
رنگ، ش��فافيت، وزن مخصوص و PH نمونه بررس��ي ش��ود. اگر 

مشكوك به تقلب است دوباره نمونه‌گيري شود.
وزن مخصوص نمونه ادرار gr/ml 1/04 – 1/004 باشد.

PH نمونه در محدوده 8/5 – 4/5 باشد.
مواد نگهدارنده به نمونه اضافه نشود.

جداسازي و شناسايي
 )Morphine( مرفين
 )Codeine( و كدئين
در نمونه‌هاي بيولوژيك
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Morphine
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نكات قابل‌توجه در انجام آزمايش
* اگر رزين داراي فضاي خالي است:

ايجاد فضاي خالي در قسمت رزين ستون، در استخراج اثر منفي دارد. 
قبل از عمل استخراج توسط پمپ خلاء فضا را از بين ببريد و پنبه را با ميله 

همزن روي رزين به ملايمت فشار دهيد.
* اگر نمونه ادرار مورد آزمايش رسوب دارد:

در مواردي كه نمونه مورد آزمايش داراي رس��وب زيادي باش��د، بهتر 
است از تكان دادن و مخلوط كردن آن خودداري كنيد و نمونه را سانتريفيوژ 
كرده و قسمت رويي و شفاف آن را به‌كار ببريد. در مورد نمونه‌هاي شفاف 
به‌طور معمولي عمل كنيد. رس��وب زياد باعث تغيير زمان در استخراج شده 

و گاهي اثر نامطلوب بجا مي‌گذارد.
* خشك بودن ستون مهم است:

در مرحله خشك شدن ستون دقت كافي بخرج دهيد.
* لكه ظاهر نمي‌شود:

در اس��تخراج الكلي عمل تبخير تا مرحله خشك شدن مهم است زيرا 
وجود آب در نمونه از ظهور لكه جلوگيري مي‌كند.

* نقش درجه خلوص الكل در لكه‌گذاري:
الكلي كه جهت لكه‌گذاري به باقي‌مانده خش��ك شده اضافه مي‌شود، 

بايد الكل خالص و بدون آلودگي با آب باشد.
* اهميت حرارت دادن پليت پيش از لكه‌گذاري و روش‌هاي آن:

پليت را قبل از لكه‌گذاري حتماً روي حرارت 80 تا 110 درجه سانتي‌گراد 
به‌مدت 20 دقيقه فعال كنيد. هات‌پليت به‌وس��يله درجه تنظيم مي‌ش��ود. اگر 
بخواهيد از حرارت سشوار استفاده كنيد سشوار را در 25 سانتي‌متري پليت و 
روي حرارت كم و ضعيف آن به مدت 4 تا 5 دقيقه تنظيم كنيد. اگر پليت خوب 

حرارت داده نشود، لكه‌هاي ديرتر ظاهر مي‌شوند و پليت سياه مي‌شود.

* نقش ظرافت و حرارت در لكه‌گذاري:
عمل لكه‌گذاري متمركز و با دقت انجام گيرد. دما به‌هنگام لكه‌گذاري 

حدوداً 80 درجه س��انتي‌گراد باش��د. س��عي كنيد به هنگام لكه‌گذاري پليت 
سوراخ نشود.

* اهميت آماده بودن فاز در تانك:
ف��از را حتم��اً 30 تا 45 دقيقه زودتر از اينكه پليت را در آن قرار دهيد، 

تهيه نماييد تا به‌طور كامل اشباع شود.
* نقش مخرب آب در حلال‌ها:

حلال‌هايي كه در فاز به‌كار مي‌رود، بايد عاري از آب باشد. در صورت 
وجود آب در فاز بالا رونده، لكه‌ها از مسير خود منحرف مي‌شوند.

* از حرارت دادن فاز خودداري كنيد:
زيرا حرارت فاز س��بب جابجايي لكه روي پليت مي‌ش��ود ضمناً درب 
تان��ك را هنگامي ك��ه فاز داخل آن قرار دارد باز نكنيد. زيرا فضاي اش��باع 
تانك از بين مي‌رود، بنابراين فقط هنگام داخل كردن و خارج كردن پليت‌ها 

از تانك درب آن را باز كنيد.
* فقط پس از خشك شدن كامل پليت آن را اسپري كنيد:

پس از بيرون آوردن، خشك شدن، حرارت دادن و سپس خنك شدن 
پليت، عمل اسپري كردن را انجام دهيد.

* نقش بقاياي آمونياك در رنگ‌آميزي لكه:
اگر بقاياي آمونياك بر روي پليت جامانده باشد. پس از پاشيدن معرف 

روي پليت، رنگ سفيد آن مايل به زرد مي‌شود.
* تخليه ستون‌ها همزمان باشد:

در صورت دير تخليه شدن ستوني نسبت به ساير ستون‌ها، ستون مذكور 
را كنار گذاشته و كار بقيه ستون‌ها را به اتمام رسانده و سپس عمليات مربوط 

به ستون فوق را جداگانه انجام دهيد.
نكات قابل‌توجه در نمونه‌گيري

نمونه‌گيري از موارد بسيار مهم در آزمايشگاه‌هاي تشخيص موادمخدر 
مي‌باشد كه نكات زير در مورد آن قابل‌توجه است.

نمونه مُهر و موم شود. )قابل دسترسي براي همگان نباشد(.

* نگهداري نمونه:
دماي )20-( درجه سانتي‌گراد در ظروف پلاستيكي.

خطر آلودگي
نمونه‌هاي ادرار و كليه ابزار و موادي كه با آن در تماس قرار مي‌گيرند را 
بايد به‌مثابه عامل عفوني قدرتمند در نظر داشت. با پوشيدن دستكش و رعايت 

موارد ايمني در آزمايشگاه از تماس پوست با ادرار جلوگيري كنيد.
كنترل كيفي

پيش��نهاد ب��راي انجام كار آزمايش��گاهي خ��وب، )GLP( به‌كارگيري 
نمونه‌هاي كنترل براي ارزيابي كيت اس��ت. نمونه‌هاي كنترل كيفي )مثبت و 
منفي و مثبت كاذب( از »بهارافشان« قابل تهيه است هنگامي‌كه از نمونه‌هاي 
كنترل كيفي مثبت و يا منفي و مثبت كاذب استفاده مي‌كنيد، همان روش را 

به‌كار بگيريد كه براي نمونه ادرار به‌كار برده‌ايد.

كنترل كيفي آزمايش‌هاي تشخيص موادمخدر
Quality Control

كيت كنترل موادمخدر
)حاوي سه ويال ليوفيليزه، كنترل مثبت، كنترل منفي و كنترل مثبت كاذب(

استاندارد مرفين
استاندارد كدئين

استاندارد مرفين – كدئين
* ساير اقلام مورد نياز:

معرف شناسايي )كلرور پلاتينات(
صفحه TLC )لايه نازك( سيليكاژل 10×5 سانتي‌متري

صفحه TLC )لايه نازك( سيليكاژل 10×10 سانتي‌متري
245 300mm UV لايه نازك( سيليكاژل( TLC صفحه

300mm پليت اكسيد آلومينيوم

اين آزمون كيفي و سريع، با چشم قابل بررسي بوده كه 
به‌روش ايمونواسي رقابتي است و مي‌توان آن را براي 

300 ng/ml بررسي كيفي مرفين تا سقف غلظت
)نانوگرم در هر ميلي‌ليتر( در ادرار انسان به‌كار گرفت.

نوار سرند مرفين در ادرار انسان

Morphine Drug Screen Test 
Human Urine

One Step Drugs – of Abuse Test
(RAPID Immunochromatographic Assay)

 Amphetamine Test
 Barbiturates Test
 Benzodiazepines Test
 Cannabinoids (THC) Test
 Cocaine Test
 Methamphetamine Test
 Methadone Test
 Opiates (Morphine) Test
 Phencyclidine Test
 Ecstasy (MDMA) Test

محصولات جديد بهارافشان

Morphine
Morphine

www.bird-bahar.com
E-mail:bahar@bird-bahar.com

تهران، خيابان كارگر شمالي، نرسيد‌‌‌ه به پمپ‌بنزين، ساختمان آزمايشگاه بهار
شماره 1627، صند‌‌‌وق پستي: 14185-768
تلفن: 88966246-88961869، نمابر: 88960445
كارخانه: كرج، شهرك صنعتي بهارستان،  خيابان گلستان چهارم، پلاك 57

عضو انجمن تخصصي مراكز تحقيق و توسعه
 صنعت، معدن و تجارت
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امروزه يكي از بهترين روش‌هاي سم‌شناسي و تشخيص موادمخدر كه 
از كمند نتايج مثبت كاذب گريخته اس��ت، روش كروماتوگرافي در اش��كال 
گوناگون خود است. اين روش كلاسيك و توانمند مي‌تواند بين آناليت هدف 
و مش��ابه‌هاي آن تش��خيص قائل شده و پيامدهاي ناش��ي از نتايج كاذب را 
حل نمايد. يكي از مش��كلات اساسي در سم‌شناسي و تشخيص موادمخدر 
حساسيت روش و حجم نمونه ساير كيت‌هاي موجود در كشور است و اين 

درحالي است كه حساسيت كيت دو برابر روش‌هاي موجود است.
پژوهشي و توليدي بهارافشان

پيشگفتار
اين روش براي شناسايي مرفين در نمونه‌هاي بيولوژيك در آزمايشگاه 
است. كيت كنوني براي تشخيص مرفين در ادرار انساني طراحي شده است. 
روش كنوني تلفيقي از كروماتوگرافي لايه نازك و س��توني براي شناس��ايي 

نهايي مواد سمي و اعتيادآور مي‌باشد.
اين روش كاملًا اختصاصي بوده به‌طوري كه مي‌توان نتايج آزمايشگاهي 
آن را از نظر دقت با روش‌هايي چون كروماتوگرافي گازي يا GC مقايس��ه 
كرد. همچنين اين روش، نسبت به روش‌هاي معمول از برتري بارزي به‌لحاظ 
هزينه، آلودگي محيط، صحت، دقت و حساسيت آزمايش برخوردار است.

تداخلات دارويي در روش بهارافشان
در طي بررسي‌هاي مكرري كه صورت گرفته نشان داده شده است كه 
هيچ‌يك از داروهاي يادشده در جدول زير تداخلي در جداسازي و تشخيص 

مرفين با اين روش ندارند.

 GC روش نوين »بهارافش��ان« هماهنگ ب��ا كروماتوگرافي گازي يا *
بوده و برخلاف تست‌هاي سريع تشخيص مرفين )ترياك(، تداخل دارويي 
در آن مؤثر نبوده و قادر اس��ت كه مرفين و كدئين را در دو RF كاملًا مجزا 

و در حد حساسيت 300 نانوگرم در ميلي‌ليتر تشخيص دهد.
 ** جاي��گاه س��ايمتيدين )Cimetidine( در غلظت‌هاي زياد )حدود
 20mg/ml( در بالاتر از مرفين لكه‌اي ايجاد مي‌كند كه ممكن اس��ت روي 
مرفين را نيز بپوشاند. نكته افتراقي و تشخيصي آنكه رنگ اين لكه‌ها كاملًا زرد 
بوده و با رنگ لكه مرفين متفاوت است. در صورت مشاهده چنين لكه‌هايي 
براي اطمينان از صحت جواب‌ها بهتر است آزمايش تكميلي ديگري با استفاده 

از فاز »اتيل استات: متانل: آمونياك« )85 : 10 : 5( نيز استفاده شود.

محتويات كيت

2. س��ه ميلي‌ليتر بافر Activator با PH 8/5 - 9 را به هر س��تون اضافه 
كني��د، پس از حدود ‌2دقيقه دوباره پمپ را روش��ن كرده و فش��ار پمپ را 

حدود bar 0/1 تنظيم نماييد.
3. 10 ميلي‌ليتر از نمونه ادرار مورد آزمايش را به هر ستون اضافه كنيد. 

فشار پمپ خلاء تا تخليه كامل ادرار براي مقدار قبلي ثابت باشد.
4. پس از تخليه، پنبه درون هر ستون را برداريد. به هر ستون استخراج 
مق��دار 5 ميلي‌ليت��ر بافر PH 8/2 - 8/5 Fixative اضافه كنيد تا تخليه كامل 

انجام گيرد. )فشار پمپ تا تخليه كامل روي مقدار قبلي ثابت است(.
5. پس از تخليه بافرها، فشار پمپ خلاء را تا bar 0/3 افزايش داده و 

15 دقيقه صبر كنيد تا عمل تخليه و خشك شدن كامل صورت پذيرد.
6. در هر بار آزمايش، يك ستون نيز به‌عنوان شاهد از نمونه ادرار منفي 
هم��راه با 300 نانوگرم اس��تاندارد مورفين – كدئين به‌ازاي هريك ميلي‌ليتر 

نمونه استفاده كنيد.
7. س��تون‌ها را روي ج��ا لوله‌اي مخصوص ق��رار دهيد و نوك آنها را در 
بشرهاي انگشتانه‌اي كه روي بن‌ماري يا صفحه داغ چيده شده‌اند، قرار دهيد.

8. به هر يك از س��تون‌هاي اس��تخراج مقدار 3 ميلي‌ليتر الكل متيليك 
مرغوب اضافه كنيد تا عمل استخراج انجام گيرد.

9. عمل اس��تخراج كه همراه با تبخير انجام مي‌گيرد، معمولًا حدود 15 
دقيقه به‌طول مي‌انجامد.

10. پس از انجام عمل اس��تخراج و تبخير، بش��رها را از روي بن‌ماري 
يا صفحه داغ برداريد.

11. صفحه‌ه��اي كروماتوگراف��ي با لايه ن��ازك )TLC( را آماده كنيد. 
)از پايين پليت حدود يك س��انتي‌متر ب��ا خط‌كش و مداد يك خط به‌آرامي 
بكش��يد و روي خ��ط را ب��ا فاصل��ه 8 ميلي‌متر از هم، جهت گذاش��تن لكه 

نشانه‌گذاري كنيد(.
صفحه‌هاي شيش��ه‌اي TLC را قبل از لكه‌گيري به‌مدت 20 دقيقه روي 

حرارت 80 تا 110 درجه سانتي‌گراد قرار دهيد.
* ي��ادآوري: بهتر اس��ت براي اطمينان بيش��تر پليت‌ها را از ابتداي 

آزمايش در همين حرارت قرار دهيد.
 12. براي عمل لكه‌گذاري، حاصل استخراج داخل هر بشر را با 3 الي 4

قطره متانول حل كرده و روي نشانه‌ها لكه‌گذاري كنيد.

* ي��ادآوري 2: محلول بافرهاي مورد نياز را حدود يك س��اعت قبل 
از شروع آزمايش تهيه فرماييد. محلول بافر Activator در گرماي اتاق )25 
درجه س��انتي‌گراد( به‌مدت 2 هفته پايدار اس��ت. محلول آماده مصرف بافر 
Fixative در گرماي اتاق 3 هفته پايدار است. پيشنهاد مي‌شود محلول بافرها 
را در يخچال 2 تا 8 درجه‌س��انتي‌گراد نگهداري ش��وند، ولي قبل از انجام 

آزمايش آنها را به دماي اتاق برسانيد.

شرايط فيزيكي محيط براي انجام آزمايش
: براي دريافت نتايج بهتر، حتي‌الامكان در چهار فصل س��ال،  * گرم��ا
گرماي محل انجام آزمايش را در حد اس��تاندارد آزمايش��گاهي يعني حدود 

20 تا 30 درجه سانتي‌گراد ثابت نگه داريد.
* رطوبت: براي انجام‌آزمايش در مناطق مرطوب و آزمايش��گاه‌هايي 
كه رطوبت محيط افزايش داشته و غيرقابل كنترل است، به بخش مربوط به 
»رعايت نكات مربوط به انجام آزمايش در هواي مرطوب« مراجعه كنيد.

روش آماده‌سازي نمونه
مطالعه و بررس��ي داروها نش��ان داده اس��ت مصرف برخي از داروها 
به‌طور طبيعي سبب كاهش pH ادرار بيمار )به‌سمت اسيدي( مي‌گردد مانند 
داروي اس��پيرونولاكتون. كاه��ش pH موجب تأخي��ر در ظهور لكه بر روي 
پليت TLC )صفحه نازك( مي‌ش��ود. لذا مي‌بايس��تي پيش از شروع آزمايش 
pH نمون��ه را با ن��وار pH تعيين نموده و در صورت pH كمتر از 7 به ازاي 
ه��ر 10 ميلي‌ليت��ر نمونه ادرار 10 ميكروليت��ر آمونياك اضافه كرده و pH  را 

به ميزان 8-7 رسانيد.

روش انجام آزمايش
1. ستون‌هاي استخراج را در حفره‌هاي دريچه و محفظه خلاء قرار دهيد.

فشار پمپ را تا حد bar 0/3 - 0/2 برسانيد.
پمپ را خاموش كنيد.

فاصله بين پنبه و رزين داخل س��تون را به‌آرامي توس��ط يك ميله 
شيشه‌اي از بين ببريد.
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تعدادمشخصاتمحتويرديف
105 × 5 سانتي‌مترصفحه TLC )لايه نازك(1
1320 سانتي‌متريستون كروماتوگرافي2
3Activator Buffer 100بافر فعال‌كنندهml 1هر ويال پودر براي
4Fixative Buffer 150بافر تثبيت‌كنندهml 1هر ويال پودر براي

اين داروها نقش تداخلي در اين روش ندارند

معرف شناس��ايي »كلرور پلاتينات« مي‌باش��د كه جزو محتويات كيت 
نيست و درصورت نياز جداگانه خريداري شود.

روش آماده‌سازي محلول‌ها
الف( آماده‌سازي بافر Activator براي مصرف:

محتوي��ات يك وي��ال Activator را در 100 ميلي‌ليتر آب مقطر ريخته 
كاملًا مخلوط كرده تا حل شود.

ب( آماده‌سازي بافر Fixative براي مصرف:
محتويات يك ويال Fixative را در 150 ميلي‌ليتر آب مقطر حل كنيد. 

كاملًا مخلوط كرده تا حل شود.
* ي��ادآوري 1: محلول بافرها را در ظروف شيش��ه‌اي درب‌دار آماده 

و نگهداري كنيد.

13. فاز متحرك را تهيه و داخل تانك بريزيد.
]0/7 ميلي‌ليتر الكل متيليك، 6 ميلي‌ليتر كلروفرم و 3 قطره آمونياك )با 
پي‌پ��ت 1 ميلي‌ليتري[ اي��ن فاز براي يك صفحه TLC 10×10 يا دو صفحه 

10×5 سانتي‌متري كافي است.
* توجه: جهت اش��باع سريع‌تر تانك كروماتوگرافي، بهتر است فاز 

بالارونده 2 برابر تهيه گردد.
14. صفحه لكه‌گذاري ش��ده را به‌آرامي داخل تانك قرار دهيد و درب 

تانك را كاملًا ببنديد.
15. هنگامي كه فاز متحرك 8 سانتي‌متر بالا رفت )يعني يك سانتي‌متر 
به لبه بالايي صفحه مانده( صفحه را از تانك بيرون آوريد )اين مرحله حدود 

20 دقيقه به‌طول مي‌انجامد(.
16. صفحه TLC را حدود يك دقيقه در فضاي آزمايش��گاه نگاه داريد 
تا خشك شود و سپس آن را به‌آرامي روي صفحه گرم با دماي 80 تا 110 

درجه سانتي‌گراد به مدت 8 دقيقه قرار دهيد.
17. صفحه TLC را در فضاي آزمايش��گاه خنك كنيد )اين عمل 2 تا 

3 دقيقه به طول مي‌انجامد(.
18. براي آشكارسازي نمونه‌هاي مشكوك، از اسپري مخصوص كلرو 

پلاتينات استفاده كنيد.
19. پس از اسپري كردن به مدت 15 تا 20 دقيقه )گاهي تا 1 ساعت( 
صبر كنيد تا صفحه به‌طور كامل خش��ك ش��ود. پليت بايد در محل تاريك 
نگهداري ش��ود و تا يك س��اعت پس از اس��پري هر 10 تا 15 دقيقه يكبار 
بررس��ي شود، آنگاه لكه‌هاي ظاهر شده را با لكه‌هاي استاندارد مقايسه كنيد 

و نتايج به‌دست آمده را تفسير و گزارش نماييد.
* هش��دار: فاصله س��تون تا كف بش��ر در حد يك‌سانتي‌متر تنظيم 
شود و از تماس انتهاي ستون )نوك ستون( با كف بشر كه در تماس با 
هات‌پليت است جلوگيري شود. )از نظر فيزيكي، نقطه‌جوش الكل پايين 
بوده و حرارت س��بب نفوذ آن به داخل س��تون ش��ده و وضعيت جاذب 

را بهم مي‌ريزد(.

رعايت نكات مربوط به انجام آزمايش در هواي مرطوب
1. پليت‌ه��ا را در گرمخانه )oven(‌ ب��ا درجه حرارت 20 تا 25 درجه 

سانتي‌گراد نگهداري نماييد.
2. در مرحله لكه‌گذاري، كوچكترين قطره آب س��بب غيرفعال ش��دن 
پليت و بلوكه شدن لكه و در نهايت ظاهر نشدن لكه مي‌شود. بنابراين توجه 
كنيد در مرحله اس��تخراج با الكل، عمل تبخير به‌طور كامل صورت گيرد و 
سپس روي بقاياي خشك‌شده، چند قطره الكل بدون آب )حدوداً سه قطره( 

اضافه نموده، لكه‌گذاري كنيد.
3. پس از لكه‌گزاري، جهت خنك‌ش��دن، پليت را در دماي محيط )20 

تا 25 درجه سانتي‌گراد( قرار دهيد.
4. پليت را پس از بيرون آوردن از تانك به مدت 1 تا 2 دقيقه در دماي 

محيط )20 تا 25 درجه سانتي‌گراد( قرار دهيد.
5. پليت‌ه��ا را به‌مدت 8 دقيق��ه روي هات‌پليت با حرارت 80 تا 110 

درجه سانتي‌گراد قرار دهيد.
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