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OZNACZANIE NARKOTYKOW W
MATERIALE BIOLOGICZNYM
- SLINIE I WEOSACH

Wstep

Tradycyjnymi materiatami biologicznymi uzywanymi do potwierdzania lub
wykluczania obecnosei narkotykéw w ustroju sa: surowica, osocze krwi i mocz,
Jednakze informacje otrzymane w wyniku analizy kazdego z tych plynow sa
rozne. Oznaczenia w osoczu dostarczaja aktualnej oceny stezenia, podczas
gdy w moczu rejestrujemy stezenia skfadnikéw ,,zageszezonych” po ostatnim
opréznieniu pecherza. Ponadto stgzenie badanych substancji w moczu zalezy
w znacznym stopniu od ilodci wypitych plynoéw. Mimo to mocz jest najcze-
deiej uzywanym materialem do wykrywania lekow i narkotykow w ustroju,
gdyz nieinwazyjny sposob pobierania oraz dostepnosé materiatu pozwala bez
klopotu stosowaé go w badaniach rutynowych. Ktopotliwg i ciggle dyskuto-
wang pozostaje jednak sprawa pobierania probek moczu, ktére z uwagi na
mozliwosc¢ zafalszowan musi czgsto odbywaé si¢ pod kontrola 1 dlatego jest
traktowane jako ,,pogwalcenie prywatnodei”.

Wprowadzenie do laboratoriéw b. czutych metod analitycznych - radioim-
munologicznych, immunoenzymatycznych, immunofluorescencyjnych i innych
umozliwito wykorzystanie jako materialu do oznaczania lekow 1 narkotykow
- poza 0soczZen, surowicg 1 moczem - takze sliny i wlosow.

Analiza narkotyliow w §linie

Zainteresowanie §ling jako materialem przydatnym do wykrywania i ozna-
czanta lekow wynika z faktu, ze mozna ja uzy¢ do badan farmakokinetyki i
biodostgpnosei lekow oraz monitorowania ich poziomu we krwi poniewaz
stezenia wielu lekow w §linie sq proporcjonalne do ich stezen we krwi. Slina
moze byt rowniez uzyta do kontroli abstynencji narkomandw poddawanych
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terapii metadonowej oraz ustalenia rodzaju narkotykéw przyjetych przez nar-

komandéw, ktdrzy zglaszajq si¢ w stanach zatrucia do oddzialéw detoksyka-

cyjnych.

Oznaczenie lekow 1 narkotykdw w Slinie posiada szereg zalet w poréwna-
niu z oznaczaniem ich w materiale konwencjonalnym tj. osoczu, surowicy i
moczu:

- $line mozna otrzymac w potrzebnej ilosci, wielokrotnie w ciagu dnia, bez
ryzyka infekcji, bez bolu i stresu zwigzanego z ukluciem i dyskomfortu w’
przypadku wynaczynien i obrzgku zyly w miejsca wprowadzenia igly,

- jej pobranie nie wymaga stosowanija aseptyki, sterylnych strzykawek,
udziatu fachowego personeluy,

- pobranie probek moze nastepowac w ambulatorium, bez kontroli lekar-
skiej,

- wporéwnaniu z moczem pobieranie $liny nie jest zwigzane z pogwalce-
niem prywatnosci,

- wprzeciwienstwie do moczu nie zachodzi obawa zafalszowania materiahu.

Ponadto wiele lek6éw i narkotykdw wigze si¢ w znacznym stopniu z biatka-
mi, a wiec wyniki ich oznaczen we krwi, w ktorej zawartosé biatek wynosi 7,3
2/10 mL, stanowia sumge frakeji zwiazane] 1 farmakologicznie aktywnej frak-
cji wolnej. Natomiast $lina jest ultraprzesgczem plynu tkankowego o b. ni-
skiej, bo rzedu 0,3 g/100 mL, zawartosci bialek, zawiera wigc gldwnie cza-
steczki narkotyku w postaci wolnej i dzieki temu dostarcza dokladniejszych
danych na temat stopnia aktualnej intoksykacji. Dlatego coraz czgsciej wyko-
rzystuje sie $line jako materiat do badania obecnosci lekéw i narkotykow w
ustroju [23].

Slina jest wytwarzana przez trzy duze parzyste gruczoty $linowe: przyu-
sznice, podzuchwowe 1 podjezykowe oraz szereg gruczoléw drobnych.
Sktad $liny rézni sie w zaleznosci od rodzaju gruczotu, pory dnia, diety,
wieku, plei i ewentualnie intensywnosci i czasu frwania stymulacji oraz
stanu chorobowego.

Chociaz opracowano specjalne urzadzenia do pobierania §liny z poszcze-
gdlnych gruczolow, pozwalajace uzyskac plyny o bardziej statym sktadzie, w
praktyce zbiera si¢ zwykle $ling mieszana, ktora w 25% pochodzi z gruczotow
przyusznych, w 71% z gruczotow podzuchwowych i w 4% z gruczolow pod-
jezykowych .

Dobowa produkeja sliny wynosi 500-1500 mL przy szybkosei wyplywu ok.
0,6 mL/min. Obserwuje sie duze rdznice osobnicze; pH sliny waha sig od 5-8.
8
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Najwazniejszymi sktadnikami §liny, oprécz wody i elektrolitéw, sa mucyna i
enzym amylaza. Produkcje $liny mozna przyspieszy¢ przez zucie gumy, ta-
's’my teflonowej, wziecie do ust krysztatka kwasu cytrynowego lub ssanie kwa-
$nych cukierkow .

Sa dowody, ze wiele lekow przechodzi do §liny na zasadzie biernej dyfuzji
1 ze rozpuszezalnodé w lipidach moze by¢ decydujacym czynnikiem dla ich
obecnodci w slinie. Przedostawanie si¢ z krwi do $liny kwasowych i zasado-
wych zwigzkow rozpuszezalnych w lipidach zalezy od ich stopnia dysocjacji
w tych plynach, poniewaz tylko niezjonizowana postaé leku moze przenikaé
przez blony biologiczne. Stosunek stezenia leku w §linie do stezenia w osoczu
(s/0) mozna wyliczy¢ z warto$ei pKa" zwigzku oraz pH krwi (7,4) 1 $liny (5-8)
opierajac si¢ na réwnaniu Hendersona-Hasselbalcha wedlug nastgpujacych
WZOTOW:
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Np. steZzente w slinie stabo kwasnego fenobarbitalu jest nizsze niz w osoczu
wskutek rézmicy pH obu pltyndw, Z podobnych powodow stezenia lekow sta-
bo zasadowych sa wyzsze w slinie miz w osoczu.

Wzrost pH §liny powoduje jednak zmiang tego stosunku. Np. s/o stabo za-
sadowego prokainamidu o pKa = 9,4 zmienia sie z 0,27 do 8,93 ze wzrostem
pH $liny od 6,3 do 8,0 [42].

Do badania narkotykow zastosowano §line po raz pierwszy w 1974 r. [16].
Szczegolna przydatnosé tego materiatu zostata uznana w przypadku badania
kierowcow podejrzanych o przyjmowanie narkotykéw [39].

Najczedciej nzywanymi narkotykami sg kanabinole. PodwyzZszone po-
ziomy tetrahydrokanabinolu (THC) -aktywnego sktadnika marihuany- zna-
leziono v ludzi palgcych marihuane zaréwno w osoczu (14,4%) [48] jak i
w slinie (9%) [33].

Préby oznaczania THC w slinie podejmowano jeszcze na poczatku lat
siedemdziesigtych [24], przy czym udawato si¢ wykrywaé ten zwigzek
nawet za pomoca TLC odznaczajacej sie przeciez niezbyt wysoka czufo-
scia. Stosowano rowniez inne metody: wysokosprawna chromatografie
ptytkowa (HPTLC) [40], chromatografie gazowa (GC) [28] 1 testy immu-
nologiczne [18].

" pKa jest to ujemny logaryim ze stalej dysocichi zwvigeku
!
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Wyniki badania metoda radioimmunclogiczng (RIA) 352 probek $liny ze-
branych od ochotnikéw: 25 mezezyzn 1 10 kobiet wskazuja, ze oznaczenia w
$linie do§¢ dobrze odzwierciedlaja poziom THC w osoczu nawet, jesli brak
Scistej korelacji migdzy nimi. Stosunek stezen THC i 11-hydroksy A'- THC w
slinie i osoczn, wyliczony w oparciu o state dysacjacji tych substancji i row-
nanie Hendersona-Hasselbalcha, wynosi ok. 0,1 [23] i odbiega znacznie od
wartoscl otrzymanych w wyniku oznaczea tych substancji w obu ptynach, ktore
wynosza i nawet wartosc t¢ przekraczaja [40]. Ta wysoka zawarto§é THC w
slinie nie jest wynikiem przechodzenia zwiazku z osocza, gdyz podany dozyl-
nie znakowany THC nie zostal w ogdle w §linie wykryty [21]. Wydaje sie
wiec, ze THC i jego metabolity nie dostajg sie do §liny z krwi, lecz gromadza
sie w jamie ustnej podczas palenia marihuany.

Kanabinole wystgpujg w §linie przez ok. 14 godz. po uzyciu [18], a wige
znacznie kroce) niz w moczy, w ktorym zaleznie od dawki i czgstosci przyj-
mowania mozna je wykry¢ przez 5-20 dni. W innej pracy wykrywano w slinie
stezeniaTHC od 5-330 ng/mL [40] przez 8 godzin po paleniu, chociaz przy
uzyciu testow jakodciowych mozna bylo stwierdzi¢ jego obecno$¢ przez 14
godzin. Jednakze wykrycie narkotyku niemal bezposrednio po jego uzyciu nie
jest mozliwe za pomoca analizy moczu. W takich przypadkach slina jest ma-
terialem z wyboru,

Niewiele wiadomo o skladzie metabolitdw kanabinoli w slinie. THC ulega
w watrobie enzymatyczne] przemianie w kwas 11 - nor-A’-THC-9-karboksy-
lowy (THC-COOH), ktory wystgpuje we krwi i jest glownym metabolitem w
moczu [21]. Dlatego tez analize zaleca si¢ jako badanie konfirmacyjne probek,
ktore w testach skriningowych uznano za dodatnie [13]. Dotycheczasowe ba-
dania wskazuja, ze $lina 0sob palacych marihuane zawiera sladowe ilosei kil-
ku metabolitéw kanabinoli. Badano mocz i probki sliny pobrane od takich
psob. Prébka moczu zawierala jedynie THC-COOH, natomiast w $linie wy-
kryto 3 metabolity: A - tetrahydrokanabinol (THC), kanabinel (CBD) 1 11-
hydroksy-A?-THC (THC-OH).

Poniewaz wydaje sie, ze kanabinole nie przenikajg z osocza do gruczotu
slinowego [21], metabolity THC wykrywane w §linie moga pochodzi¢ bez-
posrednio z dymu palonej marihuany, lub sa wynikiem metabolizmu zacho-
dzacego w jamie ustnej. Tym niemniej wyniki dotychczasowych badan do-
wodza, ze obecno$¢ tych metabolitdéw w élinie jest dobrym wskaznikiem
aktualnego stosowania marihuany. Obawy budza jedynie mozliwosci celo-
wego usuwania $ladéw tych substancji z jamy ustnej. Jednakze normalna
1)
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dieta i ptyny nie wplywaja w sposdb istotny na wynik analizy kanabinoli w
§linie [40]. Czy stezenie metabolitéw kanabinoli moze ulec istotnemu obni-
zeniu w wyniku plukania ust, np. alkoholem, jak to sugerowano [37], ustalg
dopiero kolejne badania.

We wczesniejszych badaniach wykrywano w $linie podawang doustnie zna-
kowana kokaing nie byto jednak pewnosci czy przechodzi ona do sliny z krwi.
Dalsze prace dowiodty, ze kokaina wystepuje w $linie rowniez po dozylnym
podaniu narkotyku, co ostatecznie przesadza jej pochodzenie [7]. Stezenie
kokainy w $linie jest na ogol wyzsze niz w osoczu, chociaz doniesiono réw-
niez, iz stosunek stgzen (s/0) wynosit 0,5 [41].

Wyliczony teoretycznie stosunek stezenl §lina/osocze jest dla kokainy wy-
soki, jednak przewidywanie dystrybucji w oparciu o model biernej dyfuzji nie
zawsze zgadza sig z faktami eksperymantalnymi [23], gdyz na proces ten wply-
wa prawdopodobnie rowniez rozpuszezalnosé kokainy w lipidach bion ko-
morkowych gruczotu §linowego oraz - byé moze - mechanizmy ewentualnego
transportu aktywnego.

Testy immunologiczne pozwalajg wykry¢ kokaine w $linie 5-10 dni po od-
stawientu [8]. Zalecany przez NIDA poziom cut-off dla kokainy i jej metabo-
litdw w moczu (300 mg/mL) [13] wystepowal w Slinie jeszeze przez 1-4 dni
po przerwaniu podawania [8].

Jednoczesne oznaczanie morfiny w §linie, osoczu i moczu pot godziny po
domie$niowym podaniu narkotyku w dawce 10 mg dato wyniki, odpowie-
dnio, 11 ng/mL, 66 ng/mL 1 1100 ng/mL. Po podaniu heroiny jej gldwny me-
tabolit - morfing wykrywano w §linie przez krétszy okres czasu (1-2 godz.) [9]
niz w osoczu (2-4 godz.) [16].

3 godz. po doustnym podaniu 30 mg fosforanu kodeiny jej poziom w §linie
wynosit 120ng/mL [36]. Stezenie w slinie bylo wyzsze niz w osoczu, przy
czym zanotowano duze roznice osobnicze stosunku s/o - od 2 do 6,6, przy
$redniej wynoszace] 3. W innej pracy stwierdzono bardzo zblizone stezenia
kodeiny w $linie i1 osoczu [9]. Roznice mogg wiazaé sie¢ z metoda uzyty do
oznaczeh: w pierwszym przypadku byla to chromatografia gazowa, a w dru-
gim metoda radioimmunologiczna, w ktorej uzyte przeciwciato mogto wyka-
zywad reakcje krzyzowe z metabolitami. Ponadto kodeina jest stabg zasadg i
dlatego pH sliny moze wplywaé na stosunek stgzen w $linie i osoczu, wywo-
hyjac wspomniane réznice.

Jesli idzie o syntetyczny opioid - metadon to pierwsze prace opublikowa-
ne w latach 70-tych sugerowaly, ze nie jest mozliwe monitorowanie jego
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poziomdw w plynach bialogicznych, gdyz u pacjentéw otrzymujacych jed-
nakowa dawke metadonu wystepujg bardzo znaczne wahania jego stezenia
we krwi [22].

El-Guebaly 1 wsp.[12] nie potwierdzili wystepowania takich wahan, wyka-
zall natomiast czterokrotnie wyzsze stezenie tego zwigzku w slinie niz we
krwi, co mogloby wskazywac, ze przechodzenie metadonu z krwi do $liny jest
procesem aktywnym.

Kang i Abbott [25] w pracy opublikowanej rok pdzniej podaja, ze stosunek
stezen metadonu w §linie 1 osoczu wynosi 0,5 przy ich doskonalej korelacji.
Po podaniu metadonu w dawce 90 mg autorzy znajdowali po 24 godzinach
stezenie metadonu w $linie rowne 200 ng/mL.

Wolff 1 wsp. [46] stwierdzili niedawno wystgpowanie liniowe] zaleznosci
miedzy stezeniem metadonu we krwi 1 jego dawka wyrazong w mg/kg wagi
ciala oraz niewielkie tylko wahania osobnicze. Ponadto udato si¢ ustalic i po-
twierdzié, ze objawy odstawienne pojawiajg sie, gdy stezenie metadonu we
krwi spada ponize] 50 ug/L. Stwarza to szanse optymalizacji terapii metado-
nowej w oparciu o wyniki oznaczen laboratoryjnych. Z uwagi na mankamenty
zwiazane z pobieraniem krwi autorzy sugeruja, Ze slina jako materiat pobiera-
ny nieinwazyjnie bytaby do tych badan wygodniejsza, zwlaszeza, ze dla le-
kdw, ktore przechodza z krwi do sliny na drodze biernej dyfuzji stwierdza sie
liniowg zalezno$¢ miedzy stezeniami w obu tych ptynach. Dla metadonu rela-
cje te s4 prawdopodobnie bardziej ztozone. Ci sami autorzy [47] oznaczali
ostatnio metadon we krwi 1 $linie u 21 pacjentéw poddawanyeh diugotrwale;
terapii metadonem. Sline (1-3 mL) i krew (10mL) pobierano przed kazdorazo-
wym podaniem pacjentom metadonu, a do oznaczet zastosowano metode
HPLC. Pobieranie i przechowywanie $liny bylo jednak utrudnione ze wzgledu
na duzg lepkos¢, jaka odznacza sig slina nalogowych palaczy, kidizy stanowi-
1i znaczng czes$é badanej grupy pacjentéw. Mniejsza lepkosé wykazuje Slina
mieszana, j. zbierana w wyniku stymulacji. Zmniejszanie lepkosci oraz wigk-
sza klarownosé §liny mozna réwniez uzyskaé umieszcezajac ja na 24 godz. w
temperaturze -40°C.

Autorzy nie potwierdzili wynikéw El-Guebaly i wsp. (12) o czterokrotnie
wyzszym stezeniu metadonu w slinie niz w osoczu. Na duzo wigkszym mate-
riale 1 przy uzyciu czulszej metody analitycznej wykazali oni, ze stosunek ten
waha sie od 1,3 - 1,0. Stwierdzono ponadto dobra korelacje miedzy stezenia-
mi metadonu w $linie i jego dawka. Stezenie leku wzrastato srednio o 507, ug/L.
przy wzroscie dawki o 1 mg/kg (wspdlczynnik korelacji r=0,8, p<0,001), co
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wskazuje na zaleznoéé liniowa. Wzrostowi stezenia metadonu w osoczu
o 1 ug/L towarzyszyt wzrost jego stgzenia w slinie o 1,3 pg/L.

W zwigzku z obserwowang obecnie tendencja obejmowania terapig meta-
donowsq coraz wigkszej liczby osob uzaleznionych od opioidéw, konieczne
bedzie czeste wykonywanie u nich oznaczen metadonu. Zastosowanie do tych
oznaczen $liny zamiast krwi wydaje sie znacznie mniej ktopotliwe zaréwno
dla pacjentow jak i lekarzy.

W wielu pracach wykazano rowniez przydatnosé $hiny jako materiatu do
oznaczania benzodiazepin, przy czym korelacja stezeit w $linie i osoczu stwier-
dzana przez poszezegdlnych badaczy byta b. rézna: doskonata, umiarkowana
i staba. Sline wykorzystywano réwniez w celu wykrywania benzodiazepin w
badaniu skriningowym J33].

Przy oznaczaniu benzodiazepin w $linie nalezy rozwazy¢ sprawe ich wia-
zania z biatkami. Np.w osoczu az 97 % diazepamu wystepuje w postaci kom-
pleksdéw z biatkami. Dlatego $lina, jako ultraprzesacz krwi, powinna zawie-
ra¢ tylko 3 % zawartosci leku we krwi. Niekidrzy badacze potwierdzili to
zjawisko inni jednak znajdowali stezenia wyzsze [14] lub nizsze [19]. Za
przyczyne tych rozbieznodcei uznaje si¢ wiazanie benzodiazepin z bialkami
sliny [34]. Inng przyczyng rozbieznosci moze by¢ redukcja grup nitrowych
przynajmniej niektorych benzodiazepin, np. nitrazepamu i klonazepamu [36].
Niskie stezenie benzodiazepin mozna mierzy¢ metoda radioreceptorows przy
uzyciu homogenizowanych komérek kory mézgowej szczurdw. Wyniki otrzy-
mane ta metodg sa zgodne z wynikami otrzymanymi metodg chromatografii
gazowej [206].

Pétokres trwania amfetaminy w osoczu jest w znacznym stopniu zalezny
od kwasowosci moczu, poniewaz szybkos¢ eliminacji przez nerki zmienia
sie znacznie w zaleznodei od pH moczu. Poniewaz w $linie 0sdb stosuja-
cych amfetaming wystepuje wysokie stezenie tego zwigzku (stosunek steze-
nia w $linie do stgzenia w osoczu wynosi 3), a wydalanie leku zalezy od pH
moczu, $ling zaleca sie jako material z wyboru do oznaczania amfetaminy.
50 godz. po podaniu 10 mg amfetaminy wykrywano jg w §linie w stezeniu
20-50 mg/mL.

O ile jednak metody immunologiczne pozwalaja na skuteczne wykrywanie
amfetaminy w §linie, chromatografia ptytkowa, z uwagi na dos¢ niska czu-
tos¢, jest mato przydatna [43].

Badano réwniez wystepowanie w slinie pochodnych kwasu barbiturowe-
go: amobarbitalu, sekobarbitalu, fenobarbitalu i pentobarbitalu [36]. Stosu-
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nek stezen amobarbitalu, sekobarbitalu 1 heksobarbitalu w $linie i osoczu
(s/0) waha sie w granicach 0,3-0,4. Poniewaz wartosci pKa barbituranéw
rdznig sig w granicach 7,4-8,3, ich przechodzenie do gruczotéw §linowych
zalezy od pH. Potokres trwania amobarbitalu i pentobarbitalu w $linie wy-
nosi, odpowiednio, 24 godz. i 18 godz. [11], natomiast dia heksobarbitalu -
3,3 godz. 50 godz. po doustnym podaniu 120 mg amobarbitalu stezenie leku
w slinie wynosito 100 ng/mL.

Whnioski

Materiatem biologicznym najczesciej wykorzystywanym do wykrywania
i oznaczania narkotykéw w organizmie pozostaje mocz, gdyz jest tatwy do
uzyskania. Jednakze §lina ma rowniez szereg zalet. Podobnie jak mocz, moze
ona by¢ pobrana od pacjenta z wyeliminowaniem potencjalnego niebezpie-
czenstwa infekcji, jednakze uzycie $liny eliminuje ponadto problem pogwat-
cenia prywatnosci pacjenta i w znacznym stopniu ogranicza mozliwosé za-
falszowania materiatu. Zbiorka $liny, wykonana wlasciwie, nie wymaga spe-
cjalnych pomieszczen i scistego nadzoru. Zwlaszeza z uzyciem urzadzenia
do zbierania ultrafiltratu mozliwa jest estetyczna zbidrka bez plucia, u wielu
pacjentdw réwnoczesnie, w jednym pomieszczeniu, pod nadzorem jednej
osoby kontrolujacej. Chociaz mozliwodci zafatszowania probki nie da sie
catkowicie wykluczyé, jest b. malo prawdopodobne, aby ktorykolwiek ze
sposobbéw stosowanych do zafalszowania moczu mogt byé zastosowany do
$liny. Wyeliminowanie mozliwosci zafalszowania probek sliny znacznie
obniza koszty pobierania.

W przeciwienstwie do moczu, §lina moze by¢é uzyta do okre$lania aktualne-
go (tj. w momencie pobrania ) stezenia narkotyku lub jego metabolitoéw nie
zwiazanych z biatkami. Poniewaz polokresy trwania metabolitéw roznig sie,
okreslenie stosunku stezen rdznych metabolitow w $linie moze poméc w usta-
leniu czasu przyjecia narkotyku. Pewnym mankamentem §liny jako materiatu
do oznaczania narkotykdw jest to, ze utrzymuja sig one w $linie znacznie kroce;
niz w moczu. Poniewaz stezenia narkotykow w §linie sa na ogél nizsze niz w
moczu - metody analityczne uzywane powszechnie do oznaczeil w moczu nie
moga by¢ bezkrytycznie stosowane do badania $liny. Z drugiej strony nie wy-
daje sie, aby istniaty jakie$ techniczne ograniczenia przy oznaczaniu narkoty-
kéw 1 ich metabolitow w $linie ogdlnie dostgpnymi metodami. Np. metody
immunologiczne sg wystarczajaco czule, aby wykry¢ te substancje w niee-
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kstrahowanych prébkach materiatu, a GC/MS mozna dostosowa¢ do ilodcio-
wych oznaczen narkotykdw w stezeniach rzedu pikogramow na mililitr. Dal-
sze badania powinny zmierzaé do tego, by oznaczenia w §linie dawaly mozli-
wos¢ rozrézniania przewleklych i okazjonalnych biorcow narkotykéw, ponie-
waz stgzenie narkotyku we kwi u 0s6b diugotrwale uzaleznionych jest zwykle
wyzsze niz u okazjonalnych biorcow.

Analiza narkotykow we wlosach

Wios sklada si¢ z czesci ukrytej w skorze, tzw. korzenia, zakoniczonego
cebulka wiosowa oraz czesci znajdujacej sig nad powierzchnig skory, tj.
todygi albo trzonu. Sklad chemiczny wloséw waha sie w bardzo szerokich
granicach, mozna jednak przyjaé nastepujace wartosci $rednie: woda 4 -13 %,
biatka (z b.wysokg zawartoscig aminokwaséw siarkowych) 85-93 %, lipi-
dy 2-3 % i popiot 0,23-0,80 %. Srednia szybkosci wzrostu whoséw wynosi
0,45mm/dobe i zalezy od rasy, odzywiania, czynnikow fizjologicznych i
patologicznych.

Proby wykrywania we wilosach réznych obeych dla organizmu substancii,
zwlaszeza trucizn 1 lekow, podejmowano od bardzo dawna. Juz w r. 1875
Casper [6] opisat w swoim stynnym Praktisches Handbuch der gerichtlichen
Medizin analize wlosow w celu wykrycia arsenu. Dopiero jednak prawie 100
lat poZniej opisano po raz pierwszy wykrywanie we wlosach swinki morskiej
substancji organicznych - barbituranéw (cyt. za 29).

~ Ostatnio przedmiotem duzego zainteresowania badaczy stato sie wykorzy-
stanie probek wlosow do wykrywania obecnosci narkotykdéw w ustroju, po-
niewaz wlosy jako materiat biologiczny maja szereg zalet w porownaniu z
krwig 1 moczem. Narkotyki pozostajgq w trzonie wlosa b. dtugo, a wiec ,,okien-
ko detekcji” tj. czas, w ktorym mozna je wykry¢, jest znacznie szersze (mie-
sigee, lata) niz w przypadku moczu 1 krwi {godziny i dni). Tak wiec pacjenci,
ktorzy brali narkotyki w poprzednich tygodniach, a powstrzymali sie od ich
brania przed samym badaniem beda mieli wynik dodatnt we wlosach, a ujem-
ny w moczu. Ponadto rzadkie stosowanie narkotykow, b. trudne do wykrycia
za pomoca badania moczu, daje si¢ wykry¢ dzieki badaniu wlosow. W takich
przypadkach nawet przy uzyciu niskich dawek analiza wioséw wykrywa znacz-
nie wigeej osob przyjmujacych narkotyki niz analiza moczu. Dowodem na
dhugotrwata stabilnos¢ narkotykdw we wlosach jest wykrycie kokainy we wio-
sach mumii liczace) ponad 4000 lat [5].
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A oto inne zalety stosowania wlosow jako materiafu do wykrywania i ozna-
czania narkotykow w ustroju:

- pobieranie probek wloséw ma charakter nieinwazyjny i jest czynnosciq
bardzo prosta,

- nienarusza prawa prywatnodci, w przeciwienstwie do pobierania moczu,
ktore z uwagi na mozliwos¢ zafalszowania materialu wymaga kontroli
drugiej osoby,

- wprzypadku wloséw nie ma w zasadzie praktycznych mozliwoéci zafal-
szowania probki,

- zagubione lub zanieczyszczone probki mozna fatwo zastapic¢ innymi,

- wios jest mechanicznie odporny i chemicznie obojetny, nie wymaga wiec
zachowania specjalnych warunkéw przy przechowywaniu i transporcie,

- praktycznie nie istnieje ryzyko przeniesienia choroby od pacjenta.

QOznaczanie narkotykéw we wlosach, oprocez zalet, ma rowniez pewne ogra-
niczenia. Badanie jest na ogdl drozsze niz w przypadku moczu, a proces
analityezny - bardziej czasochtonny. Analiza wlosow nie daje tez mozliwo-
sci wykrywania narkotykow przyjmowanych bezposrednio przed badaniem,
poniewaz miegdzy ich inkorporacja do korzenia wlosa i pojawieniem sie w
czesci wlosa ponad powierzchnig skory uptywa dtugi okres czasu. Wreszcie
jednorazowe przyjecie narkotyku rzadko udaje sie wykry¢ za pomoca anali-
zy wlosOow, Jest ona natomiast b. przydatna do wykrywania przewleklego
stosowania narkotyku w przypadkach, gdy zawioda analizy krwi 1 moczu.
Ponadto mozna ogdélnie powiedzied, ze stezenia lipofilnych lekéw macie-
rzystych jest we wlosach zawsze wyzsze niz ich metabolitéw [30], przeciw- ‘
nie niz w moczu,

Znajomo$¢ mechanizméw decydujacych o inkorporacji czasteczek narko-
tyku do zrebu wlosa jest jeszeze bardzo niekompletna, wiadomo jednak, ze
cebulka wlosowa wychwytuje narkotyki i ich metabolity z krwi docierajacej
do korzenia wlosa i zatrzymuje je na state w jego todydze. Rosnacy wilos ,,za-
pisuje” wiec jakby historie przyjmowania narkotyku przez danego osobnika.
W ten sposdb odcinek wiosa diugosci ok. § cm moze dostarczy¢ informacji o
przyjmowaniu narkotykdw w okresie 4 miesigcy. A zatem narkotyk moze by¢
wykryty we wlosach diugo po jego uzyciu.

Natomiast w moczu narkotyki mozna wykry¢ tylko w kratkim okresie cza-
su po przyjeciu, poniewaz ich eliminacja przez nerki jest na ogét dosé szybka.
Np. opiaty i kokaina, ktére sg rozpuszczalne w wodzie, ulegaja wydaleniu
przez nerki w ciggu 2-3 dni. Inne narkotyki, jak marihuana 1 fencyklidyna
16
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(PCP), ktdre rozpuszczajg sig w thuszezach, pozostajg w ustroju diuzej i moz-
na je wykry¢ w moczu przez 2-3 tygodnie po wprowadzeniu do ustroju.

Wazng sprawa jest odroznianie narkotyku, ktory znalazt sie na powierzchni
wlosdw ze $rodowiska od tego, ktory wnikngt do wlosa z krwi, zwlaszcza, ze
narkotyki docierajg do wlosow glownie w formie niezmetabolizowanej [10].
Dlatego przed przystapieniem do wiasciwej analizy narkotykow probki wio-
sow musza by¢ poddane procedurze usuwania zanieczyszczei z ich powierzch-
ni. Baumgartner 1 Hill [4] oznaczali narkotyki w probkach wlosow po tch
dokladnym phukaniu oraz w cieczy uzytej do ptukania. Odpowiednio wyzsze
stezenie narkotyku we wiosach niz w cieczy uzytej do ich ptukania stanowi -
zdaniem autoréw - dowdd stosowania narkotyku. Oczywiscie wykrycie we
wlosach metabolitu narkotyku przesadza sprawe w sposob definitywny [10].

Do opracowania metody usuwania zanieczyszczen uzywano wiosow ze
sztucznie naniesionymi na ich powierzchni¢ narkotykami. Prébki takich wio-
s6w poddawano myciu {ptukaniu ) za pomoca rdznych rozpuszezalnikow jak
etanol, 0,01 N HCI lub siarczan dodécylu. Usuwaja one z powierzchni wio-
sow ponad 90 % zanieczyszczen, ale Zaden nie usuwa ich catkowicie. Kombi-
nacje roznych sposobdw plukania probki, np. ptukanie detergentem, a nastep-
nie wytrzasanie probki z chlorkiem metylenu, dawaty catkowite lub prawie
catkowite usuniecie zanieczyszczen, ale powodowatly ekstrakcje czedet na-
rkotyku ze zr¢bu wilosa [4, 10].

Opracowano réwniez 2 rodzaje wzorcowych probek wlosow zawierajacych
dokladnie okreslone ilogei substancji uzalezniajacych do oceny réznych me-
tod usuwania zanieczyszczen z powierzchni wloséw, a takze oceny efektyw-
nofci poszezegdlnych etapow wiasciwej analizy narkotykow we whosach. Prob-
ki wltosow od o0sob nie przyjmujgcych narkotykow zanurzano do roztworu
badanego narkotyku (kokainy, benzoiloekgoniny, morfiny, kodeiny) w dime-
tylosulfotlenku (DMSQ) na okres 3-4 tygodni. Zatrzymane przez wilos ilosci
narkotyku zaleza od jego stgzenia w roztworze DMSO oraz czasu przebywa-
nia wlosa w roztworze. llosci te sg jednak rézne dla poszczegdlnych narkoty-
kow nawet przy jednakowym stezeniu narkotyku i czasie przebywania wilo-
s6w w roziworze (4, 10].

Jeden z wzorcowych preparatéw, oznaczony symbolem RM 4849, przygo-
towano przez wysycenie wlosdw roztworem narkotykow w dimetylosylfotlenku
(DMSO) i ich kriogeniczng homogenizacjq tj. rozdrobnienie w stanie zamro-
7enia do postaci b. drobnego proszku. Preparat ten nadaje sie do oceny efek-
tywnosci metod ekstrakeji narkotykdw z wlosa oraz réznych metod oznacza-
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nia narkotykéw. Natomiast do oceny skutecznosei metod usuwania zanieczy-
szczen z powierzchni wlosow lepie) nadaje sie preparat RM 4848 zawieraja-
cy, zamiast sproszkowanych wlosow, przygotowane w podobny sposéb krét-
kie ich fragmenty.

Przy oznaczeniach narkotykow zatrzymanych przez zrab wlosa wazna spra-
wa_ jest mozliwie peina 1 powtarzaina ekstrakeja analizowanych polaczen z
probki wloséw. Sprzyja temu catkowita hydroliza wloséw, jednak drastyczne
warunki jakie stosuje si¢ przy pelnej hydrolizie mogg spowodowaé rozklad
badanych substancji. Np. kiedy hydrolizg prowadzi si¢ w stezonych roztwo-
rach zasad kokaina ulega catkowite]j przemianie w benzoiloekgonineg 1 ekgoni-
ne, co sprawia, ze oznaczenie zwigzku macierzystego jest w ogéle niemozli-
we. Zdaniem Welcha i wsp. [45] godna zalecenia jest stosowana przez nich
ekstrakeja 0,1 N HCI w temp.45°C przez 12 godzin, ktéra daje dobra wydaj-
nos¢ kokainy i benzoiloekgoniny mimo, ze zrab wlosa nie ulega w tych wa-
runkach catkowitemu rozktadowi. Wysoka wydajnosd takiej ekstrakeji potwier- -
dzono oznaczajac narkotyki w roztworze po powtornej ekstrakeji wlosow. Hoscl
narkotykéw w roztworze po drugiej ekstrakeji byty znikome, co dowodzi, ze
odzysk zwiazkow przy pierwszej ekstrakeji byt b. wysoki. Inni autorzy [15]
stosowali do ekstrakeji etanol 1 metanol.

Zamiast kwasnej hydrolizy mozna przeprowadzié enzymatyczng hydro-
lize wlosow za pomocy proteinazy K (3 mg na 8-12 mg prébke wlosow) w
temp. 37°C przez 72 godz. Takie warunki nie powoduja rozkiadu kokainy.
Narkotyki i ich metabolity izoluje si¢ z roztworu metoda ekstrakeji w fazie
statej (Solid Phase Extraction - SPE). Zawierajacy narkotyki eluat z ko-
lumny SPE odparowuje sie do sucha w strumieniu azotu a pozostalosé
ogrzewa z 50 L N, O-bis-(trimetylosylilo) - acetamidu (BSA) celem prze-
prowadzenia oznaczanych zwigzkow w lotne pochodne trgjmetylosylilo-
we, ktore poddaje sie rozdziatowi i ilosciowemu oznaczaniu metoda GC/
MS [45]. Wedlug innych badaczy [4, 20] hydroliza enzymatyczna wlosdéw
nie daje powtarzalnych wynikow z powodu roznego stopnia rozkiadu wio-
sa przez enzym proteolityczny.

Najwczesniej podjeto proby oznaczania we wlosach opiatow. Baumgartner
i wsp. [3] opisali w r. 1979 wykrywanie opiatéw we wlosach o0sob uzaleznio-
nych metoda radioimmunologiczng (RIA), a Marigo 1 wsp. [27] doniesli o
mozliwosel wykrywania morfiny metodg HPLC. Duzo uwagi podwigcono row-
niez oznaczaniu metadonu we wiosach oséb poddanych dhugotrwate] terapii
tym lekiem [2, 16].
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11 laboratoriéw wyspecjalizowanych w analityce narkotykow uczestni-
czylo w kompleksowym programie majgcym na celu ustalenie przydatnosci
oznaczen narkotykow we wlosach w praktyce toksykologicznej. Zaintereso-
wane laboratoria otrzymywaly do badania wlosy pobrane od narkomanow,
od ludzi nie majacych kontaktu z narkotykami oraz wlosy sztucznie wysy-
cone narkotykami (bierna kontaminacja powierzchni wloséw). Wiosy miaty
posta¢ proszku lub krétkich segmentow. Badania ograniczono do kokainy,
benzoiloekgoniny i morfiny. Stosowano ekstrakcje w Srodowisku kwasnym,
enzymatyczng hydrolize wlosdéw oraz rozdzial 1 oznaczanie metoda GC/MS.
Wyniki jakosciowe uzyskane przez wszystkie laboratoria byty na ogot zgod-
ne, ale rozrzut wynikéw ilosciowych byl znaczny [44].

Narkotyki wystepuja we wtosach przewlektych narkomanow w ilosciach
rzedung/mg, brak jednak danych na temat minimalnych dawek, jakie mozna
jeszeze wykryé. Wg Moellera [29] jedna lub dwie injekcje heroiny w cia-
gu tygodnia powoduja wystepowanie we wlosach morfiny w ilosei 0,5-1
ng/mg, co stanowi granice wykrywalnosci dla metody GC/MS.

Moeller i wsp. [31] opisali metode jednoczesnego wykrywania i ozna-
czania morfiny, 6-acetylomorfiny (MAM), kodeiny, dihydrokodeiny, ben-
zoiloekgoniny (BZE), kokainy, metadonu i EDDP (metabolit metadonu)
we wiosach narkomanow poddanych terapii metadonowe;j. Probki wloséw
plukano, cieto na odcinki dtugosci 2 ecm, proszkowano, inkubowano z bu-
forem fosforanowym oraz B- glukuronidazg i arylo-sulfataza. Po izolacji
narkotykow metoda ekstrakcji w fazie statej i przeprowadzeniu ich w lot-
ne pochodne poddawano mieszaning analizie metodg GC/MS z uzyciem
ich deuterowanych analogow jako standardow wewnetrznych, Metoda jest
powtarzalna przy granicy wykrywalnodei 0,1 ng/mg wlosa dla prawie wszy-
stkich oznaczanych substancji. Pobrano 15 probek wiosow od 5 pacjentow
leczonych metadonem przez okres 6 miesigcy. W 95 % badanych probek
wykryto metadon ($rednia zawartos¢ 10,9 ng/mg) w 70 % - EDDP
($rednio 1,2 ng/mg), w 69 % opiaty (MAM sr. 1,1 ng/mg) w 43 % - koka-
ine (2,6 ng/mg) i benzoiloekgoning. Stwierdzono korelacje miedzy dawka
metadonu 1 jego stezeniem we wilosach.

Dobrym markerem jednoczesnego przyjmowania kokainy i etanolu jest
etylenokokaina (ang. cocaethylene), czyli etylowy ester benzoiloekgoni-
ny, powstajacy w watrobie z kokainy, ktdra jest metylowym estrem benzo-
iloekgoniny i alkoholu etylowego. Zachodzi tu reakcja transestryfikacji czyli
zamiany estru (rodnika) metylowego na etylowy. Etylenokokaine wykryto
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metoda GC/MS we wiosach 1 moczu narkomanéw kokainowych pijacych
alkohol.

Kintz i Mangin [26] badali wlosy 57 noworodkow, ktérych matki przyj-
mowaly heroing (9 przypadkow), nikotyne (30 przypadkéw), benzodiazepi-
ny (11przypadkéw), kokaine (2 przypadki) i amfetamine (1 przypadek) - we
wszystkich przypadkach przyjmowanych przez matke narkotyk byt obecny
we wlosach dziec,

Na grupie 256 0s6b przebywajacych w wiezieniu w miastach stanu Floryda
(Tampa i St. Petersburg) przeprowadzone porownawcze badania zawartosci
narkotykéw w moczu 1 wlosach. Badanych pytano czy brali narkotyki i jakie.
Zaréwno wyniki analizy wloséw jak i moczu réznily si¢ od relacji badanych,
ktérzy na ogdt zatajali fakty przyjmowania narkotykow.

Z 256 0sdb u 49 wykryto narkotyki (opiaty i kokaing) metodami FPIA i
EMIT zaréwno w moczu jak 1 we wiosach. U 207 oséb wyniki badania
moczu byly ujemne, ale we wtosach az 88 oséb z tej grupy wykryto narko-
tyki. Wlosy 9 z nich poddano, dla kontroli, analizie najbardziej pewna
metada GC/MS, ktora potwierdzita abecnod¢ narkotykow [17]. Tak wige
badanie wlosow dato wigcej (ok. 50 %) wynikéw dodatnich niz badanie
moczu (~ 20 %).

Wyniki badania wloséw znalazly réwniez zastosowanie jako potwier-
dzenie dowodu uzyeia narkotykéw w sprawach sadowych {17]. Okregowy
Sad w Brooklynie (N.York) rozpatrywat sprawe osobnika, ktéry naruszyt
przepisy dotyczace narkotykdw 1 zostat skazany z zawieszeniem na 5 lat
pod warunkiem, ze powstrzyma si¢ od uzycia narkotykow. Badanie moczu
wykonane w ciggu pierwszego roku wykazato obecnod¢ kokainy, co zde-
cydowalo o skierowaniu go na leczenie. Na rozprawie sadowe] zwiazangj
z kolejnym ztamaniem warunkéw zawieszenia, osobnik twierdzil, Ze nie
brat narkotykow przez szereg miesiecy. Sad zarzadzil badanie wloséw,
aby ostatecznie ustalié, czy warunki zawieszenia byly rzeczywiscie zla-
mane. Badanie wykazalo obecnos¢ kokainy [17].

Réwniez inni badacze zajmowali sig warunkami wykrywania i oznaczania
we wilosach ludzkich réznych narkotykéw i1 ich metabolitéw: kokainy [1,
20],opiatow [3, 15, 27, 35], amfetamin [32] i fencyklidyny [38] stosujac me-
tody immunochemiczne, chromatograficzne i spektrometrii masowej.

Mimo duzej liczby publikacji na temat analizy narkotykdéw we wlosach
wyniki tych analiz nie wszedzie uznaje si¢ jako dowdd przyjmowania na-
rkotykow. Nawet w USA, skad pochodzi najwigcej publikacji , oznacze-
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nia narkotykéw we wlosach nie majg jeszcze charakteru badan rutynowych

i traktowane sq raczej jako badania uzupetniajgce w szezegolnych przy-

padkach, np; gdy sa podstawy do przypuszczes, ze ujemny wynik moczu

jest nieprawidlowy (podejrzenie wyniku fatszywie ujemnego), gdy badany
kwestionuje wynik badania moczu oraz gdy istnieje podejrzenie, ze bada-
nemu udato si¢ zafalszowac probke moczu podczas pobierania. Wynika to

z braku ogolnie akceptowanych zasad post¢powania przy analizie wiosdw.

Konieczna jest standaryzacja w zakresie ilosci wloséw uzytych do bada-

nia, regionu powierzchni glowy, odleglosci od powierzehni skéry w jakiej

wiosy powinny by¢ uciete, a takze sposobow unikania biernej kontamina-
cji przy pracy z pobrana probka wiosow,

Dlatego N1J (National Institute of Justice, USA) opracowat 5-letni plan przy-
stosowania tej metody dla potrzeb rutynowych i sadowych. Badania sg prowa-
dzone w 3 kierunkach:

1) rozwoju technik ekstrakcji i analizy,

2) opracowania prawidtowej interpretacji wynikow analizy wiosdw i uwia-
rygodnienia ich jako dowodu przyjmowania narkotykow,

3) wykorzystania wynikow badania wloséw na obecnosé narkotykow jako
dowodu w praktyce sadowej.

NI1I wspdlpracuje w tej dziedzinie z American Academy of Forensic Scien~
ces (AmerykanskaAkademia Medycyny Sadowej) i Society of Forensic Toxi-
cology (Towarzystwo Toksykologii Sadowej).

Badania te powinny odpowiedzieé na nastgpujace pytania:

- czy Srodowiskowe zanieczyszezenie wlosow (np. dym palonej marihua-
ny) ma istotny wplyw na wynik oznaczenia,

- czy wykryciu narkotykn we wlosach przeszkadza ich mycie, utlenianie itp.,

- czy istniejg rdéznice w zatrzymywaniu narkotyku przez wlos zaleznie od
jego rodzju (wlosy cienkie, grube),

- w jakim stopniu narkotyki mogg wnika¢ do wloséw za posrednictwem
potu i innych drog z pominieciem krwi i jesli tak, to jak to wptywa na
rozmieszczenie narkotyku wzdiuz wlosa,

- ile czasu uptywa zanim narkotyk pojawi sie¢ we wlosach i czy rdézne na-
rkotyki wykazujg niejednakowy stopien szybkosci wchtaniania,

- wjakim stopniu stgzenie narkotyku we wiosach stanowi miarg przyjete]
ilosei narkotyku. |

Z uwagi na istnienie wielu klas nielegalnie naduzywanych lekow, licz-
nych metabolitdw kazdego leku danej klasy, osobniczych réznic metaboli-
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zmu oraz réznic wynikajacych z przewleklego 1 sporadycznego przyjmo-
wania lekow potrzebne sa dalsze badania zanim §lina a zwlaszcza wlosy
stang si¢ powszechnie stosowanym materialem biologicznym do wykry-
wania 1 oznaczania narkotykéw w rutynowej procedurze analitycznej i sa-
dowej. Postep, jaki dokonat sie w tej dziedzinie w ciagu kilku ostatnich
lat, pozwala sadzié, ze stanie sie to w niezbyt odlegtej przysziosci.

B. Szukalski, E. Mirkiewicz

Narcotics determination in saliva and hair
as the biological material -

Summary

The paper presents the review of current bibliography concerning de-
tection and determination of addictive substances in saliva and hair and
discusses the possibility to employ the media in routine examinations.
Saliva and hair, as substances employed for detection and determination
of narcotics present many advantages, as compared to widely used urine
and blood. These advantages are:

- accessibility, non -intrusive, « non-violent» regarding privacy of examii-
ned individual and hazardless regarding possible infection, method of
collecting the material.

The determination of narcotics in saliva and hair may be considered a valu-
able method of supplementary character, regarding blood and urine tests and
in some cases may become consciously selected procedure.

Key words: Hair, Saliva, Determination of Narcotics.
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