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ABSTRACT: Hair analysis for drugs of abuse has been proposed as an alternative to
urine drug testing because it may be considered less invasive and more difficult to
cheat on than urine testing. Information about recent exposure to a drug (2–3 days)
acquired by urine analysis can be complemented by hair testing, which can provide
a retrospective view of drug intake over several weeks or months depending on the
length of the hair sample. These advantages of hair analysis are utilised for checking
on drug use by addicted patients being rehabilitated. The aim of this study was to ap-
ply the determination of major opiates and amphetamines in hair to the monitoring
of abstinence of methadone programme patients who were mainly addicted to “Pol-
ish heroin”. GC/MS-ITD was used for opiates and LC/MS-APCI for amphetamines.
Application of hair analysis to methadone program monitoring revealed 40% of pa-
tients who did not fulfil abstinence requirements and abused illicit drugs, most fre-
quently amphetamine and ephedrine.
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INTRODUCTION

In contrast to analysis of body fluids, from which xenobiotics are elimi-
nated relatively quickly, hair analysis provides information on the recent
and distant history of compound intake or exposure [6, 8]. Hair analysis has
become more and more popular in clinical diagnosis, e.g. in monitoring of
psychiatric or neurological disease treatment or drug addiction treatment
[7]. Compared to urinalysis, hair testing is a more effective tool for revealing
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drug intake because of its non-invasive sampling method, wider detection
window, limited possibilities of falsifying hair samples, and the possibility of
re-sampling or re-identification e.g. by DNA analysis.

Substitution therapy programmes are therapeutic tools in which an il-
licit drug of abuse is replaced by a legal substance having similar or the same
pharmacological properties but causing less side effects. The main group of
patients enrolled on such programmes is persons addicted to heroin [13].
One such kind of therapy is the methadone programme, but there are others
that utilise different drugs such as buprenorphine or the longer acting meth-
adone derivative – l-alpha-acetylmethadole (LAAM) [13]. Methadone occu-
pies opiate receptors but does not cause euphoria, thus allowing it to be used
as a therapeutic substitute in individual or group programmes aiming at re-
habilitation and social re-adaptation of patients to an extent that enables
them to function independently. The methadone programme is one of the
tools of the harm reduction strategy. The main aim of applying drug substi-
tutes is to stabilise the life situation of drug addicts by, among other things,
eliminating all activities linked to obtaining illicit drugs (reduction of crimi-
nal behaviour activities) or reducing health risks stemming from uncon-
trolled drug use. Methadone therapy is run under medical supervision [1].
The long acting properties of this drug mean that it need be administered
only once a day. The fact that methadone is administered by mouth (and not
by injection) reduces HIV infection risk [2].

Detection of psychoactive substances in hair is particularly applicable in
drug addiction treatment programmes [3]. If a patient does not stick to the
methadone program requirements and uses other psychoactive drugs or
medicines, he/she can suffer serious intoxication or even death due to the in-
teraction of the drug with methadone. That is why abstinence monitoring is
so important [5]. Regular toxicological testing for the presence of psychoac-
tive drugs of abuse in a patient’s organism is a permanent feature of the
programme [4], and in the case of repetitive abstinence breaking, the patient
is excluded from the programme for a period of at least 6 months.

Abstinence monitoring by means of hair analysis also contributes to im-
proving the therapeutic effect in addiction treatment [3]. Due to the possibil-
ity of retrospective monitoring of drug intake during therapy and the limited
possibility of falsifying hair samples, it is more difficult to hide the fact of
drug intake than in monitoring done by urinalysis. Moreover, the hair sam-
pling method is non-invasive, whilst urine sample donating, which should
be carried out under strict supervision, is embarrassing both for the patient
and for the supervisor [13]. In such a situation hair testing ensures that the
patient’s right to privacy is respected. Examination of hair also allows ther-
apy compliance control, verification of drug abuse history, estimation of se-
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verity of dependence, or revealing switching to a more available or cheaper
drug.

The positive features of hair analysis described above are utilised in this
study for monitoring abstinence in patients addicted to “Polish heroin” en-
rolled on a methadone substitution therapy programme.

MATERIALS AND METHODS

Hair samples

The study material consisted of hair samples collected from 57 patients
enrolled on a methadone therapy substitution programme in Psychiatric
Centre SPS ZOZ Zdroje in Szczecin. Hair samples were collected from the
posterior vertex head region according to the guidelines of the Society of
Hair Testing [10]. Hair specimens were analysed for opium alkaloids (mor-
phine, codeine, 6-monoacetylmorphine), amphetamines (AMP, EP, MTK,
PMA, MA, MDA, MDMA, MDEA) and methadone (MTD) – a drug used for
the therapy.

Standards and their solutions

The following standard solutions were used in the opioids determination
procedure: morphine (M), 6-monoacetylmorphine (6-MAM), morphine-D3

(M-D3), codeine-D3 (C-D3), 6-monoacaetylmorphine-D3 (6-MAM-D3) at a con-
centration of 100 � g/ml, codeine (C) and methadone (MTD) at a concentra-
tion of 1 mg/ml. The following standard solutions were used for determina-
tion of amphetamines: ephedrine (EP), methcathinone (MCT), parameth-
oxyamphetamine (PMA), amphetamine (AMP), methylenedioxyampheta-
mine (MDA), methylenedioxymethamphetamine (MDMA), methylenedioxy-
ethylamphetamine (MDEA) at a concentration of 1 mg/ml and methamphet-
amine (MA), ephedrine-D3 (EP-D3), amphetamine-D5 (AMP-D5), metham-
phetamine-D5 (MA-D5), methylenedioxyamphetamine-D5 (MDA-D5),
methylenedioxymethamphetamine-D5 (MDMA-D5), methylenedioxyethyl-
amphetamine-D5 (MDEA-D5) at a concentration of 100 � g/ml. Standard sub-
stances were purchased from Radian International (USA).

Main chemicals and materials

The derivatising agent was a mixture of pentafluoropropic acid anhydra-
te (CF2CF2CO)2O (PFPAA) (Supelco, USA) and 2,2,3,3,3-pentafluoropro-
panol CF3CF2CH2OH (PFPOH) (Sigma Aldrich, USA). The glass silanising
agent – Silon-CT was purchased in Supelco (USA). Acetonitryle (CH3CN
Gradient Grade for HPLC), dichloromethane (CH2Cl2, analytical grade),
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triethylamine (CH3CH2Cl2, analytical grade), n-butyl chloride
(CH3CH2CH2CH2Cl, for liquid chromatography) were purchased from
Merck (Germany). Isopropanol (CH3CH2CH2OH, analytical grade) and for-
mic acid (HCOOH, analytical grade) were purchased from POCh (Poland).
Bond Elut Certify solid phase extraction columns (300 mg, 6 ml) were bought
from Varian (USA).

Determination of opium alkaloids (M, C, 6-MAM) and methadone
(MTD) in hair by GC/MS-ITD

In order to remove (from the hair sample) contamination such as blood,
dust, sweat and skin residues and also traces of drugs of abuse originating
from external contamination, hair samples were washed with isopropanol,
phosphate buffer (pH = 7.4) and rinsed with dichloromethane. In order to
perform segmental hair analysis (analysis of sequence of hair strand parts),
the samples were divided, starting from the site of cutting, into 2 cm seg-
ments corresponding roughly to 2 month time periods of their growth. The
segments were pulverised in a ball mill (Retsch KG, Germany). 50 mg of pul-
verised hair sample taken from each segment was weighed out and sub-
jected to successive stages of analysis. For each determination series, stan-
dard calibration hair samples were prepared by spiking hair samples with
quantities of analytes (morphine, codeine and 6-MAM) corresponding to
concentrations in the range from 0 to 20 ng/mg and internal standards (mor-
phine-D3, codeine-D3, 6-MAM-D3) corresponding to a concentration of
5 ng/mg of hair.

Hair samples prepared in such a way were digested with 0.1 M hydro-
chloric acid (1 ml) for 16 h at 50°C. After addition of 2 ml of phosphate buffer
(pH = 7.4), samples were centrifuged for 2 min at a speed of 4000 cycles/min.

Collected buffer phases were extracted on Bond Elut CertifyTM solid
phase extraction columns (Varian, USA), whose filling consists of a 300 mg
(6 ml) mixture of non-polar C-8 sorbent and a strong cation exchange resin
SCX. Isolated analytes were derivatised with 50 � l PFPA (pentafluoro-
propionic acid anhydrate) and 50 � l 75% PFPOH (2,2,3,3,3-pentafluoro-
1-propanol) for 30 min at 70°C, and then subsequently reconstituted in 50 � l
of chloroform after evaporation of derivatising agent.

Analysis was performed by means of gas chromatography coupled to
mass spectrometry using gas chromatograph series 3400 (Varian, USA) cou-
pled to mass spectrometer (Magnum ion trap version – ITD, Finnigan Mat,
USA). The gas chromatograph was equipped with a split/splitless injector
maintained at 260°C. Sample injection (2 � l) was carried out manually in
a splitless mode. Chromatographic separation was achieved on a DB-5MS
capillary column (J&W Scientific, USA; length: 30 m, inner diameter
0.25 mm, film thickness 0.25 � m). Helium 6.0 was used as a carrier gas with
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a flow of 1.2 ml/min. The column temperature programme consisted of 3 seg-
ments. Initial column temperature (130°C) was maintained for 1 min, then
raised linearly at a rate of 15°C/min to 275°C and maintained at this temper-
ature for 9 min. The mass detector operated in a positive electron ionisation
mode (EI) with standard electron beam energy 70 eV. The mass detector
worked in a full scan mode (mass range 50 do 600 m/z).

Determination of amphetamine and its derivatives (AMP, EP,
MTK, PMA, MA, MDA, MDMA, MDEA) in hair by LC/MS-APCI

In the case of amphetamine determination, hair samples were decontam-
inated by sonnication successively in methylene chloride (5 min), redistilled
water (5 min) and methanol (5 min). Segmenting, pulverising and prepara-
tion of calibration samples were done similarly to the opioids determination
procedure. Internal standards (EP-D3, AMP-D5, MA-D5, MDA-D5,
MDMA-D5, MDEA-D5) which were deuterium labelled derivatives of analy-
tes were added to each hair sample. Hair samples were hydrolysed in
1 ml 1 M sodium hydroxide at 70°C for 20 min. In order to isolate analytes
from the digestion solution, liquid-liquid extraction was applied utilising
n-butyl chloride.

Analysis of amphetamines was performed by an HP-1100 series high per-
formance liquid chromatograph coupled to a mass spectrometer
(Hewlett-Packard, USA) equipped with an atmospheric pressure chemical
ionisation (APCI) chamber and programming (Hewlett-Packard, USA). Ni-
trogen was used as a nebulising agent. It was generated in a nitrogen gener-
ator (Whatman, USA). Positive ions were analysed in selected ion monitor-
ing mode (SIM). The liquid chromatograph was equipped with LiChroCART
125 � 4 mm Purospher 60 RP-18e, 5 � m column (Merck, Niemcy) maintained
at 35°C. The mobile phase consisted of a mixture of bi-distilled water with
addition of formic acid (1000 � l/litre) and acetonitryle with addition of formic
acid (1000 � l/litre). The mobile phase flow (1 ml/min) took place in gradient
conditions. An injection of 20 � l was performed automatically by auto-
sampler.

RESULTS AND DISCUSSION

Initial experiments

Hair samples, which were prepared in the way described above (calibra-
tion samples as well as real ones), were analysed for two groups of drugs of
abuse – opioids and amphetamines.

Using hair analysis to monitor abstinence ... 21



Figure 1 shows total ion current and mass chromatograms of separation
of morphine-di-PFP, morphine-D3-di-PFP, codeine-PFP, codeine-D3-PFP,
6-MAM-PFP, 6-MAM-D3-PFP and methadone achieved by GC/MS analysis
of a standard hair sample spiked with analytes and internal standards at
a concentration of 5 ng/mg. Figure 2 presents chromatographic separation of
amphetamines and their internal standards achieved by LC/MS analysis of
a standard hair sample spiked with analytes and internal standards at
a concentration of 5 ng/mg. Mass chromatograms were gained for character-
istic and intensive ions for particular compounds chosen from the obtained
mass spectra.

Identification of chromatographic peaks corresponding to particular
compounds was based on relative retention times of analytes and corre-
sponding internal standards.

For opioids, which were analysed in a full scan mode (full mass range),
a comparison of the mass spectra of the eluted compounds with the mass
spectra of previously analysed standard compounds was made for better
identification.

Quantification was based on calibration curves constructed by plotting
the value for the ratio of the analytical signal (peak surface area) achieved
from the analyte to the analytical signal of a corresponding internal stan-
dard versus analyte concentration in hair sample.

22 R. Stanaszek, W. Piekoszewski, B. Karakiewicz et al.

Fig. 1. GC/MS separation (total ion current and mass chromatograms) of mor-
phine-di-PFP, morphine-D3-di-PFP, codeine-PFP, codeine-D3-PFP, 6-MAM-PFP,
6-MAM-D3-PFP and methadone in a spiked standard hair sample containing
5 ng/mg analytes and internal standards.
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Fig. 2. LC/MS-APCI separation (total ion current and mass chromatograms) of am-
phetamines (AMP, EP, MTC, PMA, MA, MDA, MDMA, MDEA and their internal
standards (AMP-D3, EP-D3, MA-D3, MDA-D3, MDMA-D3, MDEA-D3) in a standard
hair sample spiked with analytes and internal standards to a concentration of
5 ng/mg.



The initial investigations were part of a broader study aiming to develop
and validate procedures of opioid and amphetamine determination in hair
using the analytical techniques described above. A more detailed descrip-
tion and results of these have been published in other papers [10].

Application of hair analysis to the monitoring of abstinence
in methadone treatment patients

Knowing the date of hair sample collection, and assuming that the aver-
age hair growth rate is 1 cm/month (a 2 cm hair segment corresponds
roughly to a 2 month period), analysis of successive hair strand segments
can provide information on an individual’s history of drug intake or absti-
nence.

Figure 3a shows the results of segmental analysis of a hair sample col-
lected from a 31 year old female who was addicted to opiates from the time
when she was 14 and who occasionally took amphetamine. The patient had
been treated for 6 months on a methadone programme before the hair sam-
ple was taken. The results of analysis of a 30 cm hair sample indicate that
from the beginning of methadone therapy the patient ceased to use opium al-
kaloids (negative results for morphine, codeine and 6-MAM in the first 3 seg-
ments). The analysis of all hair segments for stimulants from the amphet-
amine group also gave negative results.

In spite of the fact that the methadone treatment lasted for only 6 months,
hair analysis revealed methadone in all 6 segments (30 cm). In this case, as
well as in most other hair samples collected from other methadone treat-
ment patients, there was no correlation between the results of segmental
hair analysis for methadone and the period of therapy. This observation is
consistent with results of studies done by other authors, although it has not
been completely explained [9].

The results of analysis of a hair sample collected from the same patient
2 years after the beginning of the methadone programme indicated that she
is continuously negative for opium alkaloids, but uses amphetamines (with
a 2 month abstinence period), which was not the case in the period before col-
lection of the first hair sample.

Results of segmental analysis of a hair sample (partially dyed with natu-
ral undyed parts that were several cm long) collected from a female aged 30,
addicted to opiates and amphetamines for 20 years, who had been a patient
of a methadone treatment programme for 11 months, are presented in Fig-
ure 3b.The results revealed that the whole length of the hair sample is posi-
tive for methadone. Detection of morphine, ephedrine, amphetamine and
metamphetamine in hair proves that in spite of abstinence requirements
the patient had been using opiates and amphetamines throughout the whole
therapy period. The concentration of amphetamines from the tip to the root
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segment (closest to the skin) shows raising tendencies. This may be due to
a rise in the frequency of amphetamine intake or an increase in the dosing
along with time.

The results of study of 57 methadone treatment patients (18 females and
39 males) were analysed concerning compliance with drug abstinence re-
quirements. The hair analysis results of patients who had been on the meth-
adone programme for at least several months were evaluated. The reason for
this is that a part of head hair (roughly 10–20%) is at its telogen phase,
which means that this part does not grow in a certain period of time. Detec-
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Fig. 3. The results of segmental hair analysis of selected patients. Segment number-
ing begins at the root and ends at the tip. Empty circles – morphine, full circles –
ephedrine, full squares – amphetamine, diamonds – methadone.



tion of traces of drugs in first root segments, corresponding to the beginning
of the therapy and abstinence, does not necessarily mean that the patient
took some (even small quantities of) drugs after this time, but may be the ef-
fect of previous use. A certain part of the hair sample remains in a passive
phase, and at the time of sample collection is located on the same segment
(at the same distance from the skin) as parts of other hairs within that sam-
ple that continued to grow in the period when the person no longer took the
given drug. This may sometimes be the reason for positive results of the first
root segments analysis.

Males in the studied group (39 persons) were aged 21 to 48. Their addic-
tion time period ranged from 4 do 31 years (average 15 years), and they were
treated in the methadone programme from 2 to 34 months (average
14 months). Hair analysis results showed that in this group 25 patients
(64%) did not use opiates and amphetamines during therapy, 2 persons (5%)
still used opiates, 7 patients (18%) took amphetamines, and 5 patients (13%)
used both amphetamines and opiates. The female group consisted of 18 pa-
tients aged 21 to 43. Their addiction period ranged from 1 to 24 years (aver-
age 13 years) and they were treated in the methadone programme from 3 to
30 months (average 15 months). Hair analysis results showed that in this
group 9 patients (50%) complied with the methadone programme require-
ments, 4 patients (50% of those remaining) used amphetamines during ther-
apy, and 5 patients used amphetamines and opiates.

In general the study revealed that 23 persons (40%) did not comply with
the methadone programme requirements (abstinence). From the two groups
of drugs of abuse for which hair samples were analysed, amphetamines,
mainly amphetamine and ephedrine, (21 persons – 37% of the treated pa-
tients) were more frequently used during methadone therapy and less fre-
quently opiates (11 patients – 19 %).

CONCLUSIONS

Hair analysis can be applied to the monitoring of abstinence from drugs
of abuse. Roughly 40% of the methadone programme patients did not comply
with programme requirements and broke abstinence. These patients most
frequently took amphetamine and ephedrine (37%) and less frequently opi-
ates (19%) during therapy. Segmental hair analysis provides information on
an individual’s substance intake or abstinence history. The majority of pa-
tients enrolled on the methadone programme showed mix dependence
symptoms, thus monitoring of other drugs such as cannabis, medicines, al-
cohol and others is needed, and so methods of determining those substances
in hair should be evaluated.
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ANALIZA W£OSÓW W KONTROLI ABSTYNENCJI PACJENTÓW
PROGRAMU METADONOWEGO*

Roman STANASZEK, Wojciech PIEKOSZEWSKI, Beata KARAKIEWICZ,

Tadeusz KOZIELEC

WPROWADZENIE

W odró¿nieniu od badania p³ynów ustrojowych, z których ksenobiotyki ulegaj¹
wzglêdnie szybkiej eliminacji, analiza w³osów dostarcza informacji na temat bli¿szej
oraz dalszej historii przyjmowania substancji lub nara¿enia na nie [6, 9]. Badania
w³osów staj¹ siê coraz bardziej popularne w diagnostyce klinicznej, np. w monitoro-
waniu leczenia schorzeñ psychicznych oraz neurologicznych czy w leczeniu uzale¿-
nieñ [7]. Analiza w³osów jest skuteczniejszym sposobem stwierdzania przyjmowania
œrodków odurzaj¹cych ni¿ analiza moczu ze wzglêdu na nieinwazyjnoœæ metody
pobierania próbki, szersze okno detekcji, ograniczone mo¿liwoœci sfa³szowania prób-
ki, mo¿liwoœæ ponownego jej pobrania lub jej identyfikacji np. przy pomocy analizy
DNA.

Programy terapii substytucyjnej to rozwi¹zania polegaj¹ce na zast¹pieniu niele-
galnego narkotyku substancj¹ o podobnym lub takim samym dzia³aniu farmakolo-
gicznym, lecz o mniejszych skutkach ubocznych. G³ówn¹ grup¹ pacjentów objêtych
takimi programami s¹ osoby uzale¿nione od heroiny [13]. Jedn¹ z tego typu terapii
jest program metadonowy, choæ prowadzone s¹ równie¿ terapie wykorzystuj¹ce inne
leki, jak buprenorfina lub d³u¿ej dzia³aj¹ca pochodna metadonu – l-alfa-acetylome-
tadol (LAAM) [13]. Metadon, wysycaj¹c receptory opiatowe, nie daje efektu euforii,
pozwalaj¹c tym samym na podjêcie oddzia³ywania terapeutycznego w formie indywi-
dualnej lub grupowej ukierunkowanego na rehabilitacjê i readaptacjê spo³eczn¹
w stopniu umo¿liwiaj¹cym uczestnikom programu samodzielne funkcjonowanie.
Program metadonowy jest jednym z narzêdzi strategii minimalizacji szkód (harm re-
duction). Podstawowym celem wprowadzenia substytutów lekowych jest ustabili-
zowanie sytuacji ¿yciowej osób uzale¿nionych poprzez m.in. wyeliminowanie wszyst-
kich czynnoœci zwi¹zanych ze zdobywaniem nielegalnych narkotyków (redukcji
zachowañ o charakterze kryminalnym) oraz obni¿enie poziomu niebezpieczeñstw
dla zdrowia p³yn¹cych z niekontrolowanego ich u¿ywania. Terapia metadonowa
odbywa siê pod kontrol¹ medyczn¹ [1]. Dziêki d³ugiemu okresowi dzia³ania tego
zwi¹zku mo¿e on byæ przyjmowany tylko raz dziennie. Podawany doustnie sta³ siê
równie¿ specyfikiem zmniejszaj¹cym zagro¿enie zaka¿eniem wirusem HIV [2].

Detekcja œrodków psychoaktywnych we w³osach ma szczególne zastosowanie
w programach leczenia uzale¿nieñ [3]. Niestosowanie siê do wymogów programu
metadonowego i przyjmowanie innych œrodków psychoaktywnych czy leków mo¿e
skutkowaæ powa¿nym zatruciem, a nawet zejœciem œmiertelnym ze wzglêdu na
interakcjê z metadonem, dlatego kontrola abstynencji jest tak wa¿na [5]. Sta³ym
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elementem programu s¹ regularne badania toksykologiczne na zawartoœæ œrodków
psychoaktywnych lub odurzaj¹cych w organizmie pacjenta [4], a przypadku powta-
rzaj¹cego siê ³amania abstynencji narkotykowej nastêpuje wykluczenie pacjenta
z programu na okres nie krótszy ni¿ 6 miesiêcy.

Kontrola abstynencji poprzez analizê w³osów przyczynia siê tak¿e do polepszenia
efektu terapeutycznego w leczeniu uzale¿nieñ [3]. Dziêki mo¿liwoœci retrospektyw-
nej kontroli przyjmowania œrodków odurzaj¹cych w trakcie terapii oraz ograniczo-
nym mo¿liwoœciom sfa³szowania próbki w³osów, trudniejsze staje siê zatajenie faktu
przyjmowania tych œrodków ni¿ to ma miejsce w przypadku kontrolnej analizy
moczu. Ponadto pobieranie próbki w³osów jest nieinwazyjne, natomiast pobieranie
próbki moczu, które powinno siê odbywaæ pod œcis³ym nadzorem, jest krêpuj¹ce
zarówno dla osoby badanej, jak i nadzoruj¹cego [13]. W tej sytuacji analiza w³osów
zapewnia nienaruszalnoœæ prywatnoœci osoby poddawanej badaniom. Badania tego
materia³u tak¿e daj¹ mo¿liwoœæ monitorowania stosowania siê do zaleceñ lekarzy,
weryfikowania historii przyjmowania œrodków odurzaj¹cych, okreœlenia stopnia
uzale¿nienia lub stwierdzenia zmiany narkotyku na ³atwiej dostêpny lub tañszy.

Niniejsza praca wykorzystuje powy¿ej opisane cechy analizy w³osów do kontroli
abstynencji pacjentów uzale¿nionych od „polskiej heroiny”, a leczonych w ramach
programu terapii substytucyjnej metadonem.

MATERIA£Y I METODY

Próbki w³osów

Materia³ do badañ stanowi³y próbki w³osów pobrane od 57 pacjentów podda-
wanych leczeniu substytucyjnemu metadonem w Poradni dla Osób Uzale¿nionych
od Œrodków Psychoaktywnych Centrum Psychiatrycznego Samodzielnego Publicz-
nego Specjalistycznego Zak³adu Opieki Zdrowotnej „Zdroje” w Szczecinie. Próbki
w³osów pobierano z potylicznej czêœci g³owy wed³ug zaleceñ Towarzystwa Badania
W³osów [10].

Próbki w³osów poddano analizie na zawartoœæ alkaloidów opium (morfina, kodei-
na, 6-monoacetylomorfina), amfetamin (AMP, EP, MTK, PMA, MA, MDA, MDMA,
MDEA) oraz metadonu (MTD) – œrodka stosowanego w terapii.

Substancje wzorcowe i ich roztwory

W procedurze oznaczania opioidów u¿ywano roztworów wzorcowych morfiny (M),
6-monoacetylomorfiny (6-MAM), morfiny-D3 (M-D3), kodeiny-D3 (K-D3), 6-mono-aca-
etylomorfiny-D3 (6-MAM-D3) o stê¿eniu 100 � g/ml oraz kodeiny (K) i metadonu
(MTD) o stê¿eniu 1 mg/ml. W procedurze oznaczania amfetamin u¿ywano roztworów
wzorcowych efedryny (EP), metkatynonu (MKT), parametoksyamfetaminy (PMA),
amfetaminy (AMP), metylenodioksyamfetaminy (MDA), metylenodioksymetamfe-
taminy (MDMA), metyleno-dioksyetylo-amfetaminy (MDEA) o stê¿eniu 1 mg/ml
oraz metamfetaminy (MA), efedryny-D3 (EP-D3), amfetaminy-D3 (AMP-D3), metam-
fetaminy-D3 (MA-D5), metylenodioksy-amfetaminy-D3 (MDA-D5), metylenodioksy-
metamfetaminy-D3 (MDMA-D5), metyleno-dioksyetyloamfetaminy-D3 (MDEA-D5)
o stê¿eniu 100 � g/ml. Substancje wzorcowe zakupione zosta³y w firmie Radian Inter-
national (Stany Zjednoczone).
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Podstawowe odczynniki chemiczne i materia³y

Odczynnik derywatyzuj¹cy stanowi³a mieszanina bezwodnika kwasu pentafluoro-
propionowego (CF2CF2CO)2O (PFPAA) (Supelco, Stany Zjednoczone) oraz alkoholu
2,2,3,3,3-pentafluoropropionowego CF3CF2CH2OH (PFPOH) (Sigma Aldrich, USA).
Odczynnik do silanizacji szk³a Silon-CT zakupiono w firmie Supelco (Stany Zjedno-
czone). Acetonitryl (CH3CN Gradient Grade for HPLC), dichlorometan (CH2Cl2

cz.d.a.), trietyloaminê (CH3CH2Cl2 cz.d.a.), chlorek n-butylu (CH3CH2CH2CH2Cl do
analiz chromatograficznych) zakupiono w firmie Merck (Niemcy). Izopropanol
(CH3CH2CH2OH cz.d.a.) i kwas mrówkowy (HCOOH cz.d.a.) nabyto w firmie POCh
(Polska). Kolumny do ekstrakcji na fazie sta³ej Bond Elut Certify (300 mg, 6 ml)
nabyto w firmie Varian (Stany Zjednoczone).

Oznaczanie alkaloidów opium (M, K, 6-MAM) oraz metadonu (MTD) we
w³osach metod¹ GC/MS-ITD

W celu usuniêcia z próbki zanieczyszczeñ typu krew, kurz, pot i naskórek oraz
leków i narkotyków pochodz¹cych z tzw. zanieczyszczenia zewnêtrznego, w³osy
poddawano procesowi dekontaminacji z u¿yciem izopropanolu, buforu fosforano-
wego (pH = 7,4) i dichlorometanu. Nastêpnie w celu przeprowadzenia analizy
poszczególnych odcinków w³osów (analiza segmentowa) dzielono je, zaczynaj¹c od
miejsca uciêcia, na dwucentymetrowe odcinki odpowiadaj¹ce w przybli¿eniu dwu-
miesiêcznemu okresowi ich wzrostu. Otrzymane segmenty w³osów mielono w m³yn-
ku kulowym firmy Retsch KG (Niemcy). Do analizy odwa¿ano po 50 mg zmielonych
w³osów ka¿dego segmentu i poddawano kolejnym etapom analizy. Do ka¿dej serii
oznaczeñ przygotowywano próbki kalibracyjne poprzez dodanie do w³osów takiej
iloœci analitów (morfina, kodeina i 6-MAM), które odpowiada³y stê¿eniom tych
zwi¹zków we w³osach w zakresie od 0 do 20 ng/mg oraz wzorców wewnêtrznych
(morfina-D3, kodeina-D3, 6-MAM-D3) w iloœci odpowiadaj¹cej stê¿eniu 5 ng/mg
w³osów.

Tak przygotowane próbki w³osów poddawano roztwarzaniu hydrolitycznemu
w œrodowisku 0,1 M kwasu solnego (1 ml) przez 16 godzin w temperaturze 50°C.
Po dodaniu 2 ml buforu fosforanowego (pH = 7,4) próbki odwirowywano przez 2 min
przy 4000 obr./min.

Zebrane warstwy buforowe ekstrahowano na fazie sta³ej kolumn Bond Elut Cer-
tifyTM (Varian, Stany Zjednoczone), których wype³nienie sk³ada siê z 300 mg (6 ml)
mieszaniny niepolarnego sorbentu C-8 oraz silnego wymieniacza kationowego SCX.
Wyizolowane anality poddano derywatyzacji 50 � l PFPA (bezwodnika kwasu penta-
fluoropropionowego) oraz 50 � l 75% PFPOH (2,2,3,3,3-pentafluoro-1-propanolu)
przez 30 min w temperaturze 70°C, a nastêpnie po odparowywaniu odczynnika dery-
watyzuj¹cego rozpuszczano w 50 � l chloroformu.

Analizê przeprowadzano, stosuj¹c technikê chromatografii gazowej sprzê¿onej ze
spektrometri¹ mas i wykorzystuj¹c chromatograf gazowy serii 3400 (Varian, Stany
Zjednoczone) sprzê¿ony ze spektrometrem mas (pu³apka jonowa wersji Magnum)
firmy Finnigan Mat (Stany Zjednoczone). Chromatograf gazowy wyposa¿ony by³
w dozownik typu split/splitless utrzymywany w temperaturze 260°C. Nastrzyk
próbki (2 � l) dokonywano manualnie systemem bez podzia³u. Rozdzia³ sk³adników
próbki nastêpowa³ na kolumnie kapilarnej DB-5MS (J&W Scientific, Stany Zjedno-
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czone; d³ugoœæ: 30 m, œrednica wewnêtrzna 0,25 mm, gruboœæ filmu 0,25 � m). Gazem
noœnym by³ hel, którego przep³yw przez kolumnê wynosi³ 1,2 ml/min. Program
temperaturowy kolumny sk³ada³ siê z 3 elementów. Temperatura pocz¹tkowa
kolumny (130°C) by³a utrzymywana przez 1 min, nastêpnie wzrasta³a liniowo
z szybkoœci¹ 15°C/min do 275°C i przez 9 min nie zmienia³a swojej wartoœci. Detektor
masowy pracowa³ w trybie pozytywnej jonizacji elektronowej (EI), a energia wi¹zki
bombarduj¹cych elektronów wynosi³a 70 eV. Detektor masowy pracowa³ w trybie
skanowania ca³ego zakresu mas od 50 do 600 m/z.

Oznaczanie amfetaminy i jej pochodnych (AMP, EP, MTK, PMA, MA,
MDA, MDMA, MDEA) we w³osach metod¹ LC/MS-APCI

W przypadku oznaczania amfetamin próbki w³osów myto chlorkiem metylenu,
wod¹ i metanolem na ³aŸni ultradŸwiêkowej przez 5 min. Podzia³ na odcinki, roz-
drabnianie oraz przygotowanie próbek kalibracyjnych przeprowadzano analogicznie
jak w procedurze oznaczania opioidów. Do ka¿dej próbki w³osów dodawano roztwory
wzorców wewnêtrznych, które stanowi³y deuterowane pochodne analitów (EP-D3,
AMP-D5, MA-D5, MDA-D5, MDMA-D5, MDEA-D5). Próbki w³osów poddawano hydro-
lizie alkalicznej w 1 M roztworze wodorotlenku sodu w temperaturze 70°C przez
20 min. W celu wyizolowania analitów z otrzymanego roztworu zastosowano eks-
trakcjê typu ciecz-ciecz z u¿yciem chlorku n-butylu.

Analizê amfetamin we w³osach przeprowadzano, stosuj¹c chromatograf cieczowy
sprzê¿ony z detektorem mas (kwadrupol) LC/MS serii HP-1100 z komor¹ do chemicz-
nej jonizacji pod ciœnieniem atmosferycznym (APCI) wraz z oprogramowaniem
(Hewlett-Packard, Stany Zjednoczone). Jako gaz rozpylaj¹cy stosowano azot wytwa-
rzany przez generator azotu firmy Whatmam (Stany Zjednoczone). Analizowano
jony dodatnie w trybie monitorowania wybranych jonów (SIM). Chromatograf
cieczowy by³ wyposa¿ony w kolumnê LiChroCART 125 � 4 mm z wype³nieniem
Purospher 60 RP-18e, 5 � m (Merck, Niemcy) termostatowan¹ w 35°C. Faza ruchoma
sk³ada³a siê z mieszaniny wody redestylowanej z dodatkiem kwasu mrówkowego
(1000 � l/litr) oraz acetonitrylu z dodatkiem kwasu mrówkowego (1000 � l/litr).
Przep³yw fazy ruchomej wynosi³ 1 ml/min i mia³ miejsce w warunkach
gradientowych. Nastrzyk odbywa³ siê poprzez automatyczny podajnik próbek, a jego
objêtoœæ wynosi³a 20 � l.

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania wstêpne

Przygotowane w opisanej powy¿ej procedurze próbki w³osów (zarówno kalibra-
cyjne jak i rzeczywiste) poddano analizie na zawartoœæ dwóch grup œrodków odurza-
j¹cych – alkaloidów opium oraz amfetamin. Rycina 1 przedstawia ca³kowity pr¹d
jonowy i chromatogramy masowe rozdzia³u morfiny-di-PFP, morfiny-D3-di-PFP,
kodeiny-PFP, kodeiny-D3-PFP, 6-MAM-PFP, 6-MAM-D3-PFP oraz metadonu uzys-
kane metod¹ GC/MS poprzez analizê próbki wzorcowej zawieraj¹cej anality i stan-
dardy wewnêtrzne w iloœci 5 ng/mg. Na rycinie 2 umieszczono rozdzia³ chromato-
graficzny amfetamin i ich standardów wewnêtrznych uzyskanych metod¹ LC/MS na
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podstawie próbki wzorcowej w³osów zawieraj¹cej anality i standardy wewnêtrzne
w iloœci 5 ng/mg. Chromatogramy masowe uzyskano dla charakterystycznych i in-
tensywnych dla poszczególnych zwi¹zków jonów, wybranych na podstawie otrzy-
manych widm masowych.

Identyfikacji pików chromatograficznych poszczególnych zwi¹zków dokonywano
na podstawie wzglêdnych czasów retencji analitów i odpowiadaj¹cych im wzorców
wewnêtrznych. Dla opioidów – dziêki prowadzeniu analizy mas w trybie skanowania
ca³kowitego zakresu mas – mo¿liwe by³o dodatkowo porównanie widm masowych
eluowanych zwi¹zków z widmami wczeœniej analizowanych substancji wzorcowych.

Analizê iloœciow¹ przeprowadzono w oparciu o krzywe kalibracyjne bêd¹ce
wykresami stosunku sygna³u analitycznego (pola powierzchni piku) pochodz¹cego
od analitu do sygna³u analitycznego pochodz¹cego od standardu wewnêtrznego od
stê¿enia analitu w próbce w³osów.

Badania wstêpne stanowi³y czêœæ eksperymentów maj¹cych na celu opracowywa-
nie i zwalidowanie metod oznaczania opioidów i amfetamin we w³osach z zastosowa-
niem powy¿ej opisanych technik analitycznych, których opis i wyniki znajd¹ siê
w szerszych opracowaniach [10]

Zastosowanie analizy w³osów do kontroli abstynencji pacjentów
programu metadonowego

Znaj¹c datê pobrania próbki w³osów oraz przyjmuj¹c, ¿e œrednia szybkoœæ wzros-
tu w³osów wynosi 1 cm na miesi¹c (dwucentymetrowy odcinek odpowiada oko³o
dwumiesiêcznemu okresowi wzrostu) i analizuj¹c kolejne segmenty w³osów, mo¿na
uzyskaæ informacje na temat historii u¿ywania (lub abstynencji) danych zwi¹zków
chemicznych w indywidualnych przypadkach.

Rycina 3a przedstawia wyniki analizy w³osów kobiety w wieku 31 lat uzale¿nio-
nej od opiatów od 14 roku ¿ycia oraz przyjmuj¹cej sporadycznie amfetaminê. Przez
6 miesiêcy przed pobraniem próbki uczestniczy³a ona w programie metadonowym.
Wyniki analizy 30 cm próbki w³osów wskazuj¹, ¿e od czasu rozpoczêcia kuracji
metadonem pacjentka zaprzesta³a przyjmowania alkaloidów opium (uzyskano
ujemne wyniki na obecnoœæ morfiny, kodeiny i 6-MAM w 3 pierwszych segmentach).
Analiza wszystkich badanych segmentów w³osów na obecnoœæ œrodków pobudza-
j¹cych z grupy amfetamin da³a równie¿ wyniki ujemne. Pomimo tego, ¿e terapia
metadonem trwa³a tylko 6 miesiêcy, analiza w³osów wykaza³a we wszystkich 6 seg-
mentach (30 cm) obecnoœæ metadonu. W przypadku wspomnianej pacjentki, podob-
nie jak w przypadku wiêkszoœci próbek w³osów pobranych od innych pacjentów
leczonych metadonem, wykazano brak korelacji wyników analizy segmentowej
w³osów z okresem terapii. Obserwacja ta jest zgodna z wynikami badañ ró¿nych
autorów, jednak¿e dotychczas zjawisko to nie zosta³o ca³kowicie wyjaœnione [8].

Analiza próbki w³osów pobranej od tej pacjentki po dwóch latach od rozpoczêcia
programu metadonowego wykaza³a ci¹g³¹ abstynencjê od œrodków odurzaj¹cych
typu alkaloidy opium, ale zarazem ujawni³a przyjmowanie amfetaminy (z oko³o
dwumiesiêcznym okresem abstynencji), co nie mia³o miejsca w okresie przed pobra-
niem pierwszej próbki.

Wyniki segmentowej analizy w³osów (czêœciowo farbowanych z naturalnymi
kilkucentymetrowymi odrostami) pobranych od kobiety lat 30, od 20 lat uzale¿nionej
od opiatów i amfetamin, a bêd¹cej uczestniczk¹ terapii substytucyjnej metadonem
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od 11 miesiêcy, przedstawione s¹ na rycinie 3b. Badania wykaza³y obecnoœæ metado-
nu w ca³ej d³ugoœci w³osa. Dodatkowo, mimo wymogu abstynencji, pacjentka przyj-
mowa³a w okresie terapii opiaty, o czym œwiadczy wykryta we w³osach morfina,
a tak¿e efedrynê, amfetaminê i metamfetaminê. Stê¿enie amfetaminy, pocz¹wszy od
koñca w³osów do pierwszego segmentu najbli¿szego skórze, wykazuje tendencjê
rosn¹c¹. Mo¿e to œwiadczyæ o zwiêkszaniu czêstotliwoœci przyjmowania amfetaminy
lub jej dawki z up³ywem czasu.

Przeanalizowano wyniki badañ w³osów 57 pacjentów leczonych metadonem
(18 kobiet i 39 mê¿czyzn) pod k¹tem stosowania siê do wymogu nieprzyjmowania
œrodków odurzaj¹cych (abstynencja). Opracowaniu poddano wyniki badañ w³osów
pobranych od pacjentów uczestnicz¹cych w terapii metadonowej od co najmniej kilku
miesiêcy. Spowodowane to by³o tym, ¿e pewna czêœæ w³osów na g³owie (oko³o 10–20%)
znajduje siê w fazie nieczynnej, czyli w danym okresie czasu nie roœnie. Wykrycie
œrodków psychoaktywnych w pierwszym odcinku w³osa – odpowiadaj¹cemu czasowi
rozpoczêcia terapii i abstynencji – nie musi wówczas œwiadczyæ o tym, ¿e pacjent
przyjmowa³ po tym czasie choæby niewielkie iloœci œrodków odurzaj¹cych, ale mo¿e
byæ efektem poprzedniego ich u¿ywania. Pewna czêœæ w³osów pozostaje w fazie
nieczynnej i w momencie pobrania próbki po jakimœ czasie znajduje siê w tej samej
czêœci pobranej próbki w³osów co ich czêœæ, która wyros³a w okresie, kiedy ju¿ dana
osoba nie przyjmowa³a tego œrodka. Dlatego wynik analizy takiego odcinka w³osów
mo¿e byæ dodatni.

Mê¿czyŸni w badanej grupie (39 osób) byli w wieku od 21 do 48 lat. Ich okres uza-
le¿nienia waha³ siê od 4 do 31 lat (œrednio 15 lat), a w programie metadonowym
uczestniczyli od 2 do 34 miesiêcy (œrednio 14 miesiêcy). Na podstawie wyników anali-
zy w³osów stwierdzono, ¿e w tej grupie 25 pacjentów (64%) nie przyjmowa³o œrodków
odurzaj¹cych (opiatów i amfetamin) w trakcie terapii, 2 osoby (5%) nadal przyjmo-
wa³y opiaty, 7 pacjentów (18%) przyjmowa³o wy³¹cznie amfetaminy, a 5 pacjentów
(13%) równoczeœnie amfetaminy i opiaty. Badana grupa kobiet sk³ada³a siê z 18 pa-
cjentek w wieku od 21 do 43 lat, których okres uzale¿nienia wynosi³ od 1 roku do
24 lat (œrednio 13 lat), a w programie metadonowym uczestniczy³y od 3 do 30 miesiêcy
(œrednio 15 miesiêcy). Analiza w³osów wykaza³a, ¿e w grupie tej 9 pacjentek (50%)
przestrzega³o warunków programu metadonowego, 4 pacjentki (50%) przyjmowa³y
w trakcie terapii amfetaminy, a 4 pacjentki przyjmowa³y amfetaminy i opiaty.

Ogó³em stwierdzono, ¿e 23 osoby (40%) nie dotrzymuj¹ warunków abstynencji od
œrodków odurzaj¹cych. Z dwóch grup œrodków odurzaj¹cych, w kierunku których
przeprowadzono analizê w³osów, czêœciej w czasie terapii metadonowej przyjmowa-
ne by³y œrodki z grupy amfetamin, w tym g³ównie amfetamina i efedryna (21 pacjen-
tów – 37% leczonych metadonem), a rzadziej opiaty (11 pacjentów – 19 %).

PODSUMOWANIE

Analiza w³osów mo¿e byæ wykorzystana w kontroli abstynencji od œrodków
uzale¿niaj¹cych. Oko³o 40% pacjentów programu metadonowego nie zachowywa³o
abstynencji, przez co nie stosowa³o siê do warunków uczestnictwa w terapii substy-
tucyjnej tym lekiem. Pacjenci ci w czasie terapii najczêœciej przyjmowali amfetaminê
i efedrynê (37%), a rzadziej opiaty (19%). Na podstawie segmentowej analizy w³osów
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mo¿liwe jest wiêc uzyskanie informacji na temat historii u¿ywania danych zwi¹zków
chemicznych lub abstynencji od ich w indywidualnych przypadkach.

Ze wzglêdu na to, ¿e wiêkszoœæ pacjentów objêtych programem metadonowym
wykazuje symptomy uzale¿nienia mieszanego, potrzebna jest równie¿ kontrola
u¿ywania innych œrodków odurzaj¹cych, w tym kannabinoli, leków, a tak¿e alkoholu
i innych, co wymaga opracowania metod ich oznaczania we w³osach.
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