
1. In tro duc tion

Cur rently, one of the main trends in fo ren sic tox i -
col ogy is to search for new, al ter na tive bi o log i cal ma -
te ri als suit able for de ter mi na tion of drugs of abuse.
This is be cause col lec tion of the most pop u lar ma te -
rial – blood – is in va sive and there fore can only be car -
ried out by pro fes sional staff of health care units. Such
a way of col lec tion of bi o log i cal sam ples can not be
used in road side test ing of driv ers sus pected to be un -
der the in flu ence of sub stances act ing sim i larly to al -

co hol. In this set ting, sa liva or oral fluid, the term rec -
om mended by a work ing group of the Drug Test ing
Ad vi sory Board in the United States, seems to be the
most ad van ta geous bi o log i cal fluid [7]. Ease of col lec -
tion un der ob ser va tion is also con sid ered to be a ma jor
ad van tage of oral fluid test ing, com pared to urine test -
ing (the sec ond ma te rial of choice). Is sues of sub sti tu -
tion, adul ter a tion and di lu tion are less prob lem atic
than cur rently en coun tered in the un ob served urine
col lec tion pro ce dure. 
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Oral fluid is a mix ture of sa liva, gingival crevicular 
fluid, cel lu lar de bris, and other com po nents. Drugs
may ap pear in oral fluid via mul ti ple path ways. The
pre dom i nant modes for en try into oral fluid for most
drugs are ex cre tion via sa liva from blood and di rect
de po si tion in the oral cav ity dur ing oral and intranasal
ad min is tra tion and by smok ing. For mar i huana, the
pri mary route of drug en try into oral fluid ap pears to be 
di rect de po si tion dur ing use. Mar i huana is usu ally
smoked, but it may also be con sumed orally, usu ally
mixed with food prod ucts. THC res i dues are se ques -
tered in oral tis sue and ap pear in oral fluid. The mech a -
nism of THC de po si tion would ap pear to be di rect
se ques tra tion of THC in shal low tis sues of the oral mu -
cosa dur ing drug use. Trans fer of THC to oral fluid
from blood is min i mal [10]. A study of oral fluid spec i -
mens in hu man sub jects by GC-MS fol low ing smok -
ing of mar i huana cig a rettes did not re veal the pres ence
of 11-OH-THC or THCCOOH over a 7-day pe riod fol -
low ing the smok ing [4]. Nev er the less, the de vel oped
method en com passes the iden ti fi ca tion and de ter mi na -
tion of me tab o lites so that broad est in ter pre ta tion of
re sults can be pos si ble.

Cannabinoids oc cur as nat u ral com po nents in Can -
na bis sativa plants. The most im por tant of them is
THC – al most all psychoactivity of Can na bis is as so -
ci ated with THC con tent [1, 9]. The chem i cal struc ture 
of THC is shown in Fig ure 1. 

Be hav ioural ef fects fol low ing Can na bis ad min is -
tra tion on hu mans would seem to be the main rea son
why Can na bis is the most abused drug in the world.
Mar i huana smok ing gives an im me di ate ef fect as a re -
sult of ef fi cient and fast de liv ery from lungs to brain.
The con cen tra tion of THC de clines rap idly in blood
af ter smok ing, whereas THCCOOH per sists much lon -
ger than both THC and 11-OH-THC. An other com -

mon route of THC ad min is tra tion is drink ing of al co-
 holic so lu tions ob tained by mac er a tion of the mar i -
huana plant in al co hol so lu tion, e.g. vodka or con -
sump tion of food stuffs (e.g. cakes, jams, fruit jel lies or
snack bars) con tain ing can na bis ex tracts or even hash -
ish oil. Fol low ing oral ad min is tra tion of THC, its ab -
sorp tion is slower and re sults in high plasma con -
centrations of 11-OH-THC due to first pass me tab o -
lism [9]. 

THC is me tabo lised by hepatic cytochrome P450
en zyme, which leads to the pro duc tion of ac tive
11-OH-THC. The fur ther path way of me tab o lism leads
to di- or tri-hydroxy com pounds as well as, af ter ox i da -
tion, to the main in ac tive me tab o lite, THCCOOH (Fig -
ure 2). 

The chem i cal prop er ties of THC in flu ence its dis -
tri bu tion in dif fer ent bi o log i cal ma te ri als. As a con se -
quence of this, THC, 11-OH-THC and THCCOOH are 
pres ent in mea sur able con cen tra tions in blood and
hair. THC can be de ter mined in sa liva [4, 5, 7], and
THCCOOH in urine. 

Dif fer ent kinds of bi o log i cal ma te ri als have dif fer -
ent char ac ter is tic fea tures, which ne ces si tates the use

Prob lems of Fo ren sic Sci ences 2005, LXII, 178–187

De term ina tion of te trah ydr ocan nabi nols in sa liva 179

O
CH3

CH3

CH3

OH

C5H11
O

CH3

CH3

CH2OH

OH

C5H11
O

CH3

CH3

COOH

OH

C5H11

P450 P450

D9-tetrahydrocannabinol

(9THC)

11-nor-9-carboxy-D9-

tetrahydrocannabinol

(THCCOOH)

11-hydroxy-D9-

tetrahydrocannabinol

(11-OH-THC)

Fig. 2. The most com mon route of me tab o lism of THC lead ing to ac tive 11-OH-THC and fur ther to in ac tive THCCOOH.

O

CH3

CH3

C5H11

OH

CH3

D9-tetrahydrocannabinol

Fig. 1. Chem i cal struc ture of THC.



of dif fer ent meth ods for de tec tion and de ter mi na tion
of THC and its me tab o lites. For screen ing, the method
used most of ten is immunoassay, e.g. radioimmuno -
assay (RIA), en zyme immunoassay (EIA), flu o res -
cence polar is ation immunoassay (FPIA) and en zyme
linked immunosorbent as says (ELISA), as well as thin
layer chro ma tog ra phy (TLC). Screen ing is per formed
mostly on urine and sa liva [11], be cause these ma te ri -
als do not re quire com pli cated sam ple pre-treat ment. It 
is also pos si ble to per form immunoassay ini tial test ing
on blood, but only with the pre cip i ta tion of pro teins.
Only the use of very sen si tive and ad vanced in stru -
men tal meth ods gives suf fi ciently re li able and sat is -
fac tory re sults. Such tech niques, in clud ing the fol -
low ing, are used for con fir ma tory test ing: gas and
 liquid chro ma tog ra phy (GC, LC) cou pled with mass
spec trometry or tan dem mass spec trom e try (MS,
MS/MS). These meth ods re quire ad vanced sam ple
pre-treat ment, con sist ing in: pro tein pre cip i ta tion, ex -
trac tion of analytes (per formed in LLE and SPE mode) 
and derivatisation. Use of such pro ce dures en ables de -
ter mi na tion of THC at low ng/ml con cen tra tions [2, 3].

The aim of the study was to de velop a sen si tive
method for de ter mi na tion of THC, as well as its two ma -
jor me tab o lites, 11-OH-THC and THCCOOH, in sa liva
us ing chro ma tog ra phy-neg a tive ion chem i cal ion is -
ation-mass spec trom e try (GC-MS-NCI). The an a lyt i cal
pro ce dure was de vel oped on the ba sis of a pre vi ously
de scribed method [6, 8] for THC and THCCOOH de ter -
mi na tion in blood and urine. 

2. Ma te ri als and meth ods

2.1. Stan dards and in ter nal stan dards (ISs)

D9-tetrahydrocannabinol (THC), 11-hydroxy-D9-te -
tra hydrocannabinol (11-OH-THC) and 11-nor-9-car -
boxy-D9-tetrahydrocannabinol (THCCOOH) and ISs
(9THC-D3, 11-OH-THC-D3 and THCCOOH-D3) were
pur chased as methanolic so lu tions from Cerilliant
(LGC Promochem, War saw, Po land). The con cen tra -
tion of the stan dards and IS was 100 µg/ml, apart from
THC, which was 1000 µg/ml.

2.2. Chem i cals and re agents

Acetonitrile (ACN), ac e tone, ethyl ac e tate, n-hex -
ane, wa ter (all HPLC grade) were ob tained from
Merck (Darmstadt, Ger many). Derivatising re agents,
99% pentafluoropropanol (PFP) and 99% trifluoro -
acetic an hy dride (TFAA) were ob tained from Sigma-
Aldrich (War saw, Po land). Chlo ro form (CHCl3), so -

dium hy drox ide and hy dro chlo ric acid (an a lyt i cal
grade or higher) were sup plied by POCH (Gliwice, Po -
land). Monobasic po tas sium phos phate and dibasic
po tas sium phos phate (POCH) were used to pro duce
the 0.5 M phos phate buffer (pH 6.8). All glass vi als
and tubes were silanised by im mer sion in a 5% so lu -
tion of Silon CT, fol lowed by wash ing in to lu ene then
meth a nol and oven dry ing prior to use.

2.3. Spec i mens

 Drug-free sa liva (con trol sa liva sam ple) was ob -
tained from known healthy vol un teers with no his tory
of drug use. Con trol spec i mens were used for de vel op -
ment and val i da tion of the method. Stan dards and ISs
(5 ng/ml) were added to the con trol sa liva sam ples
to pro duce eight-point cal i bra tion curves. Con trol sa -
liva sam ples were spiked with THC, 11-OH-THC and
THCCOOH to con cen tra tions of 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 5,
10 and 20 ng/ml. 

Ac cu racy con trol of the method was car ried out by
twice de ter min ing the THC in ref er ence ma te rial,
Medidrug® BTM sa liva (Medichem, Stuttgart, Ger -
many) with known 9THC con cen tra tion of 15.0 ng/ml.

Clin i cal case sam ples – 20 blood and 20 sa liva
spec i mens – were col lected from 12 pa tients, who had
been ad mit ted to the De part ment of Clin i cal Tox i col -
ogy, Collegium Medicum, Jagiellonian Uni ver sity in
Krakow due to a drug over dose. Blood and sa liva sam -
ples were col lected at ad mis sion to the clinic and af ter
24 hours of hos pi ta li sa tion. 

Sa liva and blood spec i mens were col lected si mul -
ta neously. Sa liva sam ples were col lected with out any
stim u la tion, by spit ting into poly propy lene col lec tion
vi als. Blood was sam pled into heparinized tubes. Af ter 
col lec tion, sa liva sam ples were cen tri fuged and both
types of spec i mens were frozen at –20oC un til the time
of anal y sis. 

2.4. Sam ple prep a ra tion

5 µl of methanolic so lu tion of ISs (THC-D3

11-OH-THC-D3 and THCCOOH-D3), each at a con -
cen tra tion of 1 ng/µl, and 1 ml of 0.5 M phos phate
buffer (pH 6.8) were added to a 1 ml sam ple of sa liva
placed in a 20 ml screw-capped glass tube. Then the
tube was placed in an ul tra sonic bath at room tem per a -
ture for 10 min fol lowed by in cu ba tion in a wa ter bath
at 40oC for 5 min. Four milli litres of ACN-ac e tone
(9:1, v/v) mix was added to the sam ple while vor tex
mix ing. Then the sam ple was cen tri fuged, the super -
natant was trans ferred into an other glass tube and its
vol ume was re duced to ap prox i mately 1.5 ml in
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a TurboVap (Zymark) at 40oC un der re duced pres sure
of ni tro gen. The analytes were ex tracted from con cen -
trated supernatant us ing liq uid-liq uid ex trac tion (LLE).
THC and 11-OH-THC were ex tracted by 5 ml of hex -
ane-ethyl ac e tate (7:1, v/v) from an al ka line me dium
(0.5 ml 2 M NaOH, pH 13) and THCCOOH by 5 ml of
hex ane-ethyl ac e tate (7:1, v/v) af ter acid i fi ca tion of
the aque ous layer (1 ml 1 M HCl, pH 3). The analytes
in dry res i dues were derivatised to form THC-tri-
fluoro acetyl (THC-TFA), 11-OH-THC-trifluoro-acetyl
and THCCOOH-pentafluoropropano-trifluoroacetyl
(THCCOOH-PFP/TFA) de riv a tives and ana lysed by
the GC-MS-NCI method. To the dry res i due con tain -
ing THC and 11-OH-THC, 100 µl of TFAA and 100 µl 
of CHCl3 were added. THCCOOH was derivatised by
ad di tion of 50 µl of PFP and 100 µl of TFAA to the dry
res i due. Derivatisation of the analytes was per formed
at 60oC for 30 min. The re ac tion mix tures were cooled
to room tem per a ture and the ex cess of derivatising
 reagents was evap o rated to dry ness at 40oC un der
a stream of ni tro gen. The dry res i dues were re con sti -
tuted in 50 µl of ethyl ac e tate and an aliquot of 2 µl was 
in jected by autosampler into the GC-MS sys tem. 

2.5. Quan ti fi ca tion

Quan ti fi ca tion was per formed us ing se lected ion mo -
n i tor ing mode (SIM). For THC, THC-D3, 11-OH-THC,
11-OH-THC-D3 and THCCOOH and THCCOOH-D3

de riv a tives, ions (m/z) 389.3 and 410.3; 392.3 and
413.3; 387.3 and 408.3; 390.3 and 411.3; 422.3 and
572.3; 425.3 and 575.3, re spec tively were mon i tored.
The ba sis of qual i fi ca tion anal y sis was the pres ence of
two ions (quan ti ta tive and qual i fier) for each analyte.
An 8-point cal i bra tion curve was ob tained by set ting
peak-area ra tios (THC/THC-D3; m/z 410.3/413.3,
11-OH-THC/11-OH-THC-D3; m/z 408.3/411.3 and
THCCOOH/THCCOOH-D3; m/z 572.3/575.3) cal cu -
lated for each stan dard and plot ted against ra tios of
known con cen tra tion of the stan dard and IS.

2.6. Val i da tion

All cal cu la tions were car ried out us ing the in ter nal
stand ardi sa tion method. Mean re cov ery rates of THC,
11-OH-THC and THCCOOH from sa liva ranged from
50 to 80%. LOD and LOQ were 0.25 ng/ml and
0.5 ng/ml, re spec tively for THC and THCCOOH, and
lin ear ity range (LOL) was 0.5–20 ng/ml for both ana -
lytes as well as for 11-OH-THC. The intra- and inter-
day pre ci sion (ex pressed by RSD) did not ex ceed 24%
for THC and 7% for THCCOOH. Ac cu racy was con -
firmed us ing MedidrugÒ ref er ence ma te ri als, mak ing

up two sa liva sam ples con tain ing a cer ti fied con cen -
tra tion of THC at 15 ng/ml. Each sam ple was ana lysed
in du pli cate. The ob tained re sults were sat is fac tory:
12.0 ± 1.2 ng/ml and 11.8 ± 0.3 ng/ml. Quan ti fi ca tion
was per formed us ing deuterated in ter nal stan dards (at
a con cen tra tion of 5 ng/ml for all three analytes). Un -
for tu nately, val i da tion of the method for 11-OH-THC
was not pos si ble. Near the re ten tion time of 11-OH-
THC-TFA, a back ground peak was de tected in drug-
free sa liva sam ples. That is why only qual i ta tive anal y -
sis was pos si ble for this com pound.

3. Re sults and dis cus sion

The de vel oped method was ap plied to de ter mi na -
tion of THC and THCCOOH con cen tra tions in
20 paired spec i mens (si mul ta neous sa liva and blood
col lec tion) taken from 12 per sons who were ad mit ted
to the De part ment of Clin i cal Tox i col ogy, Collegium
Medicum, Jagiellonian Uni ver sity in Krakow due to
a drug over dose. Blood and sa liva sam ples were col -
lected at ad mis sion to the clinic and af ter 24 hours of
pa tient hos pi ta li sa tion. 

An ex am ple of a pos i tive re sult of anal y sis per -
formed by this method is pre sented in Fig ure 3.

De ter mined con cen tra tions of THC and
THCCOOH in blood and sa liva taken from pa tients are 
shown in Fig ures 4–7. The con cen tra tions of THC and
THCCOOH in blood and THC in sa liva var ied a lot.
They were highly de pend ent upon a num ber of fac tors, 
es pe cially dose of THC smoked, time since ex po sure
and his tory of drug ad dic tion. At ad mis sion to hos pi -
tal, mean (±SD) THC con cen tra tion in blood (Fig -
ure 4) was 8.48 ± 7.09 ng/ml (range 0.5–26.4 ng/ml),
and af ter 24 h these val ues were 2.73 ± 3.02 ng/ml
(range: 0.5–15.3 ng/ml). The THC con cen tra tions in sa -
liva (Fig ure 5) were 6.96 ± 8.88 (range: 0.5–32.5 ng/ml)
and 1.64 ± 2.37 ng/ml (range: 0.5–10.4 ng/ml) at the re -
spec tive sam pling points. Af ter 24 hours of pa tient
hos pi ta li sa tion, the con cen tra tions of THC fell to be -
tween 50% (of ini tial val ues) and a level un der the
LOD.

The sa liva/blood THC con cen tra tion ra tio was 0.82 
at ad mis sion and 0.60 af ter 24 h of pa tient hos pi ta li sa -
tion.

Our study showed that sa liva spec i mens are use ful
only when col lected shortly af ter ex po sure. This is
con sis tent with pre vi ously pub lished find ings by
Huestis et al. [5]. They re ported that al though THC in
oral fluid is not thought to orig i nate from blood, its
time course in oral fluid ap pears to be sim i lar to that in
blood. The use ful ness of oral fluid test ing for THC is

Prob lems of Fo ren sic Sci ences 2005, LXII, 178–187

De term ina tion of te trah ydr ocan nabi nols in sa liva 181



pred i cated upon its abil ity to serve as a di ag nos tic in di -
ca tor of re cent mar i huana use. THC is de pos ited in the
oral cav ity and re mains for up 24 h fol low ing mar i -
huana smok ing. Pas sive Can na bis ex po sure stud ies
ap pear to in di cate that pos i tive oral fluid tests for THC
can oc cur shortly af ter Can na bis smoke ex po sure, but
re sults were neg a tive within 1 h.

THCCOOH was pres ent in 9 out of 10 blood sam -
ples, which is a nat u ral ef fect of THC me tab o lism. The
mean (±SD) con cen tra tion of THCCOOH in blood
(Fig ure 6) at ad mis sion to hos pi tal was 49.24 ±
74.35 ng/ml, with a range of 0.5 to 421 ng/ml), and af -
ter 24 h, 38.13 ± 56.19 ng/ml with a range of 0.2 to
291 ng/ml). THCCOOH in sa liva (Fig ure 7) was mea -
sured in one pa tient at a very low con cen tra tion of 1.97 
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Fig. 3. Chromatogram of a sa liva ex tract con tain ing THC, ana lysed in SIM mode. THC – m/z = 410.3,
THC-D3 – m/z = 413.3
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Fig. 4. Con cen tra tions of THC de ter mined in blood col -
lected from 10 pa tients at ad mis sion to hos pi tal and af ter
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Fig. 5. Con cen tra tions of THC de ter mined in sa liva col -
lected from 10 pa tients at ad mis sion to hos pi tal and af ter
24 hours of pa tient hos pi ta li sa tion.
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Fig. 7. Con cen tra tions of THCCOOH de ter mined in sa liva
col lected from 10 pa tients at ad mis sion to hos pi tal and af ter
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and 2.0 ng/ml at the re spec tive sam pling points.
11-OH-THC was de tected in sa liva taken from two pa -
tients. THCCOOH does not oc cur in sa liva. This is
con sis tent with the re port by Huestis et al. [4].

THC sa liva con cen tra tions have been re ported in
a num ber of stud ies [10]. Sa liva con cen tra tions de ter -
mined within 1 to 72 h af ter smok ing a mar i huana cig -
a rette var ied from 0.3 to 216 ng/ml. Con cen tra tions
were 6 to 684 ng/ml at 15 min to 1h af ter smok ing. Sa -
liva con cen tra tions were 0.12 to 21.3 ng/ml at 1 to 48 h 
af ter oral in ges tion of mar i huana. 

The elab o rated method was also ap plied as a con -
fir ma tion method for check ing sen si tiv ity, spec i fic ity
and ef fec tive ness of point of col lec tion immunoassay
test ing de vices, which were sent to the In sti tute of Fo -
ren sic Re search for cer tif i ca tion. 

Con trol sam ples of sa liva were pre pared with ad di -
tion of 25 ng/ml of THC and THCCOOH re spec tively.
The con cen tra tions de ter mined by the GC-MS-NCI
method were 24.0 ± 4.0 (n = 7) for THC and 26.0 ±
4.0 ng/ml (n = 4) for THCCOOH. 

The pre sented ap pli ca tions con firm the use ful ness
of the method for a wide range of pur poses.

4. Con clu sions

Due to the fact that con cen tra tions of THC in blood 
and sa liva can rap idly de crease af ter smok ing to low
nanogram-per-milli litre lev els, a sen si tive and re li able
GC-MS-NCI method was de vel oped that was suit able
for quan ti fi ca tion of THC, ex clu sion of THCCOOH
and de tec tion of 11-OH-THC in sa liva from clin i cal
sam ples. Us ing 1 ml of sa liva, the LOD was 0.25 ng/ml 
and LOQ was 0.5 ng/ml for both analytes, and LOL
was 0.5–20 ng/ml for THC and THCCOOH as well as
11-OH-THC. 

The de vel oped method can be used for de ter mi na -
tion of THC in sa liva sam ples col lected from driv ers
sus pected of driv ing un der the in flu ence of Can na bis. 
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1. Wstêp

Jed nym z do min uj¹cych obecn ie kieru nków w tok -
syk olo gii s¹do wej jest po szuk iwa nie no wych al tern aty -
wnych ma ter ia³ów bio log iczny ch, w któ rych mo¿ liwe
jest wy kryw anie i oznac zanie œrodk ów odu rzaj¹cych.
Dzie je siê tak, poni ewa¿ po bier anie naj bard ziej  popu -
larnego ma ter ia³u – pr óby krwi – jest in waz yjne, a przez
to mo¿liwe do prze prow adz enia je dyn ie przez wy kwal ifi -
kow any per son el me dyczny. Taki sp osób po bier ania ma -
ter ia³u bio log iczne go do bad añ nie mo¿e byæ sto sow any
na miej scu kon troli (na jcz êœci ej „przy dro dze”) ki ero w -
ców po dejr zany ch o pro wad zenie poj azd ów pod wp³y -
wem œro dków dzia³aj¹cych po dobn ie do al koh olu. Do
tych ce lów naj leps zym ma ter ia³em okaz uje siê œlina lub
p³yny z jamy ust nej. U¿y wanie ter minu „p³yny z jamy
ust nej” re kom endo wane jest przez amerykañsk¹ agencjê
Drug Te sting Ad vis ory Bo ard, zaj muj¹c¹ siê roz woj em
na uki i tech nol ogii zwi¹za nej z ba dan iem sub stanc ji odu -
rzaj¹cych [7]. G³ówn¹ za let¹ ba dan ia œl iny jest ³at woœæ
i mo¿ liw oœæ ob serw acji pro cesu po bier ania w porówna -
niu z po bier ani em i ba dan iem mo czu – dru gim z wy boru
ma ter ia³em u¿ ywa nym do ba dan ia du ¿ych po pul acji lu -
dzi. Dla tego te¿ kwe stie zwi¹zane z mo¿ liwoœci¹ za -
miany, zafa³szo wan ia czy roz cie ñczania próby, staj¹ siê
mniej pro blem aty czne w przy padku œliny ni¿ przy po -
bier aniu pr óby moczu.

P³yn z jamy ust nej jest mie szan in¹ œli ny, wy dziel iny
bruzd dzi¹s³owych, ob umar³ych ko mórek nab³onka i in -
nych sk³ad ników. Œrod ki odu rzaj¹ce prze dos taj¹ siê do
œliny ró¿n ymi dro gami. G³ówne z nich to prze nik anie
kse nob ioty ku z krwi do œli ny oraz bez poœ redn ie jego
osad zanie w ja mie ust nej pod czas do ustn ego i do nos owe -
go przyj mow ania a tak¿e w cza sie pa len ia. W przy padku
ma rih uany naj istotn iejsz¹ drog¹ prze dos tawa nia siê sub -
stanc ji ak tywn ej do œl iny jest praw dop odo bnie  bezpo -
œrednie odk³ad an ie siê su rowca w ja mie ust nej pod czas
jej przyj mow ania. Ma rih uana jest na jcz êœc iej pa lona, ale
mo¿e byæ te¿ przyj mow ana do ustn ie, pr zewa ¿nie w po -
staci zmie szan ej z pro dukt ami spo ¿ywc zymi. Z resz tek
ma rih uany za leg aj¹cych w ja mie ust nej D9-te trah ydr o -
kan nabi nol (THC) jest uwaln iany do œliny. G³ównym
me chan izm em odk³ad an ia siê THC w ja mie ust nej okaz u -
je siê jego bezp oœr ednie uwaln iane z po wierzchn iowy ch
warstw œluzówki jamy ust nej, do któ rych do sta³ siê
w cza sie po bier ania pr zetw orów ko nopi. Prze nik anie
THC z krwi do œliny jest mi nim alne [10]. Ba dan ia pr óbek
œl iny po bran ej po wy pal eniu ma rih uany prze prow adz one
me tod¹ GC-MS nie wy kaza³y ob ecn oœci me tab olitów
THC: 11-hy droksy-D9-te trah ydr okan nabi nolu (11-OH-
THC) oraz 11-nor-9-kar boksy-D9-te trah ydr okan nabi nolu 

(THCCOOH) w cza sie do 7 dni od wy pal enia [4]. Po -
mimo tego oprac owa na me toda obejm uje wy kryw anie
i oznac zanie metab olit ów ce lem um o¿liwienia jak naj -
szers zej in terp reta cji wy ników.

Kan nab ino le wys têp uj¹ w roœ lin ach ko nopi ( Can na b -
is) jako ich na tur alne sk³ad niki. Na jwa ¿niejszym z nich
jest THC, po nie wa¿ prak tyczn ie ca³e dzia³anie  psycho -
aktywne ko nopi jest zwi¹zana z za war toœci¹ tego zwi¹z -
ku [1, 9]. Bu dowê che miczn¹ THC przed staw iono na
ry cin ie 1.

Od czuc ia psy chiczne wys têpuj¹ce po prz yjêciu ko -
nopi wy daj¹ siê g³ówn¹ przy czyn¹, dla któr ej jest to  naj -
czêœciej u¿yw any œrod ek odu rzaj¹cy na œwi ecie. Dzie je
siê tak dla tego, ¿e pa len ie ma rih uany daje na tychm iast o -
wy efekt na sku tek szyb kiego prze nik ania sub stanc ji ak -
tywn ych z p³uc do mó zgu. St ê¿en ie THC ob ni¿a siê
bar dzo szyb ko we krwi po wy pal eniu, na tom iast st ê¿e nie
THCCOOH utrzym uje siê du¿o d³u¿ej ni¿ THC a na wet
11-OH-THC. Inn¹ cz êst¹ drog¹ przyj mow ania THC jest
pi cie al koh olo wych na lew ek uzys kiwa nych przez  mace -
ro wanie ma rih uany w al koh olu, np. wó dce, a ta k¿e je -
dzen ie ar tyku³ów sp o¿y wczych (np. cia stek, d¿e mów,
ga lar etek owoc owy ch czy przek¹sek) za wier aj¹cych eks -
trakty z ko nopi lub na wet olej ha szys zowy. Po pr zyjê ciu
do ustn ym ab sorpc ja THC jest wol niejs za i skut kuje wy -
sok imi st ê¿e nia mi 11-OH-THC we krwi wy nik aj¹cymi
z me tab oli zmu THC w efekc ie „pierw szego przej œcia” [9].

THC jest me tab oli zow any przy udziale ³añcucha
trans portu elekt ronów, w sk³ad które go wcho dzi  cyto -
chrom P450, co pro wad zi do wy twor zenia ak tywn ego
11-OH-THC. Dal sza dro ga me tab oli zmu pro wad zi do di- 
i tri-hy droks ypo cho dnych, jak ró wnie¿ do po wstan ia
g³ównego nie akt ywne go me tab oli tu THCCOOH w wy -
niku re akc ji utlen iania (ry cina 2).

W³aœ ciw oœci che miczne THC wp³ywaj¹ na jego dys -
trybu cjê w ró¿ nego ro dzaju ma ter ia³ach bio log iczny ch.
W kon sek wencji tego THC, 11-OH-THC oraz THCCOOH
s¹ obecne w mie rzaln ych stê ¿enia ch we krwi i w³osach.
THC mo¿e byæ wy kryty w œl inie [4, 5, 7], a THCCOOH
w mo czu. Ce chy cha rakt ery sty czne pos zcze gól nych ma -
ter ia³ów bio log iczny ch na rzuc aj¹ za stos owa nie zr ó¿ni -
cow any ch me tod wy kryw ania i oznac zania THC i jego
metab olit ów. Do anal izy prze siew owej najc zêœc iej u¿ y -
wa siê me tod im mun och emic znych, np.  radioimmuno -
logicznych (RIA), im mun oen zym aty czn ych (EIA), im-
mu nof luor esce ncji w œw iet le spo lar yzo wan ym (FPIA)
oraz im mun oen zym oso rpc yjnych (ELISA), jak ró wni e¿
chro mat ogr afii cien kow arst wowej (TLC). Jako ma ter ia³u 
ba dawczego do anal iz prze siew owy ch u¿ywa siê najc zêœ -
ciej mo czu i œlin [11], poni ewa¿ za stos owa nie tych  ma -
teria³ów nie wy maga skom pli kow ane go przy got owa nia
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prób ek. Jest tak¿e mo¿l iwe wy kon anie ta kiej anal izy
z u¿ yci em krwi, ale tyl ko po uprzedn im str¹ce niu bia³ek.
Wy³¹cznie za stos owa nie czu ³ych i in strum enta lnych me -
tod anal izy daje  mo¿li woœæ uzys kania do stat ecznie wia -
ryg odny ch i za daw ala j¹cych wy nik ów. Ta kie tech niki
sto sow ane s¹ do anal izy po twierd zaj¹cej, a na le¿¹ do nich 
przede wszyst kim: chro mat ogr afia ga zowa i cie czowa
(GC, LC) spr zê¿o ne z spek trom etri¹ mas lub tan dem ow¹
spek trom etri¹ mas (MS, MS-MS). Me tody ta kie  wyma -
ga j¹ wie loe tapo wego przy got owa nia prób ek po leg aj¹ -
cego na od bia³cza niu, eks trakc ji ana litów z ma trycy
 biologicznej (wy kon ywa nej z za stos owa niem eks trakc ji
ciecz-ciecz – LLE lub eks trakc ji do fazy sta³ej – SPE)
a tak¿e de ryw aty zac ji. Wy kor zyst anie ta kich pro ced ur
po zwala oz nacz aæ THC i jego me tab oli ty w st ê¿e nia ch
rz êdu pikogramów [2, 3].

Ce lem pra cy by³o oprac owa nie czu³ej me tody  ozna -
czania THC i jego dwóch g³ównych metab olit ów w œlinie
z wy kor zyst aniem chro mat ogr afii ga zow ej sp rzê ¿onej ze
spek trom etri¹ mas w try bie mo nit oro wan ia jo nów  ujem -
nych (GC-MS-NCI). Pro ced ura anal ity czna by³a  opra -
cowana na pod staw ie wcz eœni ej opis anej me tody [6, 8]
oznac zania THC i THCCOOH we krwi i w moczu.

2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Sub stanc je wzor cowe

THC o stê¿eniu 1000 µg/ml, 11-OH-THC i THCCOOH
o stê¿eniu 100 µg/ml w me tan olu oraz stan dardy wew -
nêtrzne (IS): me tan olo we roz twory 9THC-D3, 11-OH-
THC-D3 i THCCOOH-D3 o stê ¿eniu 100 µg/ml,  pocho -
dzi³y z fir my Ce rill iant (LGC Pro moc hem, War szawa,
Pol ska).

2.2. Od czynn iki che miczne

Acet oni tryl, acet on, octan etylu, n-hek san,  chloro -
form, woda de styl owa na (cz ysto œci do HPLC)  pocho -
dzi³y z fir my Merck (Darm stadt, Niem cy). Od czynn iki
do de ryw aty zac ji: 97% pen taf luor opro panol (PFP) oraz
99% bez wodn ik kwa su tri fluo rooc towego (TFAA)  po-
cho dzi³y z fir my Sig ma-Al dr ich (War szawa, Pol ska). Chlo -
rof orm (CHCl3), wo dor otl enek sodu i kwas sol ny (o czy -
stoœci anal ity cznej lub wy¿s zej) po chod zi³y z fir my POCH
(Gli wice, Pol ska). Wo dor ofo sfor an i  diwodoro fosforan
 potasu (o cz yst oœci do anal iz, POCH Gli wice) u¿y to do
 sporz¹dze nia 0,5 M bu foru fos for ano wego o pH 6,8. Szk³o
u¿y wane do anal iz si lan izo wano przez za nur zenie
w 5% roz twor ze Si lonu CT, a na stê pnie p³ukan ie w to lue nie
i me tan olu po czym su szen ie w su szarce w tem per atu -
rze 110°C.

2.3. Ma ter ia³ do oprac owa nia me tody

Œlinê woln¹ od an ali tów (œl ina kon trol na) po bier ano
od zna nych zdro wych ocho tników, któr zy nie  przyjmo -
wali zwi¹zków bêd¹cych przed miot em badañ. Próby
kon trol ne zo sta³y wy kor zyst ane do oprac owa nia i  wali -
da cji me tody. Do pr óbek do daw ano THC, 11-OH-THC,
THCCOOH w st ê¿e niu 0; 0,25; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 ng/ml
oraz ich deu ter owa ne po chodne: THC-D3, 11-OH-
THC-D3, THCCCOOH-D3 w st ê¿eniu 5 ng/ml. Uzys kano 
8 punk tow¹ krzyw¹ ka lib racy jn¹.

Ko ntr olê dok³ad noœ ci me tody prze prow adz ono, oz-
na czaj¹c dwu krotn ie THC w œli nie od nies ienia  Medi -
drug® BTM (Me dic hem, Stut tg art, Niem cy) za wier aj¹cej
zna ne stê ¿enie THC – 15 ng/ml w dwó ch ró¿ nych dniach.

Pr óbki kli niczne w po staci 20 prób krwi i 20 prób œl i -
ny po brane zo sta³y od 12 pa cjentów pr zyjêtych do Kli -
niki Tok syk olo gii Col leg ium Me dic um Uniw ersy tetu
Jagi ello ñsk iego w Kra kow ie z po wodu przedaw kow ania
œrodków odu rzaj¹cych. Pró bki krwi i œli ny by³y  pobie -
rane rów noczeœnie w chwi li przy jêcia do kli niki i po
24 go dzin ach ho spit ali zac ji. Œlinê po bier ano bez  stymu -
la cji przez wy dziel anie jej do po lip ropy len owy ch fio lek,
na tom iast krew po bier ana by³a do pr obów ek za wier aj¹ -
cych he pary nê. Po po bran iu pr óbki œl iny by³y wi row ane
i oba ro dzaje ma ter ia³u prze chow ywa no w tem per atu rze
–20°C do cza su anal izy. 

2.4. Przy got owa nie ma ter ia³u

1 ml œl iny mie szano ko lejno z 5 µl mie szan iny  stan -
dar dów wew nêtr zny ch THC-D3, 11-OH-THC-D3

i THCCOOH-D3 o zaw arto œci 1 µg/ml ka¿ dy oraz 1 ml
0,5 M bu foru fos for ano wego o pH 6,8 w bu tel eczce o po -
jem noœci 20 ml. Bu tel eczkê kap slow ano, pró bkê wy -
trz¹sano za po moc¹ wor teksu przez 1 min, po czym
umieszc zano w ³aŸni ultradŸ wiêk owej na 10 min, a nas -
têpn ie wsta wiono do ³aŸni wod nej o tem per atu rze 40°C
na 5 mi nut. Ko lejno do bu tel eczki do daw ano kro plami,
sta le mie szaj¹c, 4 ml mie szany acet oni try lu z acet onem,
zmie szan ych w sto sunku obj êtoœ ciowym 9:1. Pró bkê,
po wy mies zaniu przez kil ka se kund, wi row ano przy
4000 obr./min przez 5 mi nut. Su pern ata nt de kant owa no
do na stêp nej bu tel eczki o po jem noœci 20 ml i za gês zcza -
no do ob jêt oœci 1,5 ml przy u¿ yciu urz¹dze nia Tur boVap
(Zy mark) w tem per atu rze 40°C pod zmniej szon ym ciœ -
nie niem azotu. Z zatê ¿onego su pern ata ntu anal ity eks tra -
ho wano w uk³adzie ciecz-ciecz 5 ml mie szan iny hek san + 
octan etylu (7:1, v/v). THC i 11-OH-THC eks trah owa no
ze œro dowi ska al kal iczne go (pH 13, 0,5 ml 2 M NaOH).
THCCOOH eks trah owa no po za kwas zeniu fazy wod nej
(pH 3, 1 ml 1 M HCl). Anal ity w od par owa nych do su cha
eks trakt ach pod daw ano de ryw aty zac ji do THC-tri fluo -
roac etyl owy ch (THC-TFA) i 11-OH-THC-tri fluo roace -
ty low ych (11-OH-THC-TFA) oraz THC COOH-pen ta flu -
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orop ropa no-tri fluo roac etyl owy ch (THCCOOH-PFP/TFA)
po chodn ych i anal izo wano z za stos owa niem me tody GC- 
MS-NCI. W tym celu do su chej po zos ta³oœci za wier aj¹cej
THC i 11-OH-THC do daw ano 100 µl TFAA i 100 µl
CHCl3, a do po zos ta³oœci za wier aj¹cej THCCOOH  doda -
wano 50 ml PFP i 100 µl TFAA. Pro ces de ryw aty zac ji
pro wad zono przez 30 min w tem per atu rze 60°C. Po
och³o dze niu mie szan iny re akc yjnej do  tempe ratury po -
koj owej nad miar od czynn ika de ryw aty zuj¹cego od par o -
wa no do su cha w tem per atu rze 40°C w stru mien iu azotu.
Su che po zos ta³oœci roz puszc zano w 50 µl octa nu etylu
i 2 µl próbki wstrzy kiw ano z u¿yciem au tom aty cznego
po dajn ika pr óbek.

2.5. Anal iza iloœ cio wa

Anal iza iloœ cio wa by³a pro wad zona w try bie mo nit o -
ro wan ia wy bran ych jo nów (SIM). Wy brano na stêp uj¹ce
jony ujemne o m/z: 389,3 i 410,3 dla THC, 392,3 i 413,3
dla THC-D3, 387,3 i 408,3 dla 11-OH-THC, 390,3 i 411,3
dla 11-OH-THC-D3, 422,3 i 572,3 dla THCCOOH oraz
425,3 i 575,3 dla THCCOOH-D3. Podst awê ident yfi kac ji
sta nowi³a obe cno œæ dwó ch jon ów cha rakt ery sty cznych
(ilo œcio wego oraz po mocn icz ego). Oœ miop unk tow¹
krzyw¹ ka lib racy jn¹ wy kre œlono, wy znac zaj¹c sto sunki
pól po wierzchni pi ków wzor ca i wzor ca wewn êtrznego
(THC/THC-D3; m/z 410,3/413,3, 11-OH-THC/11-OH-
THC-D3; m/z 408,3/411,3 i THCCOOH/THCCOOH- D3;
m/z 572,3/575,3) w funk cji sto sunku zna nych stê ¿eñ
wzor ca i wzor ca wewn êtrznego.

2.6. Wa lid acja me tody

Wszel kie ob lic zenia zo sta³y wy kon ane przy sto sow a -
niu sta³ej kon troli me tody wzor cem wewn êtrznym. Œred -
ni od zysk THC, 11-OH-THC oraz THCCOOH ze œl iny
wy nosi³ od 50 do 80%. Gra nica wyk ryw alnoœci (LOD)
i gra nica ozn acz alnoœci (LOQ) wy nosi³y od pow iednio
0,25 ng/ml i 0,5 ng/ml dla THC i THCCOOH, a za kres li -
niowoœci (LOL) 0,5–20 ng/ml dla THC, THCCOOH oraz 
11-OH-THC. Pre cyz ja wy znac zona w se riach wewn¹trz
i mi êdzygrupowych, wy ra¿ona w RSD, nie prze krac za³a
24% dla THC i 7% dla THCCOOH. Dok³adno œæ me tody
po twierd zono, u¿ ywaj¹c ma ter ia³ów od nies ienia  Medi -
drug®, kt óre sta nowi³y 2 pró bki œli ny za wier aj¹ce THC
w stê¿ eniu 15 ng/ml. Do ka ¿dej z pr óbek za stos owa no
dwu krotn ie pe³n¹ pro cedurê anal ity czn¹. Oznac zone stê -
¿ enia mieœci³y siê w poda nym przez pro duc enta za kres ie
i wy nosi³y od pow iednio: 12,0 ± 1,2 ng/ml oraz 11,8 ±
0,3 ng/ml. An ali zê il oœc iow¹ prze prow adz ono z  wyko -
rzystaniem wz orc ów we wnê trzn ych w po staci deu ter o -
wa nych po chodn ych an alitów w st ê¿eniu 5 ng/ml dla
ka ¿dego zwi¹zku. Do kon anie pe³nej wa lid acji me tody
oznac zania 11-OH-THC w œlinie nie by³o mo¿li we.
W pr óbk ach œliny wol nych od ba dan ych zwi¹zków wy -

stê powa³ pik po chodz¹cy od ma trycy bio log icznej w ob -
rê b ie ob szaru eluc ji 11-OH-THC-TFA. Dla tego te¿ mo¿ -
liwa by³a tyl ko jak oœciowa ocena obec noœci 11-OH-THC 
w prób kach œliny.

3. Wy niki i ich om ówi enie

Oprac owa na me toda zo sta³a za stos owa na do  ozna -
czenia THC i THCCOOH w 20 równo czeœ nie po bier any -
ch pr óbka ch œl iny i krwi. Pr óbki krwi oraz œl iny po brano
od 12 pa cjen tów, kt órzy zo stali pr zyjê ci do Kli niki Tok -
syk olo gii Col leg ium Me dic um Uniw ersy tetu Jagie lloñ -
skiego z po wodu przedaw kow ania sub stanc ji odurza-
j¹cych. Pró bki by³y po bier ane w chwi li przy jêcia do
kliniki i po 24 h hospitalizacji. 

Przyk³ad chro mat ogr amu wy bran ych jo nów pr óbki
œl iny za wier aj¹cej THC przed staw iono na ry cin ie 3. 

Oznac zone oprac owan¹ me tod¹ st ê¿enia THC
i THCCOOH w krwi i œl inie po bran ej od pa cjen tów
przed staw iono na ry sunk ach 4–7. St ê¿en ia te zmie nia³y
siê w sze rok im za kres ie. Zr ó¿ni cowanie st ê¿eñ spo wod o -
wa ne by³o wie loma czyn nik ami, a szcz egó lnie zale ¿a³o
od daw ki wy pal one go THC, cza su jaki up³yn¹³ od  wypa -
le nia i cz êst oœci przyj mow ania. 

W pr óbach krwi po bran ych przy pr zyjê ciu do kli niki
œre dnie (± SD) stê ¿en ie THC (ry cina 4) wy nosi³o 8,48 ±
7,09 ng/ml (za kres 0,5–26,4 ng/ml), na tom iast po 24 h
 stê ¿enia ob ni¿y³y siê do wa rto œci 2,73 ± 3,02 ng/ml (za -
kres: 0,5–15,3 ng/ml). St ê¿enie THC w œl inie (ry cina 5)
wy nosi³o 6,96 ± 8,88 (za kres: 0,5–32,5 ng/ml) oraz 1,64
± 2,37 ng/ml (za kres: 0,5–10,4 ng/ml) w od pow iednim
cza sie po bier ania pr óbek. Po up³ywie 24 go dzin od  przy -
jêcia do kli niki stê ¿en ia THC obn i¿y³y siê o co naj mniej
50% w sto sunku do war toœci pocz¹tkow ej a¿ do po ziomu
le¿¹cego po ni¿ej LOD za stos owa nej me tody.

Sto sun ek stê ¿eñ THC we krwi i œli nie w chwi li przy -
jêcia do kli niki wy nosi³ 0,82, a po 24 go dzin ach ho spit ali -
zac ji 0,60.

Prze prow adz one ba dan ia wy kaza³y, ¿e œl ina jest przy -
datn ym ma ter ia³em do ba dañ, je ¿eli jest po brana po
up³ywie kr ótki ego cza su od prz yjêcia œro dka. Jest to
zgod ne z wy nik ami ba dañ wc zeœ niej opub liko wan ymi
przez Hu estisa i in. [5]. Ba dac ze ci wy kaz ali, ¿e czas po -
zos tawa nia THC w œl inie i krwi jest po dobny, po mimo
po wszechn ego twier dzen ia, ¿e obecn oœæ THC w œlinie
nie jest wy nik iem jego wy dziel ania z krwi. Pr zydat noœæ
ba dan ia œl iny na ob ecn oœæ THC po lega na tym, ¿e  bada -
nie to mo¿e s³u¿yæ, jako ws kaŸ nik dia gnos tyczny, do
orzek ania o nie dawn ym prz yjêc iu ma rih uany. THC jest
odk³ad any w ja mie ust nej i po zos taje w niej do 24 go dzin
po pr zyjêciu ma rih uany. Z ba dañ do tycz¹cych bier nego
nara ¿en ia na Can nab is wy nika³o, ¿e anal iza œliny na
obec noœæ THC mo¿e skut kow aæ wy nik iem po zyt ywnym
w bar dzo kró tkim cza sie od prze rwan ia nara ¿enia na dym
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z pa pier osa za wier aj¹cego THC, ale po 1 go dzin ie od
prze rwan ia nara ¿enia wy niki by³y ne gat ywne.

Ob ecn oœæ THCCOOH stwier dzono w 9 z 10 próbek
krwi, co jest na tur alnym skut kiem me tab oli zmu THC.
Œred nie st ê¿e nie (± SD) THCCOOH we krwi (ry cina 6)
po bran ej w chwi li przy jêcia do kli niki wy nosi³o 49,24 ±
74,35 ng/ml (za kres 0,5–421 ng/ml) na tom iast po 24 h
ob ni¿y³o siê do wa rto œci 38,13 ± 56,19 ng/ml (za kres
0,2–291 ng/ml). 

THCCOOH wy kryto w œl inie tyl ko jed nego pa cjenta
(ry cina 7) w bar dzo ni skich st ê¿eniach wy nosz¹cych od -
pow iednio 1,97 i 2,0 ng/ml w chwi li przy jêcia do kli niki
i po 24 h. 11-OH-THC zo sta³ wy kryty w œl inie po bran ej
od 2 pa cjen tów. Uzys kane wy niki wska zuj¹, ¿e
THCCOOH nie wyst êpuje w œlin ie, co znaj duje po twier -
d zenie w do nies ieni ach Hu estisa i in. [4].

W wie lu Ÿród³ach przy tac zane s¹ wart oœci  wyzna -
czonych st ê¿eñ THC w œl inie [10]. Oznac zone w cza sie
od 1 h do 72 h od wy pal enia pa pier osa z ma rih uan¹ st ê¿e -
nia THC waha³y siê w za kres ie od 0,3 do 216 ng/ml.
W cza sie od 15 mi nut do 1 go dziny od chwi li wy pal enia
st ê¿e nia te wy nosi³y od 6 do 684 ng/ml, na tom iast w cza -
sie od 1 h do 48 h po do ustn ym pr zyjê ciu pr oduk tów ko -
nopi st ê ¿e nia THC w œl inie kszta³towa³y siê na poziomie
od 0,12 do 21,3 ng/ml. 

Oprac owa na me toda zo sta³a ta k¿e za stos owa na jako
me toda od nies ienia w pro ces ie spraw dzan ia czu³oœci,
specy ficz noœci i efekt ywno œci teste rów im mun och emic z -
nych, kt óre przys³ano do In styt utu Eks pert yz S¹do wych
do cer tyf ika cji. W tym celu przy got owa no 2 próby kon -
trol ne œli ny z do datk iem od pow iednio THC i THCCOOH 
w st ê¿e niu 25 ng/ml. Oznac zone me tod¹ GC-MS-NCI
 stê ¿enia wy nios³y 24,0 ± 4,0 (n = 7) dla prób za wiera -
j¹cych THC oraz 26,0 ± 4,0 ng/ml (n = 4) dla THCCOOH.

Przed staw ione za stos owa nia po twierd zaj¹ pr zyda t -
noœæ oprac owa nej me tody do ró ¿ny ch za sto sowañ.

4. Wnio ski

Ze wz glê du na fakt, i¿ st ê¿e nia THC we krwi i w œl i -
nie mog¹ szyb ko obni ¿yæ siê do pozi omów rzêdu  poje -
dynczych nano gramów na mi lil itr w kr ótk im cza sie po
wy pal eniu pr zet wor ów ko nopi, oprac owa no czu³¹ i nie -
zaw odn¹ met odê GC-MS-NCI oznac zania THC,  wyklu -
czenia THCCOOH oraz wy kryw ania 11-OH-THC
w œl inie. U¿ ywaj¹c pr óbki œl iny o ob jêto œci 1 ml, wa rtoœ ci 
LOD i LOQ wy nosi³y od pow iednio 0,25 ng/ml i 0,5 ng/ml
dla obu an ali tów, na tom iast za kres li niowoœci wy nosi³
0,5–20 ng/ml dla THC, THCCOOH jak i 11-OH-THC.

Oprac owa na me toda mo¿e byæ z po wod zeni em sto -
sow ana do oznac zania THC w œlinie po bran ej od ki erow -
ców po dejr zany ch o pro wad zenie poj azd ów pod wp³y -
wem Can nab is.    
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