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1. OVOD

V USA a Velké Britanii jsou sliny jiz nékolik let akceptovany jako alternativni
analyticky material pro prikaz a stanoveni nékterych biologickych analytd.
lety. Ve 30. letech 20. stol. byla demonstrovana urita role liposolubility a miry
ionizace solutll v transportu latek z plazmy do slin. V 70. letech 20. stol. se
objevil prvni vét3i zdjem o vyuZiti slin v terapeutickém drogovem monitoringu.
odbéru krve a také se spekulovalo o lepsi korelaci koncentrace INL ve slinach
s farmakologickym Géinkem INL, nebot sliny reprezentuji volnou a tedy
farmakologicky aktivni frakci INL, ktera mize interagovat s receptory v cilove
tkani,
o Prvni test pro detekci INL opiatového typu v oraini tekutiné vyuZzivajici
imunotechniku byl vytvofen na pocéatku 70. let 20. stol. Leute et al. (1972) vyuzili
tento princip v paralelni analyze modi a slin pro dikaz morfinu.
Od té doby byl ucinén zna&ny pokrok ve studiu farmakokinetiky opiatll ve
slinach.
B i Na zakladé provedenych vyzkumi a rostouciho zajmu o detekci analytl
v alternativnich materialech se na trhu pocatkem 90. let zacaly objevovat
imunochromatografické testy, které umoziiuji rychlou detekei pfitomnosti INL ve
slindch. Vdnesni dob& se lze setkat zejména na americkém a
zapadoevropském trhu siadou téchto testovacich souprav. Odbornici
toxikologové se neustdle intenzivné zabyvaji stanovovanim senzitivity a specifity
dan;’fch testovacich souprav, porovnavanim jejich acinnosti se standardnimi
dostatedné senzitivnimi analytickymi metodami a zjiStovanim korelaci mezi
vysledky analyzy vzork( mo&i a vzorkl slin. Ackoliv v dnesni dobé nejsou
zodpovézeny jesté v8echny otazky tykajici se vztahu INL-sliny, toxikologove
akceptuji sfiny jako analyticky material pro prikaz abGzu INL.

Svétovym trendem nékolika malo poslednich let je aplikace rychlych

imunochromatografickych testll pro detekci INL ve slinach v praxi, zejména pfi




silniénich kontrolach, v detoxikacnich centrech a popfipadé ve $kolskych

zarizenich.

2. CiL PRACE

Vramci experimentalni ¢asti mé diplomové prace jsem se zudastnil
projektu Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky : , Analyticka supervize
rychlych orientacnich prikazl ilegalnich navykovych latek.“ Studie byla
provadéna na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice a
Iékéfské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Hiavnim feSitelem byl
PharmDr. Viktor Vofisek.

Cilem projektu/studie bylo zmapovat nabidku extralaboratornich
imunochemickych orientacnich testll na éeském trhu, dale zjiténi monitorovaci
U€innosti nabizenych testll a uréeni kvalitativnich parametrd - senzitivity,
specifity a analytické G&innosti testovacich souprav od jednotlivych firem
v porovnani se standardnimi bioanalytickymi metodami. Testovani slin pomoci
rychlych imunochemickych testl bylo porovnavano s prikazem pfitomnosti
drogy popi. jejiho metabolitu v moéi jiz zavedenymi analytickymi metodami,
EMIT a GC-MS.

Dale jsem reder$né zpracoval poznatky o analyze ilegalnich navykovych
latek (INL) a pfedevsim opiatd ve slinach.

Zaméfil se zejména na farmakokinetiku opiattl a jejich transport do slin a

dale na kvalitativni testovani slin na pfitomnost opiata.

3. TEORETICKA CAST

3.1 Sliny a slinné zlazy

3.1.1 Definice slin a oralni tekutiny a jejich funkce




Sliny jsou sekrety produkované velkym mnoZstvim slinnych Zlaz (SZ),
nachazejicich se v horni casti traviciho traktu s vylsténim do ustni dutiny.
Tekutina, ktera je odebirana z ustni dutiny pro testovani INL, obsahuje kromé
smési slin také zbytky potravy, odumielé buriky sliznice a gingivalni krevikularni
tekutinu (Malamud et al., 1993). Proto vroce 1993 New York Academy Of
Sciences definovala sliny jako material odebrany pfimo z asti SZ a oralni
tekutinu (OT) jako material ziskany odkaslavanim nebo adsorpci na pfislusny
odbérovy material vioZzeny do astni dutiny. OT se podili na zvihcovani a Cisténi
sliznice horni &asti traviciho traktu, diky obsaZenym imunoglobulinim (IgA
zejména) a nékterym enzymlm pfedstavuje i imunologickou bariéru vadi
nékterym potenciainé patogennim mikroorganismim vstupujicim do organismu
a dale se prostfednictvim travicich enzymd také podili na traveni nekterych
s.loiek potravy. U zdravych jedincl mobZe gingivaini krevikulami tekutina
piedstavovat az 0,5 % objemu ordlni tekutiny. Tento podil miZe byt znaCné
zvy$en pfi gingivitidé (Cimasoni, 1974). Gingivalni tekutina se svym sloZzenim

podoba plazmé, a proto miZe pfedstavovat potenciaini zdroj INL v OT.

3.1.2 Slinné zlazy

3.1.2.1 Typy slinnych zlaz

V Ustni duting se nachazi 2 typy SZ. Podjazykové, piiudni a podcelistni
SZ se fadi k majoritnim Zlazam. Kromé téchto 3 pard SZ se ve sliznici Ustni
dutiny nachazi velké mnozstvi minoritnich SZ. Mezi minoritni SZ se fadi Zlazy
bukalni, palatalni a labialni.

70% slin je produkovano podgelistnimi Zlazami, 25% pfiusnimi zlazami a
zbytek slin je vyludovéno Zlazami podjazykovymi a minoritnimi. Jednotlive
majoritni SZ produkuji typicky sekret. Piiusni Zlazy obsahuji v acinech pouze
serdzni buriky, proto je pro né typicka produkce serozniho sekretu. Podjazykove
a podéelistni Zlazy obsahuji oba typy bunék. Pro né je tedy typicka tvorba

smiSeného serézné-mucinézniho sekretu. Podjazykové Zlazy tvori z velké Casti

bufiky mucinézni, a proto jsou jimi secernované sliny viskoéznéjsi (Vining a
McGinley, 1985).




3.1.2.2 Stavba slinnych Zlaz

Tkai SZ je tvofena acinarnimi buiikami, které vykazuiji sekreéni aktivitu.
Seskupeni téchto bun&k se oznaluje jako lobulus, jehoz lumen usti do
intralobularniho kanalku. Prostiednictvim intralobularich kanalk( jsou primarni
sliny transportovany do sekrecnich kanalkd, které Gsti v oralni dutiné. Vystelka
sekreénich kanalkl se sklada z vrstvy endotelovych bunék nepropustnych pro
vodu (Young a Van Lennep, 1978). Objem produkovanych slin je tak funkci
sekretni aktivity acinarnich bunék (Young a Van Lennep, 1979).

St i e v g
Mandibular gland (mixed)

ST

Pa;olid glan:d (serous)
3.1.2.3 Cévni zasobeni slinnych zlaz

SZ jsou bohaté zasobeny arteridini krvi (Haeckel, 1980). Externalni
karotidalini arterie vstupuji do slinnych 2ldz a déli se na kapilarni vétve, které

zasobi jednotlivé acinarni lobuli (Young a Van Lennep, 1978).

3.1.3 Tvorba a sekrece slin

3.1.3.1 Typicka produkce slin

Denné vyprodukuji SZ 500 az 1500 ml slin. Typicka produkce slin je 0,05
ml/min ve spanku, 0,5 ml/min pii odhlefovani a 1-3ml/min pfi Zvykani a kyselé
stimulaci {Crouch et al.; 2004).

3.1.3.2 Viiv vegetativniho nervového systému na produkci a charakter slin




SZ jsou inervovany parasympatickymi i sympatickymi nervy. Oba typy

inervace pusobi stimulacné na sekreci slin, ale maji rozdiiny vliv na objem,
viskozitu slin a koncentraci protein(l ve slinach. Serézni a seroznémukézni Zlazy
jsou inervovany obéma typy nervovych viaken {(a, B-adrenergni stimulace i
cholinergni stimulace), mukozni Zldzy jsou stimulovany pouze prostfednictvim
cholinergnich vlaken (Davenport et al., 1977; Carpenter et al., 2000). Rozdilna
stimulace sekrece slin pfi riznych fyziologickych a patofyziologickych stavech
mze vést nékdy k obtiznému odbéru vzorku.

Tab. €. 1 Charakteristické rozdily v produkci slin na zakladé riznych nervovych stimuli
(Aps and Martens, 2004}

Parametr Nervova stimulace
B-adrenergni a-adrenergni cholinergni

Objem maly maly velky
Viskozita vysoka nizka nizka
Proteinova vysoka vysoka | nizka
koncentrace

Koncentrace velmi vysoka |nizka velmi nizka
| mucinu |

3.1.3.3 Tvorba slin

Tvorba slin probihd ve dvou stupnich. Acinarnimi bufikami jsou
secernovany ionty a proteiny. Voda prostupuje do lumen acind na zakladé
osmozy. V acinarnim lumen se hromadi primarni sliny, které jsou isotonické
$ plazmou a maji také podobné elektrolytové slozeni. PFi priichodu primarnich
slin sekre¢nimi kanalky dochazi k aktivni reabsorpci sodiku a chloridi a
k sekreci drasliku a bikarbonatil. Nasledné tak vznikaji sekundarni sliny, které
jsou oproti plazmé hypotonické. Nasledkem je produkce sekundarnich slin,
které jsou oproti plazmé hypotonické (Aps and Martens, 2004).




Obr. €. 2 Sekrece a resorpce ionti ve slinnych kanalcich (Aps and Martens, 2004)
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3.1.3.4 Faktory ovliviujici produkci slin

Mnozstvi secernovanych slin a jejich elektrolytové sloZeni podiéha
cirkadiannimu rytmu a zavisi na riznych stimulech, které plsobi zvy$enou nebo
snizenou sekreci. Cichové podnéty, mechanicka stimulace Zvykanim, bolest,
hormonaini zmény souvisejici s téhotenstvim, agresivita,
parasympatomimeticky a sympatomimeticky plsobici latky podporuji sekreci
slin.

Hormonalni zmény souvisejici s menopauzou, stres, antiadrenergni a
anticholinergni latky plsobi naopak pokles sekreéni aktivity SZ. Také pohlavi,
vék, rotni obdobi, nutricni a emoéni stav vySetfované osoby maji viiv na
produkei slin  (Mandel,1990). Nékteré patologické stavy mohou ovlivnit
kvalitativné i kvantitativné produkci slin. Zejména se jedna o rlzna
imunopatologicka onemocnéni, dysfunkce ledvin a jaterni onemocnéni (Aps a
Martens, 2004).

3.1.3.5 Slozeni slin

Znalost sloZeni slinné tekutiny je dileZita z hlediska analytiky zejména pii
vyvoiji extrakéniho postupu.

Sliny tvofi 2994 % voda, 0,3 % proteiny (pfevazné amylasa) a 0,3 %
mucin. Sliny a tedy i OT obsahuji elektrolyty plazmy jako jsou draslik, sodik,

bikarbonaty a také obsahuji fadu organickych latek (Aps and Martens, 2004).




Mezi organické slou€eniny nachazejici se ve slinach patii zejména
glykoproteiny a proteiny produkované acinarnimi bufikami, mucin, enzymy
lysozym, laktoferin, laktoperoxidasa s antibakterialnimi a antifugalnimi Gcinky a
enzymy podilejici se na traveni slozZek potravy. K travicim enzymim obsaZzenym

ve slinach se fadi a-amylasa, lipasa, proteinasa, Dnasa, Rnasa.

3.2 Transport latek do slin

—TET—

3.2.1 Mechanismus transportu latek z plazmy do slin

Aby mohla latka prestoupit z krve do slin, resp. do OT, musi byt ze
systémové cirkulace transportovana pfes endoteliaini sténu kapilar, bazalni
membranu a nasledné pres membranu epitelovych bunék SZ do slinnych acind.
Transport latky do acinli SZ ma nejvétsi podil na tom, jaky typ latky a v jaké
kvantité tento typ latky pfestoupi do OT.

Do slin mohou byt latky transportovany nékolika zplisoby. Latky steroidni
povahy, hormony jsou do slin transportovany na zakladé aktivniho transportu
proti koncentraénimu gradientu. Ultrafiltraci prostfednictvim membranovych
pora prestupuji do slin malé polami slouceniny (Burgen, 1956; Vining et al,
1982). Pinocytéza ma pro transport latek do slin mensi vyznam. Vétsina INL, ke

kterym se fadi i opiaty, je transportovana do slin pasivni difuzi na zakladé

koncentraéniho gradientu (Kidwell et al., 1998). Transport INL do slin resp. OT
je ovlivnén Fadou faktori. Tyto faktory maji vyrazny vliv na koncentraci INL
popfipadé jejiho metabolitu ve slinach resp. OT, a tak mohou oviivnit jeji detekci
pomoci rychlych orientadnich imunotechnik (ROI). Na zakladé spoluplsobenti
nékolika faktordl nemusi koncentrace analyzované latky ve slinach resp. oralni

tekuting korelovat s plazmatickou koncentract.

3.2.2 Faktory ovliviiujici transport INL z plazmy do slin

3.2.2.1 Faktory souvisejici s biologickou membranou
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Pasivni diftize je funkci koncentragniho gradientu na membrané, povrchu

plochy, ze kterého probiha diftze, tloustky membrany a difizni konstanty, kiera
zalezi na fyzikalné chemickych vlastnostech kazde latky (Paxton, 1979).

3.2.2.3 Faktory souvisejici s vlastnostmi latky

» acidobazické vlastnosti INL a pK,
= liposolubilita

= Naboj

= molekulova hmotnost

= prostorova konfigurace

INL, ktera je transportovana pasivni difdzi do slin musi byt dostatecné
lipofilni, aby mohla difundovat pfes lipidovou dvojvrstvu buné&né membrany, ale
soutasné by meéla byt do uréité miry hydrofilni charakter, aby se uchovala
v oralni tekutingé. Je-li latka ionizovana pii fyziologickém pH, seskupuji se na
zakladé interakce ion-dipdl kolem jeji molekuly molekuly vody. Toto seskupeni
snizuje lipofilitu INL a brani pasivni difuzi pfes membranu.Ve slinach
detekujeme predevsim parentni latku a nekteré jeji dostateéné lipofilni
metabolity. Glukuronidy kodeinu po jeho podani per os nebyly ve slinach
detekovany diky kyselej§imu charakteru a vy38i hydrofilite. Po oralni
administraci kodeinu nebo dihydrokodeinu nebyly ve slinach detekovany
metabolity morfin a dihydromorfin diky jejich nizké koncentraci v plazmé a
redukované lipofilité (Cone et al, 1993).

Molekulova hmotnost ovliviiuje difdzi latky pfes semipermeabilni
membranu. Vyslovena byla teorie pfimé Umérnosti mezi permeabilitou
membrany a pomérem P/Mr*?, kde P je rozdé&lovaci koeficient oktanol:voda pro
danou latku a Mr'? je druha odmocnina molekulové hmotnosti dané latky (Van
Bree, 1990).

3.2.2.4 Faktory souvisejici s farmakokinetikou latky




3.2.2.4.1 Vazebnost na proteiny plazmy

Pouze volna frakce latky miZe byt transportovana do slin. Jednotlivé latky
se  li8i svou schopnosti védzat se na proteiny plazmy. Na zakladé
experimetnalnich méfeni bylo zjiSténo, Ze voina frakce dihydrokodeinu v séru

kolisa v rozmezi 57-88 % (Skopp et al., 1999). V plazmé se na vazbé lédiv a
INL (opiatd) v nejvétsi mife podili albumin a kysely a-glykoprotein.

Obr. ¢. 3 Schéma transportu drogy z krevniho obéhu do slin (Hiackel a Hinecke, 1996)
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3.2.2.4.2 Davka a clearance INL i

Koncentrace INL v OT zavisi samoziejmé na aplikovaném mnoZstvi dané
latky, ktera je do slinnych Zlaz transportovana arterialni krvi. Cim vy3si je
koncentrace volné frakce latky v centrainim kompartmentu, tim vyssi je
pravdépodobnost transportu vétsiho mnoZstvi latky do slin. Proto byly zjistény

rozdily v detekci INL ve slinach po jednorazovém podani a pii chronickém
uzivani (Skopp et al., 1999). Také vyssi rychlost eliminace matefské INL a jeji
rychla transformace v méné lipofilni metabolity sniZuje mnozstvi INL, ktera
difunduje do slin. V koneéném disledku se snizuje doba, po kterou lze ve

slinach resp. OT danou latku detekovat.

3.2.2.4.3 Arteriovenézni diference




SZ jsou hojné zasobeny arteriaini krvi a jsou povaZovany za centralni
kompartment z hiediska farmakologie. Krev respektive plazma je odebirana ve
farmakokinetickych  studiich  pfedev&im z kubitalni  Zily, ktera nalesi
k perifernimu kompartmentu. Pozitivni arteriovendzni diference pro danou latku
by tak mohla mit vliv na vysledny koncentratni pomér dané INL mezi slinami a
plazmou (S/P) (Héackel, 1990; Hackel a Hanecke, 1993).

3.2.2.5 Faktory souvisejici s produkci a sloZzenim slin

= vazebna kapacita protein{i obsaZenych ve slinach
= enzymy piipadné metabolizujici danou latku
= pH slin a stimulace salivace

= oralni depozita INL

3.2.2.5.1 Vliv proteint obsazenych ve slinach

Ve slinach se nachazi minimum proteind, které maji vazebnou kapacitu
pro INL. MaZeme tedy jejich vliv na koncentraci volné frakce INL ve slinach
zanedbat (Kidwell et al., 1998).

3.2.2.5.2 Vliv enzymi

Po oraini administraci dihydrokodeinu byl v OT detekovan jeho N-
demetylovany metabolit. Jeho vznik je pfipisovan lokalni enzymatické
demetylaéni aktivité v ustni duting. V bukalni tkani potkantl byla lokalizovana
monooxygenasova aktivita, ktera ma vliv na metabolismus xenobiotik. Doposud
nebyla uvefejnéna prace, ktera by shrnovala informace o enzymové aktivité
lidské bukaini sliznice zasahujici do metabolismu navykovych latek (Skopp et
al., 1999).

3.2.2.5.3 Vliv pH slin a stimulace salivace
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Na transport INL do slin resp. OT a na jeji koncentraci ve slinach resp. OT
ma vliv pfedevdim pH vacinamim lumen a ve vyvodnych kanalcich SZ

v momentu sekrece.

Matematicky model popisujici koncentraéni pomér pro INL mezi slinami_a

plazmou_vzhledem k acidobazickym viastnostem INL. pH sfin, pH plazmy a

volné frakci INL ve slinach a plazmé (Matin et al., 1974).

Matematicky model je odvozen od Henderson-Hasselbalchovy rovnice.

PRO LATKY KYSELE POVAHY PLATI;

1 +10 (pHs-pKa) * fp

S/P = (1)

1+ 10 (pHp-pKa) » f

PRO LATKY BAZICKE POVAHY PLATI:

1+10 (pKa-pHs) * fp
SIP = (2)

1+10 (pKa-pHp} f,

Kde:

S...koncentrace INL ve slinach
P...koncentrace INL v plazmé

PK, ... pK; dané INL

pHs ... pHslin

pHp ... pH plazmy

fs ...volna (nevazana) frakce INL ve slinach
f5...volna (nevazana) frakce INL v plazmé
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V pfipadé uvedenych rovnic se povazuje pH plazmy za konstantni o
hodnoté 7,4. Vazebna kapacita proteint ve slinach je zanedbatelna, jak uz bylo
uvedeno v kap. 3.2.2.5.1, a proto fs je 1 (Hold et al., 1995). Z tohoto poznatku
vyplyva, Ze na pomeér S/P pro danou INL ma znadény vlivi mala zména pH slin.
pH slin bez pfedchozi intenzivni stimulace se pohybuje v rozmezi 6,2-7,4. Za
normalni situace maji tedy sliny nizsi pH nez plazma, proto je koncentraéni
pomér pro kyselé latky mensi nez jedna. Naopak pro bazické latky je hodnota
poméru S/P vétsi neZ jedna a lze tak pifedpokladat, Ze ve slinach resp. OT
mizeme stanovit vy58i koncentraci INL ( a tedy pfipadné i opiatl) s bazickym
charakterem.

'V piipadé intenzivni stimulace salivace nastava jind situace. pH slin je
pfimo Gamérné rychlosti sekrece slin (Paxton, 1979). Pii intenzivnéjsi stimulaci
salivace prochazeji sliny rychleji distalnim slinnym kanalkem, coZz vyvolava
zmény v transportu elektrolytd. Ve slinach, které jsou secernovany do oralni
dutiny, je potom ve vysledku vy3$i koncentrace sodnych kationtli a zejména
bikarbonatli. Pravé bikarbonaty maji hlavni podil na zvySeni pH slin. Pji
intenzivni stimulaci mGze hodnota pH slin vzrliist aZ na hodnotu 8,0 (Drobitch
and Svensson, 1992).

Je-li pK; bazické INL vét3l nez 8,5 a kyselé INL mensi neZ 5,5 nebo je-li
droga nejonizovand, potom ma pH slin pouze maly viiv na koncentraci INL ve
slinach.

Pro latky s pK, 5,5-8,5 se koncentraéni pomér S/P mlZe znadéné lisit,
protoZe se zde uplatiiuje efekt pH slin (Kidwell et al, 1998). Do této skupiny
latek se fadi pravé opiaty. V dusledku piedpokladaného vlivu pH a stimulace
salivace na koncentraci INL (opiatl) ve slinach bylo provedeno nékolik studii
(O'Neal et al., 2000).

3.2.2.5.4 Viiv orélnich depozit INL

Cone (1993) potvrdil na zakladé experimentd vliv oralnich depozit
parentni latky na koncentraci opiatll v oraini tekuting. Koncentrace heroinu a
ieho metabolitdl, 6-acetylmorfinu a morfinu byly znaéné zvysené v OT na rozdil

od koncentraci téchto latek v plazmé prvni hodinu po intranasalni aplikaci
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".he'.r'éi'nu, ‘Jenkins (1995) sledoval rozdilné koncentrace heroinu v OT po
'.i.n'tfaVe"nc')zni aplikaci a koufeni. Po koufeni se koncentrace heroinu v OT
- pbhybovaly v rozmezi 3534-20 580 ng/l. Po intraven6zni administraci byl rozsah
koncentraci heroinu pouze 6-30 ng/l. Autor pfipisuje rozdiiné koncentrace
o H’eroinu v OT pravé vlivu depozit této latky v dstni duting. V klinické studii, ktera
| _ 's'e'.-zabeaIa detekci kodeinu ve slinach po jeho perorainim podani, byla take
pdzdrovéna kontaminace vzorkd oralnimi depozity kodeinu. KoncentraCni
poméry S/P pro kodein u vzorkl odebranych 1-2 hod po podani latky byly
vysoké (O'Neal et al., 1999).

Tab. & 2 Koncentrace kodeinu v plazmé a oralni tekutiné a pomér S/P-dukaz oralni
kontaminace (O’Neal et al., 2000)

Cas (h) Koncentrace Koncentrace Koncentraéni
' kodeinu v plazmé |kodeinu v oralni|pomér pro kodein
(ng/ml,  primérna|tekutiné (ng/mil, | S/P (pramér)

5 hodnota) primérna hodnota)

0 ‘ 0 0 0

0,25 12 4129* 345

05 . - 38 | 1172* 31

1T - {37 480" | 13

20 134 1154* 4,5
14 18 160 3,3

8 5 [19 3.8

10 4 11 2,8
112 2 7 3,5

* evidentni vliv oralni kontaminace na koncentraci kodeinu v OT

3.3 Techniky odbéru slin respektive OT

Obecné Ize odbér slin resp. OT provést prostym odplivnutim do odbérové
nadobky, volnym odtokem slin/OT do odbérové nadobky, absorpci slin/OT na
odb&rovy material nebo odsatim slin/OT pomoci specialniho odbérového

zafizeni na principu vakuové pumpy.




Béznym a dost Castym jevem, se kterym se potykame pii odbé&ru slin/OT,
je ziskani malého objemu vzorku. Rychlost sekrece slin bez pfedchozi
stimulace je totiZ pouze cca 0,5 ml/ min. Castym problémem je i syndrom
suchych ust , dry mouth*, ktery byva vyvolan pfedevsim socialnimi zabranami
testovanych osob. Tento jev sniZuje salivaci, coZ ztéZuje odbér adekvéatniho
mnoZstvi vzorku (Samyn et al., 1999).

K dosaZeni adekvatniho objemu slin/OT pro vlastni analyzu Ize vyuzit
rizne typy stimulace salivace. V prvni fadé ize vyuZit mechanickych stimul.
Zvykani Zvykadky, pouZiti parafinového vosku, parafilmu ©, gumovych pasek
nebo kouskd teflonu mlZe stimulovat slinné 2lazy k sekreci 1-3 ml/min. PFi
pouZiti téchto stimulanich technik je doporugovano akumulovat sliny/OT
v Ustni dutiné az do doby, kdy se objevi potfeba polknuti. Tak Ize snaze odebrat
vétsi mnozstvi slin/fOT do odbérové nadobky. Testovana osoba by se méla
vyhybat opakované expektoraci. Tim je zabrané&no tvorbé bublin, které maiji vliv
na pH slin a pfipadné by tak mohly negativné ovlivnit koncentraéni pomér S/P
pro hledanou iINL (Mucklow, 1982).

Dalsi moznosti efektivni stimulace salivace je pouziti chutovych
stimulatord. Nejvice je vyuZivana kyselina citronova ve formé dropsti nebo
krystalkd. PouZiti chutového stimulatoru miZe zvysit rychlost produkee slin az
na 5 — 10 m/min (Vining a McGinley, 1985). Pro zvySeni sekrece slin po delsi
¢asovou periodu byl v nékterych experimentech pouzit parasympatomimeticky
pusobici pilokarpin. V davkach, ve kterych pilokarpin stimuluje salivaci, v8ak
plsobi fadu neZadoucich Gé&inkd, proto se s timto typem stimulace
v komerénich testovacich soupravach nesetkame (Samyn et al., 1999).
Stimulace salivace at chutova nebo mechanicka by neméla mit viiv na
koncentraci INL ve slinach a stimulatory by mély byt inertni vii&i stanovované
latce.

Pfi pouZivani nékterych stimuladnich technik a nékterych druh(
stimulator v praxi byl v8ak pozorovan jejich negativni viiv na objem
odebraneho vzorku nebo na transport INL do slin (Chang, 1978; O'Neal, 1999).

Pro usnadnéni odbéru oralni tekutiny byly vyvinuty nékteré techniky.
Odbérova souprava Salivette (Sarsted, Germany) je tvofena bavinénym
tampénem. Zvykanim tampénu Ize ziskat vzorek slin/OT o objemu 1 — 1,5 mi.
Centrifugaci tampénu v odbérové nadobce ziskame vzorek slin/OT k nasledné
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analyze (Haeckel et al., 1989). Bylo zjisténo, tento typ materialu muze
adsorbovat molekuly analytu, nebo poskytovat slozky interferujici
é immunoassays (Hold et al., 1995).

Jinou odbérovou pomickou je Omni - Sal device (Saliva Diagnosis System),
ktera je tvofena plastovou ty€inkou s absorpénim papirkem a patentovanym
indikatorem signalizujicim adekvatni mnozstvi naabsorbovaného vzorku OT.
Tyéinka je vioZena pod jazyk a absorbovany adekvatni objem vzorku je
signalizovan barevnou zmeénou indikatoru. Papirek se vzorkem je vioZen do
transportni zkumavky s pufrem a odeslan k analyze (Samyn et al, 1999).
Podobny system vyuziva i testovaci souprava Cozart Rapiscan System {(Cozart
Bioscience, V. Britanie).

DrugWipe Saliva Test (Securitec, Mnichov, Némecko) vyuZiva odbérové stérky
,wiping pin“ k odbé&ru vzorku slin/OT z povrchu jazyka. Odebrané sliny resp. OT
je pfenesena vymytim ze stérky ,wiping pin" pfimo na testovaci stripy. Pomoci
stérky ,wiping pin* se odeberou nejvyse 2 pl tekutiny a tento zplisob odbéru
zaruCuje velkou pfesnost. Na druhou stranu ale tento zplsob odbéru vede
k nedostateénému mnozstvi vzorku pro spolehlivé vysledky (Pichini et al.,
2002).

Schramm et al. (1990) vyvinui zafizeni pro odbér OT, které pracuje na
principu osmotické pumpy. Odbérova pomicka je tvofena vakem
ze semipermeabilni membrany, ktera nepropousti molekuly o vy$8i molekulové
hmotnosti. Uvniti vaku se nachazi osmoticky aktivni cukry. Po viozeni vaku do
Ust dochazi k ultrafiltraci OT. Vyhodou této metody odbéru je vyloudeni mucindl
a tim sniZeni viskozity odebraného vzorku OT a navic je sniZeno riziko
kontaminace vzorku krvi. Tim je vyloutena pfitomnost proteind plazmy
schopnych vazat stanovovany analyt ve vzorku. Nevyhodou ultrafiltrace je fakt,
Ze hustota odebrané tekutiny je velka diky piitomnosti cukr(, proto se pro uréeni
ékt_uélni koncentrace analytu ve vzorku pouziva korekéni faktor odvozeny od
hustoty odebrané tekutiny. Odbér je také pomémé zdlouhavy ve srovnani
s jinymi odbé&rovymi metodami.

Liang et al. (2000) vyvinul aspirator, ktery odsava OT z ustni dutiny.
Aspirator je sougasti Life Point Impact System, coz je novy typ kvalitativniho
testu vyuzivajiciho ROI ( tzv. ON-SITE TEST) pro prilkaz INV ve slinach resp.
OT (Foley et al., 2001).




' 3.4 On-site testy
'~ 3.4.1 Uvod

- Pro prikaz INL a tedy i opiath vOT lIze vyuzit ROl ve spojeni

' s chromatografii-ON-SITE testy. Snadna proveditelnost test(l a pomeérné rychly
odedet vysledkd (provedeni testu trvd nékolik minut) pfedurduje pouZiti téchto
testd pii silniCnich kontrolach nebo v detoxikacnich centrech. Tyto orientaéni
kvalitativni testy pro prilkaz INL ve slinach/OT nevyZaduji speciaini odbérové
techniky.

© Vsoudasné dobé se Ize setkat na zahraniénich trzich s fadou rychlych
orientaCnich kvalitativnich testl pro prikaz opiatd v oralni tekuting. Jedna se o
testovaci soupravy piedevSim americkych, britskych a némeckych vyrobcql.
Mezi tyto testy patfi napiiklad RapiScan Oral Fluid Drug Test (Cozart
BioScience Ltd.), DrugWipe (Securetec), OralScreen (Avitar).
Testy dle pouzité technologie umozZiuji detekei jedné nebo nékolika riiznych
skupin INL paralelné v jednom vzorku OT.

3.4.2 Princip on-site testt
Rychlé kvalitativni testy pro pritkaz INL v OT jsou zaloZeny na kombinaci

imunotechniky a  tenkovrstvé chromatografie (TLC). Pfesnéji se jedna o
pritokové lateraini chromatografické imunotesty.

Zakladem testil je reakce mezi antigenem (INL) a protilatkou proti chemické
“strukture INL.
Ag + Ab — komplex Ag - Ab

" Testy od riznych firem se [i§i typem provedeni. Obecné se jedna o
kompetici imobilizovaného konjugatu INL a INL piitomné ve vzorku o vazebné
misto na protilatce. Protitatky navazané na mikrogastice se bud pfidavaji
k testovanému vzorku pfed nanesenim na start testovaci karty nebo, a to u




IVét'léiny' testll pievaZuje, jsou protilatky naneseny jiz na imunochromatografické
'Qr'étv'é. Vzorek difunduje lateraini imunochromatografickou vrstvou. V piipadg,
3 'kdys' je ve vzorku pfitomna INL v koncentraci vy$&i nez je detekéni limit testu,
d'o'chézi k vyvazani protilatek proti dané INL. V tomto pfipadé nedochazi ke
- zba_'rveni linie vtestovaci oblasti. Nepfitomnost barevného precipitatu
| "v't'éstovaci linii poukazuje na pfitomnost testované INL ve vzorku OT. Je-li ve
vzorku koncentrace INL nizéi nez je detekéni limit testu, dojde k vazbé protilatek
na imobilizovany konjugat INL vtestovaci lini. Nasledné vznika barevny
pr.ecipitét v testovaci linii. Vznikié zbarveni vtestovaci lini nemusi vsak
signalizovat nepfitomnost INL ve vzorku OT( viz koncentrace INL ve vzorku pod
detekénim limitem testu). Protilatky proti strukturam INL jsou vétginou mysi
protilatky tridy IgG. Na testovaci karté je i kontrolni zéna. Vznik barevné linie
vkontrolni  zéné  signalizuje  kompletni  lateralni  difuzi  vzorku
imunochromatografickou vrstvou. V pfipadé, e barevna finie v kontrolni zéné
chybi, je test povaZovan za neplatny a je nutné ho zopakovat.

Cozart RapiScan Oral Fluid Drug testing System, OralScreen System
(Avitar), DrugWipe a DrugRead (Securitec) vyuZivaji protilatky znadené
koloidnim zlatem (Spiehler, 2001).

Niedbala et al., (2000) vyvinul ROI , ktera vyuZiva jiné znadeni protilatek.
Protilatky jsou znageny lanthanidovymi éasticemi, které absorbuji infracervené
zafeni a emituji zafeni ve viditeiné oblasti spektra (Up-Link Rapid Detection
System, OraSure Technologies, Inc., Bethlehem). Biologické matrice takto
nefluoreskuji. Protilatky zna&ené mikro&asticemi, obsahujicimi fosforeskuijici
latky, jsou ukotveny na chromatografické laterdlni membrangé a jsou
mobilizovany pii diftzi tekuté smési vzorku a pufru membranou. Vzristajici
koncentrace INLve vzorku sniZuje koncentraci voinych molekul protilatky, které
vtestovaci zéné reaguji s imobilizovanym konjugatem INL. K dispozici jsou
rizné typy fosforeskujicich latek, ktere emituji viditelné svétio o vinovych
délkach 475, 505, 550, a 720 nm. Tak lze oznadit soucasné vice protilatek

vjedné testovaci kazeté, ¢imZ je umoZnéna detekce nékolika typl INL

najednou. Test simultanné detekuje amfetamin, metamfetamin, PCP a opiaty
v OT.




" Onesite testy, které jsou vyuZity k defekci INL ve slinach/OT, by mély
""-"_.f;'-'dét.ekdvét pfimo hledanou INL, nebo by mély mit vyznamnou zk¥iZenou
"féakt'ivifd s parentni latkou a jejimi lipofilnimi metabolity.

'_ "'3.4.3 Konfirmace vysledki ziskanych analyzou OT pomoci on-site test:

Pro nizkou senzitivitu testl a pro rlznou specifiku testl jsou pfi

pozmvnich vysledcich zbylé vzorky OT zasilany do toxikologické laboratofe ke

konfirmaci senzitivngj$i analytickou metodou.
o -V nékterych zemich se vyZaduje kromé zbytku vzorku OT také vzorek
. 'moc“:i pﬁ'padné krve pro paralelni analyzu.

- Dostatecné senzitivni a hojné vyuZivanou konfirmaéni metodu je plynova

| chromatograf e ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). K dispozici jsou
: studle, kde bylo spojeni GC-MS vyuzito ke konfirmaci pfedepisovanych opiati
(J'onés et al., 2002), opiatl a metadonu (Moore et al., 2001), heroinu (Jenkins et
al., 1995). Vysledny testl jsou pouze orientadni, nenaznacuji nic o kvantité INL
Ve vzorku a o zpitsobu jejiho podani.

" 3.5 Opiaty v OT

3.5.1 Struéné pojednani o opiatech

Opium je suSena stava z nezralych makovic maku setého (Papaver
somniferum). Mezi alkaloidy obsaZené v opiu patfi napfiklad morfin a kodein.
Kromé- pfirodnich alkaloidll existuje fada syntetickych a polosyntetickych

~ derivati morfinu, které vykazuji podobnou farmakologickou aktivitu jako morfin.
Tato $irsi skupina latek nese oznadeni opioidy (opiaty).

Opiaty obecné plsobi vyrazné analgeticky. Dal&imi efekty na organismus
jsou ospalost, mioza, nevolnost, snizeni motility stfev a ve vy38ich davkach i
atlum dychani (Samyn, 1 999). Mezi oblibené INL opiatového typu patfi prave
opium, heroin, morfin, kodein a dalsi. Podani opiatl je moZné pfevazné

Infravenézné, popf. koufenim, Sfiupanim nebo peroralné. V Iékafské praxi se




L 6§.géw.ap!ikuji pfevazné pro titlum bolesti u t&2kych poranéni a zejména potom

* pfi 16&bé onkologickych onemocnéni.
. Opiaty podiéhaji v&tsinou rychlé metabolizaci a poskytuji Fadu spoleénych

'::mét"abblitﬂ', které se liSi svou liposolubilitou a tak schopnosti difundovat do slin.

i 352 Metabolismus opiatii

G -Nékteré opioidni metabolity jsou typické pro své parentni INL.
" 'Noroxykodon je typicky metabolit oxykodonu a 6-monoacetyimorfin je typicky

"météboiit- heroinu. Né&které dalSi opiaty jako jsou morfin, oxymorfon a

) -'_-_-:'.hyd_rbrh()rfon, mohou byt ve vzorku OT piitomny jako parentni INL anebo jako
o :rznété-b'olity parentnich INL a to kodeinu, oxykodonu a hydrokodonu. DileZity je

také fakt; Ze heroin, kodein a morfin sdileji spoleéné metabolity, coZz ztéZuje
intérp'retaci vysledkll z analyzy OT. Tak napfiklad ve vzorku identifikovany
‘morfin mize pochézet z riznych zdrojd. Zdrojem morfinu mi2e byt ablzus
' 'h'éroinu.: legaini &i nelegalni aplikace kodeinu nebo poZiti semen maku setého.
| Hefo’in- je metabolizovan v prvnim stupni na 6-monoacetylmorfin, ktery je
' nééledné ve druhém stupni deacetylovan na morfin. Kodein je metabolizovan na
hofkodein, ale pfiblizné z 10% podléha hydrolyze na morfin. Semena maku
B séfého obsahuji malé mnozZstvi kodeinu ale i morfinu. Tyto latky mohou byt také
potenciaing zachyceny pfi screeningu v OT.

. Syntetické opioidy propoxyfen a meperidin formuji demetylované
metabolity norpropoxyfen a normeperidin. Norpropoxyfen vykazuje pouze 25%
farmakologické aktivity parentniho propoxyfenu. Normeperidin ma pfiblizné 50%
~analgeticky Géinek oproti meperidinu, ale vykazuje navic excitaéni Gdinek na
CNS a mlze vyvolavat kieée (Fishman et al., 2000).

3.5.3 Pfehled nékterych provedenych analyz opiati ve slinach/OT

- Nejstarsi imunotechnika v kombinaci s TLC pro prilkaz opiatll ve slinach,
resp. v OT byla pouzita jiz v 70. letech minuiého stoleti. Leute et al. (1972)

- stanovovali ve slinach koncentrace methadonu a morfinu a porovnavali je




ntraceml téZze latek vmocli. Koncentrace latek se v jednotlivych

M.orf n byl detekovan ve slinach po aplikaci heroinu (Cone, 1993; Jenkins
1994; Moore et al., 2001; Piekoszewski et al., 2001).

ydromorfon byl konfirmovan ve slindch pomoci GC-MS s vyuZitim
: me oximinoveho derivatu (Jones et al., 2002).
Gk " Kodein byl detekovan ve slinach s pomérem S/P= 3,3 (Kim et al., 2002).
'O’Nea{:.. et al. (1999) informoval ve své studii o primérmném koncentraénim

pomeruSlP ( sliny/plazma) pro kodein, S/P=3,7+/-0,28. Koncentrace kodeinu

:.."".byly stanoveny vrozmezi 2h az 12h po oralni administraci 30mg kodeinu.

o Neal navrh¥ Ze by koncentrace kodeinu ve slinach mohla byt vyuZita

k odhadu plazmatickych koncentraci kodeinu prostfednictvim poméru S/P.
ff-": O'Neal (2000) detekoval kodein v 15 z 22 vzork 24h po oralnim podani 30mg

:""-"_:'_'roztokU kodein fosfatu. Kodein byl detekovan pouze v 20-40% vzorkl OT

_odeb_rane pomoci absorpénich tampand.

. Jehanli et al. (2001) ve své zpravé uvadi, Ze s vyuZitim odbérové a

| .'_t'e's_toifaci soupravy Cozart RapiScan, byl ve slinach tfech dobrovolnikil z péti

i ' det_iakOVén kodein 24h po oralnim aplikaci 16mg kodeinu. Tyto pozitivni vysledky

" "byfy' kbnﬁrmovény pomoci GC-MS, cut-off koncentrace byla 5 pg/l. Klinicka

o 'SenZitivita pro kodein byla 91% a klinicka specifita pro kodein byla 98%.

~ VOT byly detekovany dald] opiaty a opioidy, vydavané na lékafsky

o predpls Detekovany byly napiiklad hydrokodon, oxykodon (Jones et al., 2002),

“dihydrokodein (Skopp et al., 2001) a fentanyl (Silverstein et al., 1993).

~ Fernandes, Moore, Jehanli a Sitaram (TIAFT, Prague 2001) testovali
'viorky OT na pfitomnost folkodinu, ktery byl testovanym osobam podavan per
| _:' __Qs_'_-v chronickych davkach. K testovani byl pouzit laboratorni test na principu
: :_ﬁ "'énzymoimunoanalyzy a dale Cozart Rapiscan Oral Fluid Opiate Test. Pomoci
| '_On"--"site testu Cozart Rapiscan Oral Fluid Opiate Test byl folkodin detekovan ve
'vz’qrcich OT jesté 6 dni po davkovaci periodé, na rozdil od detekce s pouzitim
~ on-site testu byl folkodin detekovan pomoci laboratorni enzymoimunoanaiyzy ve
vzorcich jedtd 12 dni po davkovaci periods.




o :"._""'Met'adon vykazuje , morphine- like* i8inky a to i pres odli$nou strukturu

":”'_'.ve srovnam s morfinem a byva fazen mezi opiadty. Pouziva se pfi detoxikaéni

i 4 terapli u zavislych na heroinu pro zmirn&ni abstinenénich pfiznaki.

: '.;::'_':__"'-_'Wolf et-al. (1991) na zakladé provedenych experimentd navrhl, e by

S koncentrace metadonu ve slinach/OT mohla byt vyuZita k odhadu plazmatické

""'-.'..'-".k'c_jfncérftrace metadonu a tim k monitorovani uZivani metadonu napfiklad

3 :'\)“deykaci terapii Dobrovolnici z centra iéby drogové zavislosti poskytli vzorek

: OT odpllvnutlm do plastové nadobky pred aplikaci denni davky metadonu. Pfed

odberem vzorku byla stimulovana salivace. Koncentrace metadonu v plazmé a

_'shnacthT byla stanovena pomoci HPLC. Pfi provedeni linearni regrese byl

zpsten korelacni koeficient 0,8. Koncentraéni pomeér pro metadon S/P byl 1,3.

e :_ Bermejo etal. (2000) informoval o vlivu pH slin na S/P pro metadon. Pii rozmezi

pH slin 5,0-7,0 byl priimérmy koncentracni pomér S/P pro metadon 3,7 (n=10).

B "_Moore et al. (2001) detekoval metadon ve slinach klientl detoxikaéniho centra

pomocn Cozart RapiScan Saliva kvalitativniho testu. Ke konfirmaci bylo vyuzZito

spOJem ‘GC-MS. GC-MS potvrdilo 37 pozitivnich vysledk( z 37 pozitivhich

"Vf(sle'dkﬂ zjistenych kvalitativnim testem a 34 negativnich vysledkd z 34

negativnich vysledki zjisténych kvalitativhim testem.

- 3.5.4 Cut-off koncentrace ve slinach resp. OT pro opiaty pii vyusiti
kvalitativnich analytickych testd, senzitivita a specifita

Protoze koncentrace opiatl a jinych INL ve slinach resp. OT neni stabilni
a zavisi na celé fadé fakiorl, je doporudeno vyuZivat cut-off koncentrace ve

_s!__i;r_jécthT spiSe nez stanovovat absolutni koncentrace jednotlivych latek. Je-ii

yx'_rs!_é_dek kvalitativniho orientaéniho testu pozitivni, Ize usuzovat na pfitomnost
' d.a__n__é-_ drogy nebo jejino lipofilniho metabolitu ve vzorku. U nékterych ROI se Ize

setkat se zkfiZzenou reaktivitou latek podobajicich se svou strukturou testované

i_NL. ZkiiZzena reaktivita sniuje specifitu testu pro danou latku a maze vést
k faleSné pozitivnim vysledkim na piitomnost dané latky.

Si'WW“AE&” spravné pozitivni v /(spravné pozitivni v+falesné negativni v)
S ecifita testu= spravné negativni v l(spravne negativni v+falesné pozitivni v)
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[T;= Vysledek
. Centra pro drogové zavislé v USA vyuzivaji pfi aplikaci ON-SITE cut-off
o 'kb'h.ce_ntra_ce ve slindch pro ekvivalenty morfinu 40pg/l a pfi konfirmaci cut-off

: .kon__c':éntrace pro morfin 40pg/l, pro kodein 40 ug/t a pro 6-monoacetylmorfin 4
o pg/i'('substance Abuse and Mental Health Administration-SAMHSA, 2000).

= United Kingdom vyuziva v pfipadé konfirmace cut-off koncentrace pro
._'f_":opléty 15 ughl, pfi vyuziti kvalitativniho testu Cozart RapiScan Oral Fluid Test
o _ _For Oplates je cut-off koncentrace pro opiaty 30 pg/l ( Spiehler et al., 2001).

o Laboratornl test na detekci opiatd v OT (Intercept, OraSure Technologies,
' -3-.':'_:_'._'::'Beth!ehem USA) pouzivéa cut-off koncentraci 10pg/l ve zfedéné oralini tekutiné.
Byla ‘nalezena korelace s vysledky, které byly zjistény pii analyze modi u
 stejnych uZivatels heroinu (Niedbala et al., 2001). 15min po poziti 5,2-40g
géfhen' maku setého byly ve slinach detekovany opiaty, 1h po poZiti semen byly
:jIZ vysledky negativni. 6-monoacetylmorfin nebyl detekovan ve slinach.
s On site test UPLink System (OraSure Technologies,Inc.) byl testovan pro
| ' zp_stenl spec;ﬂty a senzitivity. Pfi cut-off koncentraci 40ug/l morfinovych
R '_ é’ki\iiyé-léhtﬁ byla senzitivita pro opiaty (porovnano s vysledky z GC-MS analyzy)
2% a specifita 84% (Niedbala et al., 2001). U testu byla detekovana zkfizena
-:_'QI_:;"_'_.fé'a:k'ﬁv'ita' ' 87% s 6-monoacetylmorfinem, 73,7% s diacetyimorfinem, 60%
o 5"s kodemem hydrokodonem, hydromorfonem a 30-40% s oxykodonem,

i oxymorfonem a normorfinem.

. Cut-off koncentrace u Cozart RapiScan Oral Fluid Drug Testing System

- (_C_c__j_:é_art _BioSc.ience Ltd, Abingdon, UK) byla navrzena 10 pg/l ekvivalenti

morﬁnu ve ziedéné oralni tekutiné a 30 g/l ekvivalentdl morfinu v nefedénych

-'::_':'S'li'riébh" Protilétka pouZivana vtomto testovacim systému zkfiZzené reaguje

s morﬁnem 6-monoacetylmorfinem, heroinem, dihydrokodeinem a kodeinem.

_*_; 3 :Pozmvm vysledky na piitomnost opiatl ve slinach byly potvrzeny v 18 vzorcich
; '--3'z 22 pomom GC MS (Moore et al., 2001).

R COOper et al. (2004) detekovali opiaty ve slindch pomoci
_::';::__sem:kvantltatlvnlho testu Cozart Microplate EIA. Cilem studie bylo urcit

charaktensﬂky dané testovaci soupravy a ohodnoceni jeji vhodnosti k analyze
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'b'p'iétti' v OT. Vzorky OT byly odebrany pomoci odbérové soupravy Cozart

: 'RapiScan Collection System od 216 osob zafazenych v detoxikaénim

' “programu. Tyto osoby podléhaly pravidelnému drogovému monitoringu.

Vzdfky byly analyzovany pomocl enzymoimunoanalyzy a vysledky byly
: kdnﬁfrriovény pomoci GC-MS. 109 vzork( z 216 celkovych vykazovalo pozitivitu

pro opiaty. V porovnani s GC-MS byla senzitivita testu Cozart Microplate EIA

' -99,1% a specifita 94,4%. Ve studii byly testovany také vzorky s potencialnimi
nezadoucimi piimési, které by mohly eventualné interferovat s immunoassays
nébo Z'rznych pfigin znemoZnit provedeni testu. Byl testovan napfiklad
hemoglobin, dZus, zbytky potravy. Nebyly zjistény vyznamné zmény ve
| vﬁélé&ciéh analyzy po pfidavku pfimési. U testu byla také Zjisténa pfijatelna

" zkiizena reaktivita pro parentni drogy a jejich metabolity nalezené v OT.

Kacinko et al. (2004) porovnavali kvalitativni test RapiScan Oral Fluid
Drug Test (Opiates CRS) se semikvantitativnim testem Cozart Microplate EIA
Opiate Oral Fluid Kit (Opiate ELISA) a s GC-MS. Po kontrolované chronické
oralni administraci kodeinu (60mg/70kg nebo 120mg/70kg) dobrovolnikim byla
orélni tekutina analyzovana pro kodein a jeho metabolity norkodein, morfin a
normorfin. Celkem bylo odebrano 1273 vzork. Morfin a normorfin nebyly ve
vzorcich detekovany. 26,5% vzorkl bylo pozitivnich pro kodein a 13,7%

pozitivnich pro norkodein.

Obr. & 4 Senzitivita, specifita a efficiency Cozart RapiScan Oral Fluid Drug Testing
System v porovnani s Cozart® Microplate EIA Opiate Oral Fluid Kit na riznych hladinach
cut-off koncentraci opiatii v oralni tekutiné (Kacinko et al., 2004}
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(a) Senzitivita = true positive / (true positive + false negative)*100
(b} Specifita = true negative / (true negative + false positive)*100
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(C) Efﬁciency=ﬁéinnost = (true positive + true negative) / (true positive + true
- ‘negative + false positive + false negative)*100
(d) Screening cut-offs (ug/l) bézné uZivané ve Velké Britanii pro testovani
~ opiatl v oralnich tekutinach
_-_;'__.';:.::(e) Doporu¢ena cut-off (40 pg/l) koncentrace pro screening opiatovych
_ | . * metaboliti v oralnf tekuting v USA (Substance Abuse and Mental Health
o j___séw_'ic'es-SAMHSA)

_'-:Na zaklade vysledkll analyzy byla porovnavana specifita, senzitivita a

: ':':'Q:'-"efF iciency- (ucmnost) kvalitativniho testu Opiate CRS ve srovnani s Opiates

.:"'-".ELISA .a'j GC MS na rlznych hladinach cut-off koncentraci INL a jejich

..'3'__'_;____..-:.-'3__"metabohtu

4. EXPERIMENTALNI CAST

41 Parametry studie

411 Cilova skupina projektu

o " Problematika vyuZiti extralaboratornich testl kombinujicich ROl s TLC se
dotyk_é prakticky cele populace Ceské republiky, zejména lidi ve vékovém
. gpz_rn_gzi 14_—_60 let.V popfedi zajmu se nachazi monitoring markerli nejcastéji u

._nés'_:s_e_ _Vyskytuj.icich INL — opiaty, kannabinoidy, amfetaminy a méné &asto

B V_}:{_s:kytuj_ici se kokain. VyuZiti on-site testl je spojeno zejména s problematikou

 tykajici se screeningového testovani ablzu INL pfi silnidnich kontrolach, na

pracovistich, v monitoringu socialné problémovych ob&an( a také miadeze na

- gkolach.

442 'N'abidka on-site testd na nasem trhu

B | Na Zeském trhy byly k dispozici v dobé projektu pouze dva vyrobky a to
_So_'ubrava' SalivaScreen 5 Test SYNTRON BIORESEARCH (dale jen




§_‘I,’i_\lIB.Qﬂ) a Saliva Screen Vi, ULTIMED (dale jen ULTIMED). Dodavatelem
t‘é'steril SYNTRON je firma Dynex, s.r.o. Praha a znatky ULTIMED je
: é’po=leénost JK-Trading, s.r.o. Karlovy Vary. V dobé& programu se jiné soupravy

‘na deském trhu nepodafilo zajistit.

 Obr. & 5 souprava SYNTRON

Prevzato ze stranek ﬁ Dyn. --p.l/sop.dynex.cz

| Pfc?"_dal§i faze projektu bylo nasledné zakoupeno 100 kus( souprav od kazdého

vyrobee.

' 413 Vybér vhodného souboru osob pro testovani zakoupenych soupray

| K tfestovani analytické Gcinnosti zakoupenych souprav byl vybran
: statisticky reprezentativni vzorek cilové populace. Do projektu byly zahrnuti
nekten kltenti Detoxika¢niho centra, poraden pro toxikomanie a dal$f pacienti,

| _zejmena Z Onkologické kliniky.

4.1.4 Cileny odbér vzorkil k analyze

 Od vybranych skupin osob, viz pfedchazejici odstavec, byly postupné

o dde'b'rény dvojice vzorki slin a moéi v prib&hu mésich leden - zafi 2004. Jiz od

"'.f_:_'-_'pocatku probihaly soucasné analyzy odebranych vzorkd slin a modéi pomoci

:_'f_-_'lnstrumentalnlch screeningovych metod EMIT (Enzyme Muitiplied Immuno
'-J-Tt_e_chmque) a konfimace pomoci GC/MS (Gas Chromatography/ Mass




- spectrometry). Cilem této analyzy bylo zajistit vybér pozitivnich vzork{ v celé

. '&ifi detekovatelného koncentraéniho rozmezi dle intralaboratornich detekénich

limitth GC/MS metodik (Standardni operaéni postupy Ustavu kiinické biochemie

: a diagnostiky, k dispozici u Dr. Vofiska). Konfirmované pozitivni vzorky slin byly

:'?f"_'_‘_f':iémi‘aieny na -70° C. Nasledné tyto vzorky byly pouZity k testovani

iakoupenych imunochemickych souprav.

" 4.1.4.1 Odbér slin / OT

o = otevien! zkumavky, kterd je opatfena uzavérem, uvolnitelnym kyvavym

| pohybem, uvnitf zkumavky je vale¢ek s uvolnitelnym odb&rovym tamponem

"« viozeni absorpéniho tampénu do dst vySetfované osoby, syceni tampénu

 slinami/OT po dobu jedné minuty (Inekousat)

= vyjmuti tamponu se vzorkem slin/OT a uloZeni do valeéku a nasledné do
zkumavky, uzavieni zkumavky uzavérem a nasledny transport k analyze

4.2 Hodnoceni imunochemickych testovacich souprav

'4.2.1 Nabidka vyrobkii na éeském trhu
viz kapitola 4.1.2

4.2.2 Spektrum litek detekovatelnych jednotlivymi  testovacimi

soupravami

4.2.2.1 Souprava Syntron
Amfetaminy (AMP)

“Cocaine (COC)
Marijuana (THC)
Opiates (OPI)




- Phencyclidine (PCP)

4.2.2.2 Souprava Ultimed
Opiaty/ Morfin (OPI)

'. Marihuana (THC)

Cocain/Benzoylecgonine (COC)

Methadon (MAD)

Methamphetamin (MET)

Pozn. : Pievzato z teského navodu pfiloZeného distributorem k soupravam

44"'!‘.3 Testovani a porovnani_souprav Syntron a Ultimed na vybranych

realnych__ pozitivnich vzorcich, vcelém rozsahu detekovatelnych

koncentraci (tj. od detekéniho limitu referenéni metody vyse) . slin a mode

osob uvedenych v kapitole 4.1.3

Pro korelacni (praktické) vyhodnoceni monitorovaci Gc¢innosti souprav, tj.

échOpnosti testu prokazat abdzus INL, bylo shromaidéno 62 vzorkd slin,

pozitivnich na nékterou ze skupin navykovych latek, a k nim odpovidajici pocet

vzqu_ﬂ_ moci. Navic bylo analyzovano 13 prokazatelné anamnesticky

negativnich dubletl vzork( slin a moéi pro ovéfeni specifity orientagnich test.

Soucasna analyza obou télnich tekutin slouzi ke Zjisténi analytické U&innosti

kvalitativnich testovacich souprav vpraxi. Zde tento kvalitativni parametr

nazyvame monitorovaci Gicinnost souprav.

S ohledem na farmakokinetiku vétsiny testovanych INL a na jiz zavedené

osvédcené bioanalytické metody je zde analyza modi referenéni metodou a
- vysledky analyzy ve slinach jsou nasledné k té vztahovany.

" Vysledky v této fazi studie jsou velmi dillezité pro rozhodovani o zavedeni
 souprav v praxi,




B

—Kalkulace parametru monitorovaci (éinnosti Ex monitor :

Eﬁmonitor= (NrastaI+ P, -'EfP sal)/ ( NrestaI"' P, refP sal T P rBstaI+ NrefP sal)
Kde:

PretPsal j& shodny pozitivni vysiedek v modi a slinach : PP

NrefNsat j& shodny negativni vysledek ve slinach a modi : NN

PreiNsai negativni vysledek orientadniho testu ve slindch, pozitivni vysiedek
v mogi : PN

NreiPsal j& pozitivni vysledek rychlotestu ve slinach, negativni vysledek v moéi :
NP

4.2.4_Spravnost analyzy pomoci zakoupenych souprav
Zjistovali jsme miru shody mezi referenéni GC / MS ve slinach/OT s vysledky

kvalitativnich testll ve stejné tekutiné.

4.2.5 Uréeni specifity, senzitivity a G¢innosti souprav bez vztahu k rozdilné

farmakokinetice latek ve slinach/OT a v moéi

Byly testovany analyticky pfesné definované vzorky slin/OT s presné piidanym

mnozstvim analytil.

Celkovy podet souprav k testovani vzork( se standardnimi piipravky:
SYNTRON-25

ULTIMED-25

4.2.5.1 Priprava vzorki se standardnimi pfidavky analytd

Standardni mnozstvi daného analytu bylo pfidano ke slinnému blanku.
Materialem pro pfipravu vzorkdl v této asti studie byly kontroini a standardni

materialy firem Alltech, Inc. a Varian.




5L2-_Vzbrky slin se standardnimi pridavky

_Tab. &. 3 Vzorek 1 se standardnim pfidavkem

;v_zorek____.. o

1

_analyt

kodein

- [ Koncentrace analytu v ng/mi

390

Pocet provedenych testti

15

Di_fefence od hodnoty cut-off
[

Tab &. 4 Vzorek 2 se standardnim pfidavkem

| vzorek

2

analyt

kodein

| Koncentrace analytu v ng/mi

210

Pocet provedenych test(

5

Diference od hodnoty cut-off

[

-30

- Tab &. 6 Vzorek 3 se standardnim pidavkem

vzorek

3

analyt

morfin

amfetamin

Koncentrace analytu v ng/ml

52
52

Pocet provedenych testtl

5

Diference od hodnoty cut-off

(%) |

+30u

+73s, +4u

g '_l_'gb. €. 6 Vzorek 4 se standardnim pfidavkem

vzorek

4




| analyt morfin

| amfetamin

[Koncentrace analytu v ng/ml | 28

28

Pocet provedenych testl 5

.Difen.'ence od hodnoty cut-off | -30, -7s
(%) -44u

.Tab. é. 7 Vzorek 5 se standardnim pfidavkem

vzbrek |15

anaiyt benzoylekgonin

amfetamin

Koncentrace analytu v ng/ml | 26

26

Poget provedenych testd 15

D_iference od hodnoty cut-off | +30u, -13s

R 481

Tab. &. 8 Vzorek 6 se standardnim pfidavkem

vzorek 6

| analyt benzoylekgonin

amfetamin

S _ '_Ko’ncentrace analytu v ng/ml | 14

14

i Poletprovedenych testt |5

__'Diference od hodnoty cut-off | -30u, -53s
(%)

-48u




A : Tab. &. 9 Vzorek 7 se standardnim pfidavkem

[vzorek . 7

analyt morfin

benzoylekgonin

amfetamin

Koncentrace analytu v ng/mi | 40
: 40
| 40

Pocet provedenych testli 5

___D.i_fere_nce od hodnoty cut-off | +33s, +33u

(%) +100u, +33s

-28

Kde:
1 je poget provedenych testd

‘dif cut-off je kladna nebo zapoma diference koncentrace analytu v procentech
od prahové hodnoty

s je cut-off SYNTRON
u’je cut-off ULTIMED

4.25.3 Vypoéet senzitivity,specificnosti a uéinnosti testovanych
imunochemickych souprav

Vypoéty byly provadény dle v praxi pouZivanych vztah(:

‘Specifita = (TN)(TN+FP)
Senzitivita = (TP}/(TP+FN)
Utinnost = (TN+TP)/(TN+TP+EN-+FP)

4.2.6 Provedeni kvalitativniho imunochromatoqrafického testu

. Postup dle navodu prilozeného k testovaci karté
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e Aplikace slin do startovaciho okénka pomoci jednorazove pipety (2-3 kapky)

e Pribéh testu zpravidla 5-10 min

e Vizualni odeclet vysledki

Pritomnost INL ve vzorku slinfOT je signalizovana nepfitomnosti barevné
precipitacni linie v mistech ukotveného konjugatu INL na testovaci karté. Test je
neplatny v pripadé chybéni barevné precipitaéni linie v kontrolni zéné!

e Konfirmace vzork( senzitivni analytickou metodu (GC-MS)

4.2.7 Konfirmace vysledki imunochromatografického testu ve slinach

Ke konfirmaci vysledki ziskanych kvalitativnimi testy jsme pouZili
instrumentalni metodu-plynovou chromatografii ve spojeni s detekci pomoci

hmotnostni spektrometrie (GC-MS).

B Parametry GC-MS:

Systém GC-MS: Magnum Finnigan MAT ( dnes firma ThermoElectron, Inc.)

Injektor: Lauber injektor

Autosampler: A200S, Finningan MAT

Pumpa: turbopumpa PFEIFFER TP 4/4, 020-065, vykon 60 [/ min
GC kolona: ZB1ms; délka 30m; sila vrstvy stacionarni faze 0,25 mm

Stacionarni faze: 100 % dimethylpolysiloxan

Teplotni program pro GC:

70 °C; 1 min

70 °C — 200 °C pfi 30 °C/min (teplotni gradient)

200 °C - 260 °C pfi 8 °C /min (teplotni gradient)

260 °C 28 min

Derivatizatni __Cinidlo pro opiaty: PFPA - pentafluorpropionylanhydrid,

derivatizaci vznikaji pentafluorpropionylanhydrylové derivaty

Metoda ionizace: Elektron Impact — elektronova ionizace

Rychlost skenu: 5 yScans

Celkova doba trvani analyzy: 35 min

Monitoring hmot:
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morfin - 414, 119, 267, 268, 577, 578, 430
kodein — 282, 266, 267, 268
6-monoacetylmorfin - v dlsledku rychlé metabolizace ve slinach prakticky neni

pfitomen

4.2.8 Konfirmaéni analyza opiatu, predev§im morfinu a kodeinu, pomoci
GC-MS v modi

Zde byla provedena analyza vzorkd mogi, které byly odebrany spolu se vzorky
slin/OT.

V modi detekujeme pfedevsim metabolity opiati.

B Dekonjugace:

Dekonjugace byla provedena pomoci enzymu beta-glukuronidazy (lyofilizat

enzymu z plze Patella vulgata).

e Ke 2 ml vzorku mo€e pfidano 200 pl octanového pufru pH 3,8 a 1 ml enzymu
e Vzorek inkubovan s enzymem pii 60 °C po dobu 2 hod

e Po zchladnuti ke smési pfidany 2 ml 0,1M fosfatového pufru pH 6

e Promichani smési ve Vortexu a centrifugace po dobu 5 min pfi 3000 ot./min

e Po skonéeni centrifugace upraveno pH smési na 6

» Extrakce:

Vakuovy extraktor firmy Supelco
SPE-extrakce na pevné fazi, kolonky MP3 - katexy s C18 (Varian, Inc.)

e Nejprve provedena kondicionace kolonky pomoci 200 pl metanolu

e Nasledné proplachnuti kolonky 200 pl fosfatového pufru 0,1M pH 6

e Na kolonku naneseny 2 ml dekonjugovaného vzorku

o Kolonka propiachovana 500 pl destilované vody, 500 pi 0,1M kyseliny octové
a 500 pl metanolu
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e Suseni kolonky pfi vakuu 10 -20 palctl po dobu 7 min

e Odpojeni vakua a vyména zkumavky

e Aplikace 2 ml eluéniho &inidla (ethylacetat : metanol: amoniak v poméru
8:2:0,2) na kolonku

o VoIné odkapani eluatu do nové zkumavky

e Odpafeni eluatu pfi 45 °C v atmosfére dusiku

e Derivatizace pomoci 100 yl PFPA pfi 70 °C po dobu 45 min

4.3 Vysledky hodnoceni imunochemickych testovacich souprav

pfi analyze opiata

4.3.1 WMonitorovaci Gcinnost testovacich souprav na zakladé porovnani

s vysledky referenéni analyzy modéi

V tabulkach 10 a 11 nalezneme piehled vychozich vysledk{l (absolutni

Cisla) porovnavani testovacich souprav s referenéni GC / MS analyzou.

Data ztabulky slouZi k naslednému vypoctu monitorovaci Gcéinnosti

imunochemickych testovacich souprav, viz kap. 4.2.3.

Tab. €. 10 Vysledkové dublety pro soupravu SYNTRONM
PP PN NP NN | INV
OPIATY 5 121 2 41 2

Tab. €. 11 Vysledkové dublety pro soupravu ULTIMED
PP PN NP | NN INV

OPIATY 10 9 3 40 0
Kde vyznam zkratek viz kap. 4.2.3 a INV = invalidni vysledek, tzn. nedoslo ke

vzniku precipitatu v kontrolni zoné.




Tab. &. 12. Monitorovaci analyticka G&innost souprav (%)

Eff monitor Eff monftor ULTIMED
SYNTRON (%) (%)
OPIATY 77 81

4.3.2 Hodnoceni spravnosti analyzy pomoci imunochemickych souprav

Tab. & 13 Mira shody (%) mezi referenéni metodikou GC/MS a kvalitativnimi testy pfi
detekcei INL ve stejné télni tekutiné, tj. spravnost analyzy pomoci rychlotesti

SYNTRON ULTIMED
OPIATY 96 96

4.3.3 Specificnost, senzitivita a G¢innost testovanych analytickych
soupray

Tab. €. 14 Souprava SYNTRON

Celkovy pocet testl 100
TP 28
TN 48
FP 12
FN 12
INV | 0

SR 78
FR 24
specifita 80 %
senzitivita | 70 %
Géinnost 76 %

Tab. €. 15 Souprava ULTIMED

Celkovy pocet testu 125

-39.




TP 55

TN 70

FP 0

FN |

INV

SR 100
FR 0
specifita : 100 %
senzitivita 100 %
ucinnost 100 %

Kde,

TN...spravné negativni vysledek

TP...spravné pozitivni vysledek

FP...falesné pozitivni vysledek

FN...fale$né negativni vysledek

SR...celkovy pocet spravnych vysledkil

FR...celkovy pocet nespravnych vysiedki

INV...invalidni vysledek = neplatny ( prouZek v kontrolni zoné se neobjevil)

Vypoctet senzitivity, specifity a GCinnosti byl proveden dle vztahi
uvedenych v kapitole 4.2.5.3.

Absence testu na amfetamin u soupravy Syntron vedla k rozdilnému
poctu vysledkl. Souprava Ultimed umoZiiuyje souéasné testovat pfitomnost
metamfetaminu a jeho metabolitu amfetaminu, ale pfidavané smésné standardy
obsahovaly pouze amfetamin. V dobé pribéhu studie byl také nedostupny

standard nékterého z metabolitd kannabisu.

4.3.4 Deklarované hodnoty cut-off (ng/ml) od vyrobce testovacich souprav

pro opiaty

Tab. €. 16 SYNTRON

latka cut-off koncentrace (ng / ml)
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morfin

30

Tab. é. 17 ULTIMED

latka

cut-off koncentrace (ng/ml)

morfin

40
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5. DISKUZE

Vsech cilll, které byly stanoveny na po&atku studie, bylo dosaZeno. Zjistili
jsme, Ze nabidka kvalitativnich testd kombinujicich ROl a TLC na Gzemi
Ceské republiky je v porovnani s jinymi staty Evropské unie a Spojenymi staty
americkymi nedostateénd ( viz kap. 3.4.1 a 4.1.2). Na pocatku 21. stoleti bylo na
svétovém trhu k dispozici 12 testovacich souprav komerénich i prototyptl a Ize
predpokladat daldi vyvoj nejenom v kvantité ale i kvalité téchto test pro detekai
INL ve slinach resp. OT (Verstraete, 2005).

Na zakladé vS8eobecného zajmu o vyuZiti téchto diagnostickych seti
v praxi se da pfedpokladat, Ze by se na éeském trhu mohly do budoucna objevit
i dalSi testovaci soupravy od rliznych firem.

Z hlediska hodnoceni analytickych parametril dvou zakoupenych souprav
se podafilo zajistit statisticky vyznamny soubor vzork{ slin. Kvalita projektu byla
jednoznacéné dana mnoZstvim testovanych jedinci a moZnosti selektivniho
vybéru pozitivnich vzork( (viz kap.4.1.3 a 4.1.4). Na zakladé tohoto fizeného
vybéru vzorkil jsme dosahli objektivniho hodnoceni analytickych parametrd.
Byla také zkracena doba projektu, protoZe testovani konfirmaéné pozitivnich
vzorkil redukovalo v praxi velmi bézny jev, a to vyrazné vy3si podil negativnich
vzorkd testovanych toxikologickou laboratofi.

Podivame-li se na samotné vysledky testovani, miiZeme konstatovat, Ze
v pifipadé monitorovaci U&innosti, tzn. schopnosti prlkazu ablzu opiatd,
vykazuje souprava Syntron horsi vysledky nez souprava Ultimed (viz Tab 13.).
K nizsim hodnotam monitorovact tginnosti u soupravy Syntron piispiva také pfi
testovani pozorovany jev a to problematicka absorpce vzorku slin na
chromatografickou vrstvu. Snizend a nedostate¢na absorpce vzorku slin/OT na
chromatografickou vrstvu zvy3uje riziko neadekvatni reakce antigen-protilatka a
tim mbze ovlivnit vznik precipitatu. V porovnani se soupravou Syntron disponuje
souprava Ultimed lep§i odbérovou casti.

Dale pii testovani senzitivity, specifity a analytické G&innosti souprav za
pouZiti slin se standardnimi pfidavky, jejichz koncentrace ve vzorcich byla
volena dle deklarovanych a obecné pfijimanych cut-off hodnot, dosahuiji
vysledky pro jednotlivé testované analyty sto procent v pfipadé pouZiti soupravy
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Ultimed. Vysledky dosaZené pfi testovani analytické Gcinnosti, specifity a
senzitivity souprav za pouziti standardnich pridavkl jsou vyrazné horsi u
soupravy Syntron (viz Tab. 15, Tab. 16).

Hiavni vyhodou a pfednosti detekce pfitomnosti INL ve slinach je
pfedeviim neinvazivnost celého postupu pii odbéru slin/fOT. VySetiovana osoba
mizZe poskytnout vzorek slin resp. OT pod dozorem vysetiovatele a tim je
vylou¢ena moznost alterace testovaného vzorku. Vzorky v pfipadé testovani
fidicéd motorovych vozidel mohou byt odebrany kratce po incidentu (Verstraete
et al., 2005). Koncentrace INL ve slinach koresponduje s koncentraci nevazané -
frakce INL v plazmé a odpovida i farmakologickému G¢inku INL. Euforie po
podani heroinu se objevuje rychle a odezniva béhem hodiny od jeho aplikace.
Euforie koresponduje s farmakokinetickym profilem heroinu v krvi a ve slinach.
Miéza zplsobena heroinem se objevuje 15 minut po koufeni nebo jeho
intravendzni a pfetrvava az 4 hodiny. Koncentraéni profii morfinu a 6-
monoacetylmorfinu, které jsou metabolity heroinu, vkrvi a ve slinach
koresponduje s nastupem a trvanim miozy (Jenkins et al., 1994).

Odbér slin/OT mize byt komplikovan na zakladé typu prevaZujiciho
neurovegetativniho vlivu v momentu provadéni tkonu (viz kap. 3.1.3.2). Nékteré
leky a patologické stavy mohou inhibovat sekreci slin, a proto je velmi obtizné
ziskat dostateéné mnoZstvi materialu pro analyzu (viz kap. 3.1.3.4). Také prosté
odplivnuti (odslinéni} do odbérové nadobky miZe pro nékteré osoby
pfedstavovat dyskomfort a urité socialni zabrany, které ve vysiedku mohou
vyustit ve sniZzenou sekreci slin a v pocit sucha v Gstech.

Dalsim faktem je, 2Ze koncentrace INL ve slinach/OT odpovida
koncentraci volné frakce INL v plazmé. INL maji Casto kratky biologicky poloc¢as
v plazmé a jsou rychle metabolizovany a exkretovany z téla, a proto je lze ve
slinach detekovat jen po relativné kratkou dobu. Oproti moéi nebo potu maiji
plazma a sliny kratké detekéni okno. Uvadi se, Ze doba, po kterou lze detekovat
parentni latky a jejich metabolity ve slinach, je cca 12-24 haodin po aplikaci
(Cone, 1993). INL nebo jejich metabolity v moci a potu jsou detekovatelné po
dobu nékolika dni nebo i mésicl. Pri prikazu INV nebo jejiho metabolitu v modi
lze soudit, Ze latka byla aplikovana 2-3 dny pred testovanim (Wolf et al., 1999).
Ve vlasech Ize INL nebo jejich metabolity stanovit dokonce i nékolik let po
aplikaci v zavislosti na délce viasl. Obecné se pfedpoklada, Ze INL Ize
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detekovat v plazmé a ve slinach od vstupu do krevniho obé&hu az do doby rovné
pfiblizné ¢&tyfem biologickym polodasim dané latky s ohledem na konkrétni
detekeni limit zvolené analytické metody.

Toennes et al. (2000) vySetfovali fidiCe podezielé ze zneuZiti navykovych
latek. Subjektim byl odebran vzorek krve, moci a OT. Sérum, OT a moé byly
pote testovany na pfitomnost INL. Analyza THC, amfetamin( a opiatli v moéi
byla provadéna prostfednictvim Mahsan Combi/DOAY-testu, vséru byly
analyzovany latky pomoci immunoassays a sliny/OT byly analyzovany pomoci
systemu GC-MS. Accuracy ( piesnost) v korelaci mezi detekci INL vOT a
v séru pro v8echny substance byla vétsi nez 90%, mezi detekci INL v OT a
vmodi s vyjimkou THC taktéZz vétsi nez 90 %. Bylo zjisténo, Ze stanoveni
koncentrace INL v OT je vhodngjSi nez v modi na zakladé korelace se
symptomy ablzu INL a s analytickymi daty ziskanymi v séru.

Bennett et al. (2002) porovnavali pfesnost metod kvalitativniho testovani
OT a modi pfi screeningu ablzu INL. Byla-porovnavana senzitivita a specifita
on-site testll pro testovani vzorkll OT a moéi odebranych za stejnych podminek.
On-site testy pro detekci INL v oralni tekutiné a vmodéi byly porovnavany
s pfesnéjsi laboratorni analyzou moéi stejnych vzork(l. Testovani bylo
provadéno u 157 drogové zdvislych osob, 89% zavislych na opiatech, 73%
muzl, 85% ve véku od 20 do 35 let. Jako on-site testy byly vyuZity SYVA ETS
test pro mocovou analyzu a Cozart RapiScan Oral Fluid Drug Test System pro
testovani slinfOT. Komparativni laboratorni mocova analyza byla provadéna
pomoci techniky microplate enzyme-immunoassay. Senzitivita testovani OT a
mocove analyzy byla pro opiaty 91% resp. 91% a pro metadon 91% resp. 94%.
Specifita testovani oralni tekutiny a mocové analyzy byla pro opiaty 78% resp.
67% a pro metadon 90% resp. 95%. Zavérem bylo potvrzeno, Ze testovani OT
je pfesné jako moc€ova analyza pfi detekci pfitomnosti opiatl a pii detekci
absence metadonu.

Na zakladé znalosti distribuce INL ve slinach a moéi a znalosti jejich
degradace v organismu je tfeba doporudit pouZiti orientadnich rychlych testi,
kombinujicich imunotechniku a tenkovrstvou chromatografii pro INL ve slinach
resp. v OT zejména v pfipadech posouzeni aktualniho stavu testované osoby.
Vyjimky [ze pozorovat u latek, I&Civ, které testovana osoba uziva chronicky ve
vy8Sich davkach jako napfiklad v pfipadé chronické administrace
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dihydrokodeinu (Skopp et al., 2001). Na zakladé znalosti farmakologickych faktd
by se méla osoba provadéjici test vyvarovat zbyteéného pouziti orientaéniho
testu a piipadné chybné interpretace negativniho vysledku testu.

Na mnozstvi INV, ktera difunduje z plazmy do slinnych zlaz, ma vliv cela
fada faktorl, které jsou uvedeny vkap. 3.2.2. Soucasnym pulsobenim
jednotlivych faktor(t na transport INL do slin je ovlivnén koncentraéni pomér S/P
pro danou INL. Tento pomér se miiZze diky plisobeni mnoha rliznych faktor( lisit
od teoretického poméru kalkulovaného dle upravené Henderson-Hasselbachovy
rovnice.

O'Neal et al.(2000) sledovali rozdilné koncentrace kodeinu ve slinach pii
riznych hodnotach pH a vysledné koncentraéni poméry S/P (sliny/plasma)
porovnaval s teoretickymi S/P pro kodein pfi stejnych hodnotach pH. Vzorky slin
byly odebirany do inertni polyetylénové zkumavky a u kazZdého vzorku byio
zji§téno pH. Na zakladé méfeni koncentraci kodeinu v plazmé a ve slinach byl
proveden vypotet S/P. Hodnoty koncentraénich pomérh S/P pfi pH=6,0 nebyly
tak velké, jak pfedpokladal matematicky model. Teoreticky pomeér S/P pro kodein
pfi pH slin=6,0 je 20, pfi pH slin=7,0 pouze 2,3. Experimentem zjisténé hodnoty
koncentraéniho poméru S/P byly pii pH=6,0 4,7; pfi pH=7,0 3,4 a pfi pH=8,0
pouze 1,8. Pokles hodnot S/P pii zméné pH nebyl tak dramaticky, jak
predpokladal matematicky model, ale byl zde demonstrovan soucasny vliv vice
faktor(i na pfestup analyzované latky z plazmy do siin.

Mezi jednotlivymi testovacimi soupravami jsou zfejmé rozdily v technice
odbéru vzorku OT, které muzZou mit také vliv na vysiednou koncentraci
testovaného analytu ve slinach, resp. OT. Nékiefi analytici se zabyvali adsorpci
INL na odbérovy material, jejich recovery a absorpci OT na odbérovy material a
jeji vytéznost (O’Neal et al., 2000; Crouch et al., 2004). VytéZznost OT byla u
nekterych odbérovych souprav v rozmezi 50-90%.

Tab. €. 18 Objemy oralni tekutiny ziskané riznymi odbérovymi soupravami (Crouch et al.,
2004)

Parametr Salivette |intercept |Finger |ORALscreen |Hooded
col. col.
Objem
] 1,86 0,82 1,62 1,76 1,69
odebrany(mi)
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Objem

.., 1148 0,64 1,34 0,58 0,30
| navraceny(mi)
% VytéZznost |83 78 |77 33 18

Kacinko et al. (2004} porovnavali senzitivitu, specifitu a efektivitu testu
Cozart RapiScan pfi riznych koncentracich analytu ve vzorku OT. Na zakladé
experimentl bylo zjisténo, Ze s fedénim vzorku OT klesa senzitivita testu.

Techniky , se kterymi se Casto setkdvame, umoZiuji odbér vétdiho
objemu vzorku. Zisk vétsiho objemu vzorku je umoznén celou fadou rGznych
stimulatord (viz kap. 4). Jejich pouziti s sebou oviem nese také jista rizika. U
parafilmu © byla zjisténa silna adsorpce vysoce lipofilnich molekul (Chang,
1976). Nejvétsi vliv na koncentraci opiatll ve slinach/OT ma v3ak chemicka
stimulace za pouZiti kyseliny citrénové (O'Neal et al, 2000). Kysela chuf
stimuluje tvorbu slin, a tak ziskdme adekvatni mnoZstvi vzorku pro analyzu. Jiz
v kap. 3.2.2,5.3 jsem uved|, Ze na koncentraéni pomér S/P pro latky s pKa= 5, 5
~ 8, 5 ma velky vliv zména pH slin. Do této skupiny latek se fadi pravé opiaty.
Stimulace kyselinou citrénovou sice vede ke zvy$eni rychlosti produkce slin, ale
zaroveri plsobi zmény ve sloZeni iontd v sekundarnich slinach, které se
dostavaji do Gstni dutiny. Zejména dochazi ke zvySené sekreci bikarbonati, coz
vede ke zvySeni vysledného pH slin. Slabé bazické latky (opiaty) tak z{stavaj
ve slinnych Zlazach a nepfechazi ve vétS$im mnoZstvi do slin. Bikarbonaty
funguji jako pufry a koriguji pH slin po pfidani kyselych latek. Kyselina citrénova
je slaba kyselina a jeji pfitomnost ve slinach nevede k vyraznéj§imu sniZeni pH
slin.

Sledovani vlivu rliznych typl stimulace salivace pfed odbé&rem vzorkd
k analyze na koncentraci kodeinu ve slinach bylo sou&asti studie O'Neala
(O'Neal, 2000). Salivace byla stimulovana mechanicky, Zvykanim Zvykacky, a
chutove, pomoci kyseliny citrénové. Kontrolni vzorky byly odebirany pouhym
odslinénim do polyetylénové zkumavky. Koncentrace kodeinu
v nestimulovanych slinach byla vy$$i nez ve slinach, které byly odebirany po
stimulaci. Na zakladé vysledkd O'Neal zhodnotil, 2e pii kyselé stimulaci doslo

k nejvetsi produkei slin (1-5 ml/min), ale zaroveri byly ve slinach naméfeny
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nejmensi koncentrace kodeinu. Kysela stimulace tedy v nejvétsi mife negativné
ovliviiuje detekci kodeinu.

Fernandes et al. (TIAFT 2002, Paris, Proceedings P18, August 2002)
sledovali vliv riznych typU odbérd slin a viiv kyselé stimulace na koncentraci
kodeinu ve slinach a jeho detekci pomoci kvalitativniho testu. Odbér by
proveden pomoci prostého odplivnuti slin do odbérové nadobky a také pomoci
Cozart Rapiscan Oral Fluid Collection Device. Sliny byly analyzovany pomoci
Cozart Rapiscan Oral Fluid Drug Testing System. Cast vzork( slin byla
analyzovana po odbéru urychleném stimulaci salivace pomoci slabé kyselych
tablet Salivex. Neby! prokazan viiv stimulace salivace pomoci slabé kyselych
tablet na detekci kodeinu ve slinach pomoci kvalitativhiho testu Cozart Rapiscan
Oral Fluid Drug Testing System.

VSeobecné neni doporu¢ovano pouzivat pro testovani INL ve slinach
testy s protilatkami vytvofenymi specialné pro detekci analytd v moéi. Protilatky
metabolity matefské latky. Do slin se ale transporiuji pouze parentni INL,
pfipadné jejich lipofilngjSi metabolity. Takové testy maji tedy nizsi specifitu pro
detekci INL ve slinach. DalSim faktem je to, Ze testy pro analyzu v moéi jsou
nastaveny na vys$i cut-off hladinu koncentraci testovanych latek, metabolitd,
nez jsou koncentrace latek ve slinach/OT. ZvySuje se tak pravdépodobnost
velkého poctu fale$né negativnich vysledk(l pfi analyze vzork( slin (Samyn et
al., 1999).

Pro spravny pribéh imunochemické reakce na chromatografické vrstvé
je nezbytné, aby byl aplikovan dostatecny objem vzorku slin/OT na startovaci
linii. Pri niZ8ich objemech testovaného vzorku se zvySuje riziko alterace
precipitaéni reakce. V pfipadé nasi experimentalni ¢asti byla souprava Syntron
citlivda viéi objemu aplikovaného vzorku slin diky problematické absorpci na
chromatografickou vrstvu. Osvédcila se nam technika, pfi niz byly testovaci
desky vmirné svislé poloze (startovaci misto je vySe neZ opacny konec
testovaci chromatografické vrstvy). Spravny pribéh testu indikuje vznik
precipitacni linie v kontrolni zéné. V této zoné jsou ukotveny protilatky proti
nékterym tfidam imunoglobulini (IgG). V piipadé, kdy se neobjevi precipitat
v kontrolni zéné, povaZujeme test za neplatny. Odecet vzniku precipitacni linie
vnasi do interpretace vysledkl testu urCitou nejistotu. Hodnoceni zrakem je
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velmi subjektivni, zaleZi na rozli$ovaci schopnosti jedince. V pfipadech nizsi
koncentrace INL ve vzorku mizZe byt precipitacni linie slaba a ne kazdy &lovék,
ktery test odecCitd, ji okem zachytl. Tak existuje riziko odeéteni falegna
negativniho vysledku.

Nekteré testovaci soupravy jsou vybaveny odeéitacim zafizenim, které
minimalizuje riziko chybné interpretace vysledku testu. Zafizeni pracuje na
principu reflektometrie (reflektance svétia) a vysledky jsou pievadény do
numerické podoby, ¢imZ je hodnoceni testu objektivizovano. Prvni testovaci
soupravou, ktera disponuje zafizenim na elektronicky odedet vysledkl, je
Cozart Rapiscan System (De Giovanni et al., 2002).

Testovaci souprava Life Point Impact System eliminuje negativni viivy
obecné pouZivanych technik odbéru na koncentraci INL v OT. Test se
vyznacuje vysSsi senzitivitou a piijatelnou zkfizenou reaktivitou mezi podobnymi
chemickymi strukturami. Sliny jsou odebirdny pomoci patentované metody
zaloZzené na principu aspiratniho zafizeni, které je pouzivano napfiklad
dentisty. Sliny kontinualné protékaji do testovaci cely. V cele se nachazeji
jednatlivé testovaci drahy. V kazdé testovaci draze se nachazi imobilizovana
protilatka proti chemické struktufe uréité skupiny INL, ktera je asociovana
s fluorescenéné znafenym analogem INL. Jsou-li ve slinach pfitomny INL,
dochazi k vytésnéni znadeného analoga INL z vazby na protilatku. Znadeny
analog postupuje klaserovému detektoru. Intenzita fluorescenéniho signalu
odpovida mnozstvi INL v odebraném vzorku slin ( Foley et al., 2001).

Problém pfedstavuje riizna senzitivita a specifita testll pro jednotlivé
analyty. Protilatky pouZivané pii precipitaénich reakcich jsou namifené proti
urCitym Castem molekul, které jsou spoleéné pro nékterou skupinu latek (pro
parentni latku i jeji metabolity).

Zkfizena reaktivita matefskych latek a jejich metabolitt, fada
interferujicich viivil, faktory ovliviiujici transport drogy do slin a v neposledni
fadé rozdily v kvalité mezi jednotlivymi testovacimi soupravami omezuji pouziti
techto rychlych on-site testd pouze pro kvalitativni prikaz abtzu INL. Rada
opiatdl se v organismu pfeméfiuje na stejné metabolity (viz kap. 3.5.2). Pro
kvalitativni prikaz opiatl ve slinach je tedy vhodna uréita zkiizena reaktivita
lipofilnich metabolitd. Na druhou stranu nemliZeme viak vradé pfipadt

jednoznaéné konstatovat, jakou konkrétni latku opiatového typu si testovana
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osoba aplikovala. Pozitivni vysledky téchto kvalitativnich testd je nutno
konfirmovat ve specializovanych toxikologickych laboratofich dostateéné
citivymi a pro dany analyt specifickymi analytickymi metodami. Tak [ze
konfirmovat pozitivhi nalez INL ve slinach, popfipadé detekovat jeji metabolity
v moci. Pfi konfirmaci vysledkl orientaénich testl se béziné pouZiva plynova
chromatografie s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (viz kap. 3.4.3).

Zavedeni rychlych kvalitativnich testl v praxi 2 podminky jejich pouZivani
pro prikaz opiatt ale i jinych INL ve slinach by mély byt patii¢né oSetfeny
legislativou. Zakon by mél definovat situace, za kterych mohou byt testy
opravnéné pouzity, postup provadéni testu, nasledny postup pfi pozitivité testu
a samozfejmé by méla byt definovana osoba, kterd ma opravnéni test provadét
(Verstraete et al, 2005).

Nedavno Substance Abuse and Mental Health Service (SAMHSA) v USA
publikovala ve federalnim registru navrzené piedpisy/pravidla pro zahrnuti
oralni tekutiny do federalniho Workplace Drug Testing programu (2004). Tyto
pfedpisy/pravidla vznikly/a na zakladé nékolika roc¢nich studii zaméfenych na
hodnoceni presnosti, vhodnosti a uzite¢nosti testovani OT na pfitomnost INL.
Vydané piedpisy specifikuji postup provedeni odbéru a viastniho testu pro
dosahnuti co nejpresnéjsich vysledkd. V roce 2001 spojené staty publikovaly
Guidelines for Testing Drug Under International Control in hair, sweat and
saliva. Tento dokument odrazi toxikology akceptovanou hladinu presnosti pro
kvalitativni testy detekujici INL v OT.

Vdnesni dob& se zda byt nejvétsi uplatnéni rychlych kvantitativnich
orientaénich testdl pro detekci opiatl a jinych INL ve slinach zejména v oblasti
kontroly silniéniho provozu. Odbér slin je neinvazivni, vysiedky testu Ize odedist
za 10-12 min a vSe [ze provadét v piitomnosti testované osoby. Vedle béZného
dechoveho testu, provéfeni fyzického a psychického stavu testované osoby by
se mohly kvalitativni on-site testy stat béznou soucasti silniénich kontrol.

Testy s technikou odbéru bez pouZiti stimulace kyselinou citrénovou, s
hygienickym a komfortnim odbé&rem oralni tekutiny, minimalizaci fedéni vzorku
OT a pfipadné se zafizenim umozZnujicim digitalni odecet vysledkl by mohly byt
nejvhodnéj§im nastrojem pii screeningu ablzu INL u FfidiCh pfi silninich

kontrolach.
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Na pFelomu 20. a 21. stoleti vzniki z podnétu EU program ROSITA study
(Roadside Testing Assessment), jehoZ cilem bylo ohodnotit vyuZiti komeréne
dostupnych kvalitativnich on-site testli anebo prototypd pfi silnicnich kontrolach
v ruznych zemich EU (Verstraete, 2005). Pfi studii byly pozorovany rozdily mezi
kvalitami jednotlivych testovacich souprav (rozdily v senzitivité a specifité testd
pro jednotlivé skupiny latek). V nékterych pfipadech se nepodafilo odebrat
dostateCné mnozstvi slin pro kvalitativni analyzu a pfipadnou néaslednou
konfirmaci pozitivnich vysledka.

V letech 2003 — 2005 probihala dal$i studie zabyvajict se ohodnocenim
vyuzitelnosti kvalitativhich on- site testlt pro pritkaz INL ve slinach pii silniénich
kontrolach nebo na policejnich stanicich (ROSITA 2). V Sesti evropskych
zemich ( Belgie, Francie, Finsko, Némecko, Norsko a Spanélsko) a péti zemich
USA byly testovany nové on-site testy a vysledky ziskané témito testy byly
nasledné porovnavany s vysledky, které byly ziskany analyzou slin, plazmy
pomoci laboratornich ELISA testll a plynové chromatografie. V dnedni dobé
jesté neni k dispozici zprava, ktera zahrnuje celkové vysledky ROSITA 2 studie.
Predbézné zavéry ale hovoii jasné o vhodnosti on-site testd pro prikaz opiatii
ve slinach, resp. oralni tekutind. U testu Toxiquick byla prokazana znacna
fale$na pozitivita pfi detekci opiatd, odbér slin byl nehygienicky a nedostate¢ny
co se tyCe objemu vzorku a navic bylo vizualni odecitani vysledkl velmi
problematické (Biermann et al., 2004).

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, ktera
slouzi ke konfirmaci vzork(l slin resp. OT pozitivnich na piitomnost nékterych
INL, si vyZaduje odbér dostatecného mnozstvi vySetfovaného materialu.
V mnoha studiich, které byly provadény v pfedchozich letech, se vyskytl pravé
problém odbéru nedostateéného mnozstvi OT. Nedavno védedti pracovnici
vyvinuly konfirmaéni metodu LC-MS/MS, kterou lze detekovat vice nez 20
riznych typl INL v 250 pl OT. Touto metodou byly stanovovany i koncentrace
opiati v OT (Mortier et al., 2002).
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6. ZAVER

Na zakladé znalosti farmakokinetiky a transportu opiatl do slin, Ize vyuZzit
sliny jako alternativni material pro prikaz jejich abtzu.

Testovani slin pro prikaz abuzu navykovych latek je zatim rozSifeno
pfevazné v zapadnich zemich EU a USA. K analyze v terénu se vyuzivaji rychlé
orientac¢ni imunochromatografické testy, tzv. ON-SITE testy. V nasi zemi neni
zatim nabidka téchto kvalitativnich testl Siroka. Momentalné je jistym
problémem i pomérné vy3si cena testovacich souprav. On-site testy Ize vyuZit

pro kvalitativni prikaz opiatl ve slinach.

Na koncentraci opiatll ve slinach, resp. vtestovaném vzorku oralni
tekutiny maji vliv jednak vlastnosti testovacich souprav véetné technik odbér(i a
na druhé strané také faktory, které oviiviiuji transport opiatd do slin. Jednotlivé
testy se lisi svou specifitou a senzitivitou. Senzitivitu testu ¢asto snizuje vizualni
odecet vysledk(. Je nutné, aby byly pozitivni vysiedky konfirmovany specifickou
analytickou metodou s dostateé¢né nizkym limitem detekce a pripadné i
kvantifikace. Vhodné by bylo vyuzivat napfiklad pravé pfi silniénich kontrolach

testy, které disponuji zafizenim na digitalni odecet vysledki.

Pro obhajeni $ir§iho vyuZiti tohoto druhu testll v praxi je potfeba provést
vice studii zamérenych na analyzu vzorkl slin potencionalnich uZivatell drog ve
véech cilovych oblastech ( fizeni pod vlivem navykové latky, monitoring
compliance a abstinence u drogové zavislych, epidemiologické studie, kontroly
zaméstnancl, screening abidzu drog u skolni mladeze). Tak zjistime, zda
testovani slin pro priikaz ablzu navykoveé latky je pro praxi pfinosem.

Do budoucna by bylo vhodné dale monitorovat nabidku rychiych
orientaénich testd na ¢eském trhu, pfipadné provést otestovani analytickych

parametr( nové nabizenych testovacich souprav.
Studie zaméfene na pripravu specifi¢téjSich imunoassays a vyvoj
kvalitnéjsich technik odbéru slin by mohly byt do budoucna pfinosem pro

zkvalitnéni orientaéniho testovani ablzu opiatd ve slinach.
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V pfipadé testd nabizenych na (zemi Ceské republiky v dob&
experimentu se na zakladé experimentu osvédcila souprava Ultimed jako

vhodnéjsi orientaéni imunochromatograficky test pro pritkaz opiatd ve slinach

nez souprava Syntron.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

INL.......... ilegalni navykova latkaly
OT........ oralni tekutina

ROI......... rychlé orientacni imunotechniky
TLC......... tenkovrstva chromatografie

GC-MS......plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
ON-SITE test...rychly orientacni kvalitativni test kombinujici imunotechniku

s tenkovrstvou chromatografii
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