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Streszczenie

Paznokcie obok wloséw sg materiatem biologicznym, ktérego analiza daje mozliwo$¢ potwierdzenia przyjecia kseno-
biotyku nawet po kilku miesigcach od ich zazycia. Wyniki analizy paznokci moga by¢ wykorzystane np. jako dowdd
w sprawach z zakresu prawa cywilnego i karnego, w ktérych fakt zazywania narkotykéw w przesztosci moze wplynaé
na decyzje sadu.

W pracy przedstawiono wyniki badan prébki paznokei pobranej od mezczyzny, ktéry byt podejrzany o handel kokaing
i wprowadzenie jej do obrotu. Me¢zczyzna przyznal sie, ze narkotyk posiadal na wtasny uzytek, poniewaz jest uzaleznio-
ny od kokainy. Analiza paznokci metodg chromatografii cieczowej z detektorem mas (LC-ESI-MS) wykazala obecnoé¢
kokainy w stezeniu 47 ng/mg oraz benzoiloekgoniny w stezeniu 14 ng/mg.

Stowa kluczowe: kokaina, benzoiloekgonina, LC-ESI-MS, paznokcie rak.

Abstract

Nails and hair are a biological matrix which can be analyzed to confirm the use of a xenobiotic even several months
after intake. Results of nail analysis can be used, for example, as evidence in civil and criminal law cases in which a his-
tory of drug use can influence the court’s decision.

The paper presents results of analysis of a nail sample taken from a man who was suspected of trafficking cocaine. The
suspect pleaded guilty to the possession of the drug for his own use because, as he claimed, he was addicted to cocaine.
A nail sample was taken. Detection and quantification were carried out using liquid chromatography-mass spectrom-
etry (LC-ESI-MS). The concentration of cocaine in nails was found to be 47 ng/mg, and benzoylecgonine - 14 ng/mg.

Key words: cocaine, benzoylecgonine, LC-ESI-MS, fingernails.
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Wstep

Badania prowadzone przez wielu autoréw [1-12]
dowodza, ze paznokcie s3 cennym materialem bio-
logicznym w toksykologii sadowej. Paznokcie obok
wloséw s3 materialem biologicznym, ktérego ana-
liza daje mozliwo$¢ potwierdzenia przyjecia kseno-
biotyku, nawet po kilku miesigcach od jego zazycia.
W przypadku wloséw, majac na uwadze tempo ich
wzrostu, kazdy centymetr zawiera informacj¢ na
temat mniej wiecej miesiecznej ekspozycji na kse-
nobiotyk. Paznokcie rosng wolniej. Sredni dobowy
przyrost ptytki paznokciowej kciuka wynosi 0,1 mm
na dobe, przecigtnie 0,5-1,2 mm na tydzien, nato-
miast paznokcie u nég rosng 0,03-0,04 mm na dobe
[6]. Tempo wzrostu zalezy od wielu czynnikéw,
w tym m.in. od wieku, plci, diety, pory roku. Proces
przenikania ksenobiotykéw do paznokci przebiega
kilkoma drogami [6]. Najwazniejsza z nich jest wbu-
dowywanie zwigzkow w strukture paznokcia z krwi
podczas dzielenia si¢ komdrek w macierzy. Ponadto
ksenobiotyki osadzaja si¢ w dolnej czesci plytki pa-
znokcia podczas przeplywu krwi przez tozysko pa-
znokcia. Wnikajg réwniez z toju i potu [6].

Wyniki analizy paznokci moga si¢ okazac¢ uzy-
teczne wowczas, gdy zachodzi konieczno$¢ udziele-
nia odpowiedzi na pytanie, czy dana osoba zazywala
narkotyki badz leki w przeszto$ci. Moga by¢ wykorzy-
stane jako dowod w sprawach z zakresu prawa cywil-
nego i karnego, w ktérych fakt zazywania narkotykow
w przeszlosci moze wplyna¢ na decyzje sadu [12].

Niewatpliwg zaleta tego materiatu biologicznego
jest to, ze pobieranie paznokci jest nieinwazyjne, a ich
przechowywanie i transport nie wymagaja szczegol-
nych warunkéw. Ponadto paznokcie nie ulegaja ta-
kim zmianom rozktadowym jak krew czy mocz.

Podczas analizy paznokci mogg si¢ pojawi¢ trud-
noéci w interpretacji wynikéw, ktére zwigzane sa
przede wszystkim ze zjawiskiem kontaminacji pro-
bek. Dlatego przed przystapieniem do wlasciwej ana-
lizy probki paznokcie musza by¢ poddane procedurze
usuwania zanieczyszczen z ich powierzchni. W tym
celu najczesciej stosuje sie kilkukrotne ptukanie od-
powiednio dobranym rozpuszczalnikiem, zwykle di-
chlorometanem [2, 12] lub metanolem [4, 5, 13].

Ze wzgledu na niska stabilnos¢ kokainy w §rodo-
wisku zasadowym [5, 14] istotne znaczenie podczas
izolacji tego zwigzku z materiatu biologicznego ma
odpowiedni dobdér pH $rodowiska ekstrakcyjnego.

Introduction

Studies by many authors [1-12] have shown that
nails are a valuable biological material in forensic
medicine. Similarly to hair, nails are a biological
matrix which can be analyzed to verify the use of
a xenobiotic even several months after intake. Con-
sidering the hair growth rate, every centimetre of
hair contains information about the exposure to
a xenobiotic over a period of approximately one
month. Nails, however, grow more slowly. The aver-
age growth rate of the thumb nail plate is 0.1 mm
a day, and between 0.5 and 1.2 mm a week. In con-
trast, toenails grow at an average rate of 0.03-0.04
mm a day [6]. The nail growth rate depends on mul-
tiple factors including age, sex, diet and season of
the year. Xenobiotics penetrate into nails by several
mechanisms [6]. The main one is the incorporation
of substances into the nail structure from blood dur-
ing cell divisions in the matrix. Xenobiotics also be-
come deposited in the lower part of the nail plate
during blood flow through the nail bed. They pen-
etrate from sebum and perspiration, too [6].

Results of nail analysis can be useful in situa-
tions that require determining whether a person has
previously taken narcotics or medications. They can
be used as evidence in civil and criminal law cases
in which a history of drug-taking can impact the
court’s decision [12].

A definite advantage of this biological material
is the fact that nail sampling is a non-invasive pro-
cedure, and the storage and transport of nails do
not require any special conditions. Furthermore,
nails are not susceptible to decomposition processes
which affect blood or urine.

The analysis of nails can give rise to difficulties
with the interpretation of results, related predomi-
nantly to potential sample contamination. This is
why before undertaking the analysis proper, nail
samples must undergo a procedure of removing
contamination from the surface. To this aim, sam-
ples are washed several times with a properly se-
lected solvent, usually dichloromethane [2, 12] or
methanol [4, 5, 13].

Due to the low stability of cocaine in alkaline
environments [5, 14], it is crucially important to
ensure an appropriate pH of the extraction environ-
ment during the isolation of cocaine from this bio-
logical material. As shown in literature, in order to
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Jak wynika z danych literaturowych, w celu powta-
rzalnej ekstrakcji paznokcie poddawano enzyma-
tycznej hydrolizie przez 16 h w temperaturze 40°C
[11]. Stosowana byta réwniez hydroliza kwasna
20,1 N HCl przez 16 h w temperaturze 56°C [12] lub
z 37% HCI przez 30 minut w temperaturze 100°C
[2]. Po etapie hydrolizy, kokaing i jej metabolity izo-
lowano z prébki z uzyciem ekstrakeji ciecz—ciecz
przy pH 8-9 [2, 12] oraz ekstrakeji do fazy stalej
[2-5, 11, 13].

Dotychczas do oznaczania kokainy i benzoiloek-
goniny w paznokciach wykorzystywano chromato-
grafie gazowa sprzezong z detektorem mas (GC-MS)
[2-5, 12, 13]. W niniejszej pracy do oznaczenia ko-
kainy i jej metabolitu wykorzystano chromatografie
cieczowy sprzezong ze spektrometrem mas z joniza-
cja przez elektrorozpylanie (LC-ESI-MS).

Opis przypadku

Mezczyzna zostal zatrzymany pod zarzutem
handlu kokaing i wprowadzenia do obrotu znacznej
ilosci tego narkotyku, za co grozita mu kara pozba-
wienia wolnosci do lat 10. Broniac si¢ przed tym
zarzutem, mezczyzna o$wiadczyl, Ze regularnie od
3 lat zazywa kokaing. Aby zweryfikowa¢ jego zezna-
nia, pobrano od niego probke paznokci (nie bylo
mozliwo$ci pobrania prébki wloséw) w celu prze-
prowadzenia badan majacych potwierdzié, czy jest
uzalezniony od kokainy.

Materiat i metody
Odczynniki

Substancje wzorcowe kokainy, benzoiloekgoni-
ny, amfetaminy-D5 o stezeniu 1 mg/ml pochodzily
z firmy Cerilliant (Texas, USA). Metanol, acetoni-
tryl, chloroform, izopropanol, heptan, kwas triflu-
orooctowy (TFA) zakupiono w firmie Sigma Al-
drich (St. Louis, USA).

Jako standard wewnetrzny podczas oznaczania
kokainy i benzoiloekgoniny stosuje si¢ deuterowane
analogi kokainy czy benzoiloekgoniny [3-5, 11-13].
Jednak w niniejszych badaniach napotkano na trud-
nosci w doborze standardu wewnetrznego. Analiza
ekstraktow probek paznokci niezawierajacych ani
substancji oznaczanych, ani wzorca wewnetrzne-
go, pochodzacych z 6 réznych zrédet, prowadzona
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ensure repeatable extraction, nails were subjected to
enzymatic hydrolysis at a temperature of 40°C for
16 h [11]. Another method was acidic hydrolysis
with 0.1 N HCI at 56°C for 16 h [12] or with 37%
HCl at 100°C for 30 min [2]. On completion of the
stage of hydrolysis, cocaine and its metabolites were
isolated from the sample using the liquid-liquid ex-
traction at the pH of 8-9 [2, 12], as well as solid-
phase extraction [2-5, 11, 13].

Until now, cocaine and benzoylecgonine in
nails have been quantified by gas chromatogra-
phy-mass spectrometry (GC-MS) [2-5, 12, 13]. In
the present study, cocaine and its metabolite have
been determined by liquid chromatography-elec-
trospray ionization-tandem mass spectrometry
(LC-ESI-MS).

Case report

A man was arrested on the charge of cocaine
trafficking and supplying a large quantity of the
drug on the market, which carries a penalty of im-
prisonment for a term of up to 10 years. Defending
himself against the charge, the man stated that he
had been a regular cocaine user for the past three
years. To verify the suspect’s statements, a nail
sample was collected (there was no possibility of
collecting a sample of hair) in order to conduct
tests verifying whether he was indeed a cocaine
addict.

Material and methods
Reagents

Forensic reference standards of cocaine, benzo-
ylecgonine and amphetamine-D5 at a concentration
of 1 mg/ml were sourced from Cerilliant (Texas,
USA). Methanol, acetonitrile, chloroform, isopro-
panol, heptane and trifluoroacetic acid (TFA) were
purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

The quantification of cocaine and benzoylecgo-
nine is performed with deuterated analogues of co-
caine and benzoylecgonine as the internal standard
[3-5, 11-13]. The present study, however, encoun-
tered problems with the selection of an internal
standard. An analysis of extracts of nail samples
containing neither the analyzed substances not the
internal standard, which were obtained from 6 dif-
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w trybie monitorowania wybranych jonéw (SIM)
(m/z 293 dla benzoiloekgoniny-D3, 298 dla ben-
zoiloekgoniny-D8, 307 dla kokainy-D3 i 312 dla
kokainy-D8) wykazala obecnos¢ pikéw interferuja-
cych z pikami dla deuterowanych analogéw kokainy
i benzoiloekgoniny. W zwigzku z tym w badaniach
jako wzorca wewnetrznego uzyto amfetaminy-D5.
W tym przypadku nie zaobserwowano interferuja-
cych pikéw pochodzacych od matrycy biologiczne;.

Przygotowanie materiatu do badan

Do badan przekazano obciete fragmenty paznok-
ci (89 mg) o dlugosci 1-2 mm, pobrane z prawej
i lewej reki. W celu usuniecia zanieczyszczen prob-
ke paznokci przed ekstrakcja przemyto dwukrotnie
5 ml wody, nastepnie trzykrotnie dichlorometanem
(po 5 ml). Procedure¢ przeprowadzono w tazni ul-
tradzwigkowej (10 min). Roztwor dichlorometanu
otrzymany po trzecim przemyciu probki paznok-
ci odparowano do sucha w temperaturze 20-25°C
w strumieniu azotu. Pozostalo$§¢ po odparowaniu
rozpuszczono w 100 pl metanolu i poddano analizie
w celu stwierdzenia obecnosci kokainy i benzoilo-
ekgoniny pochodzacej z ewentualnych zewnetrz-
nych zanieczyszczen.

Wysuszone paznokcie pocieto nozyczkami na
drobne fragmenty (1-2 mm). Do prébek paznokci
(50 mg) umieszczonych w probéwkach o pojem-
nosci 7 ml dodano 50 ul wzorca wewnetrznego
(10 pg/ml amfetamina-D5) oraz 2 ml 0,1 M HCl
i inkubowano przez 10 h w temperaturze 56°C.
Ochtodzone probki odwirowano, a otrzymany roz-
twor poddano ekstrakeji z uzyciem 5 ml mieszaniny
chloroform : izopropanol : heptan (50 : 17 : 33, v/v/v)
w srodowisku zasadowym (2 ml 1 M buforu fosfora-
nowego pH = 8,4) w fazni ultradzwiekowej przez 30
minut. Faze organiczng odparowano do sucha w tem-
peraturze 20-25°C w strumieniu azotu. Pozostalos¢
po odparowaniu rozpuszczono w 200 pl metanolu.

Analiza metoda LC-ESI-MS

Do badan uzyto zestawu chromatograficznego
skladajacego sie z chromatografu cieczowego 1100
Series (Agilent Technologies, Niemcy) wyposazo-
nego w binarng pompe¢ gradientows, autosampler,
termostat oraz spektrometr mas z pojedynczym
kwadrupolem 1100 MSD z jonizacjg przez elektro-

ferent sources, conducted by selected-ion monitor-
ing (SIM) (m/z 293 for benzoylecgonine-D3, 298 for
benzoylecgonine-D8, 307 for cocaine-D3 and 312
for cocaine-D8), demonstrated the presence of peaks
interfering with the peaks for deuterated analogues
of cocaine and benzoylecgonine. Consequently, am-
phetamine-D5 was used in the tests as the internal
standard. In this case, no interfering peaks relating
to the biological matrix were observed.

Preparation of material for tests

The material supplied for testing consisted of cut
fingernail fragments (89 mg), 1-2 mm long, sampled
from the right and left hands. To remove contamina-
tion, before the extraction procedure, the nail sam-
ple was washed twice with 5 ml of water, and then
three times with dichloromethane (5 ml portions).
The procedure was carried out in the ultrasonic bath
(10 min). The dichloromethane solution obtained
after the third washing of the nail sample was evapo-
rated to dryness at a temperature of 20-25°C in ni-
trogen stream. Evaporation residues were dissolved
in 100 ul of methanol and analyzed to determine the
presence of cocaine and benzoylecgonine originat-
ing from possible external contamination.

Dried nails were cut with scissors into small
pieces (1-2 mm). Nail samples (50 mg) placed in
7 ml test tubes were combined with 50 pl of the in-
ternal standard (10 pg/ml of amphetamine-D5) and
2 ml of 0.1 M HCl, and incubated for 10 h at a tem-
perature of 56°C. Cooled samples were centrifuged,
and the solution thus obtained was subjected to
extraction with 5 ml of the chloroform : isopropa-
nol : heptane mixture (50 : 17 : 33, v/v/v) in an alka-
line environment (2 ml of 1 M phosphate buffer with
pH = 8.4) in the ultrasonic bath for 30 minutes. The
organic phase was evaporated to dryness at a temper-
ature of 20-25°C in the nitrogen stream. The evapo-
ration residues were dissolved in 200 ul of methanol.

Analysis by LC-ESI-MS

The tests were performed using a chroma-
tography system consisting of 1100 series liquid
chromatography system (Agilent Technologies,
Germany) equipped with a binary gradient pump,
autosampler, thermostat, and 1100 MSD single
quadrupole mass spectrometer with electrospray
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rozpylanie (Agilent Technologies, Niemcy). Analize
przeprowadzono w nastepujacych warunkach: ko-
lumna - Zorbax Eclipse XDB C18 (150 mm x 4,6 mm;
5 um, Agilent Technologies, Niemcy), faza ruchoma
0,1% TFA/acetonitryl (70 : 30, v/v), przepltyw fazy
ruchomej 0,4 ml/min. Objetos¢ nastrzyku wynosita
10 pl. Parametry detektora mas: napiecie fragmen-
tora 70 V, napiecie kapilary 4 kV, temperatura N,
350°C, ci$nienie nebulizera 30 psi, przeplyw gazu
suszacego 12 1/min. Detekcje prowadzono w trybie
monitorowania wybranych jonéw (SIM) m/z 304
dla kokainy, m/z 290 dla benzoiloekgoniny oraz
m/z 141 dla IS. Wyniki rozdziatu chromatograficz-
nego przedstawiono na rycinie 1.

Walidacja metody

Do walidacji metody wykorzystano prébki kon-
trolne — paznokcie pobrane od 0séb, ktére nie przyj-
mowaly kokainy.

Do wykonania krzywej wzorcowej przygotowa-
no proby wzorcowe paznokci zawierajace kokaine
i benzoiloekgonine o stezeniu 0,5 ng/mg, 5 ng/mg,
10 ng/mg, 50 ng/mg, 100 ng/mg oraz 50 ul wzor-
ca wewnetrznego (10 pg/ml amfetamina-D5). Tak
przygotowane proby analizowano w identycznych
warunkach jak probe badana.

Odzysk kokainy i benzoiloekgoniny z prébek pa-
znokci badano na dwdch poziomach stezen 5 ng/ml
i 50 ng/ml. Odzysk obliczono przez poréwnanie
wynikoéw otrzymanych dla prébek paznokci, do kto-
rych dodano roztwory wzorcowe kokainy i benzo-
iloekgoniny przed inkubacja w temperaturze 56°C
i ekstrakcja, z wynikami dla prébek z wzorcami
dodanymi po ekstrakcji. Obliczony w ten sposéb
odzysk odzwierciedla rzeczywista wydajno$¢ eks-
trakcji, wolng od wptywu materialu biologicznego.
Parametry walidacyjne metody przedstawiono w ta-
beli I.

Wyniki i dyskusja

Analize kokainy i benzoiloekgoniny w paznok-
ciach przeprowadzono z wykorzystaniem chroma-
tografii cieczowej ze spektrometrem mas z jonizacjg
przez elektrorozpylanie. Pigciopunktowa krzywa
kalibracyjna dla kokainy i benzoiloekgoniny wyka-
zywala liniowy przebieg w badanym zakresie stezen
(0,5 ng/mg - 100 ng/mg). Wspdlczynnik korelacji r
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ionization (Agilent Technologies, Germany). The
analysis was carried out in the following condi-
tions: column - Zorbax Eclipse XDB C18 (150 mm
x 4.6 mm; 5 um, Agilent Technologies, Germany),
mobile phase 0.1% TFA/acetonitrile (70 : 30, v/v),
mobile phase flow rate 0.4 ml/min. The volume of
the injection was 10 pl. Mass detector parameters:
fragmenter voltage 70 V, capillary voltage 4 kV,
temperature N, 350°C, nebulizer pressure 30 psi,
drying gas flow rate 12 I/min. Detection was con-
ducted in the selected-ion monitoring (SIM) mode:
m/z 304 for cocaine, m/z 290 for benzoylecgonine,
and m/z 141 for IS. Results of chromatographic
separation are shown in Figure 1.

Validation of the method

Validation of the method was performed with
control samples of nails collected from cocaine non-
users.

In order to plot calibration lines, standard sam-
ples of nails were prepared, containing cocaine and
benzoylecgonine at a concentration of 0.5 ng/mg,
5 ng/mg, 10 ng/mg, 50 ng/mg, 100 ng/mg, and 50 ul
of the internal standard (10 pg/ml amphetamine-
D5). The samples prepared in this manner were
analyzed in identical conditions as the test sample.

The recovery of cocaine and benzoylecgonine
from nail samples was studied at two concentration
levels: 5 ng/ml and 50 ng/ml. The recovery was cal-
culated by comparing results obtained for nail sam-
ples combined with standard solutions of cocaine
and benzoylecgonine before incubation at 56°C and
extraction, and results recorded for samples with
standards added after the extraction process. The re-
covery calculated in this way reflects the actual yield
of extraction, free from the influence of the biologi-
cal material. The methods’ validation parameters are
listed in Table I.

Results and discussion

The analysis of cocaine and benzoylecgonine
in nails was conducted by liquid chromatography-
electrospray ionization-tandem mass spectrometry.
A five-point calibration curve for cocaine and ben-
zoylecgonine demonstrated linearity in the stud-
ied concentration range (0.5 ng/mg - 100 ng/mg).
The correlation coefficient (r) for cocaine and ben-
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Tabela I. Parametry walidacyjne oznaczania kokainy i benzoiloekgoniny w paznokciach metoda LC-ESI-MS
Table 1. Validation parameters of determination of cocaine and benzoylecgonine in the nails by LC-ESI-MS

Parametr Kokaina Benzoiloekgonina
Parameter Cocaine Benzoylecgonine
LOD (ng/mg) 0,1 0,1

LOQ (ng/mg) 0,5 0,5
réwnanie krzywej kalibracyjnej y =0,5799x + 0,5556 y = 0,0984x + 0,0861
calibration line equation

zakres liniowosci (ng/mg) 0,5-100 0,5-100
limit of linearity

wsp6tczynnik korelacji r 0,999 0,999
coeficcient of correlation

odzysk (%) (n = 3)

recovery (%) (n = 3)

5 ng/mg 98,5 +0,86 93,9 +2,9

50 ng/mg 89,2 +0,52 83,9 +1,4
precyzja wewnatrz serii CV (%) (n = 3)

intraday precision, CV (%) (n = 3)

5 ng/mg 3,2 4,4

50 ng/mg 1,8 1,9
precyzja miedzy seriami CV (%) (n=3 x 3)

interday precision, CV (%) (n =3 x 3)

5 ng/mg 4,7 5,1

50 ng/mg 2,9 4,7

dla kokainy i benzoiloekgoniny wynosit 0,999. Gra-
nica wykrywalnosci (LOD) kokainy i benzoiloekgo-
niny w paznokciach wynosita 0,1 ng/mg (S/N = 3).
Jako granice oznaczalnosci przyjeto najnizszy punkt
krzywej kalibracyjnej (0,5 ng/mg). Precyzje w se-
riach wewnatrz- i migdzygrupowych obliczono na
podstawie serii trzech powt6rzen (n = 3) analiz préb
paznokci na dwdch poziomach stezen. Serie powta-
rzano trzykrotnie w réznych dniach (p = 3). Wyzna-
czone precyzje w seriach wewnatrzgrupowych dla
kokainy i benzoiloekgoniny nie przekraczaty 4,4%,
a w seriach miedzygrupowych nie byly wyzsze niz
5,1%. Odzysk kokainy i benzoiloekgoniny ozna-
czony dla stezenia 0,5 ng/mg i 50 ng/mg byt wyz-
szy niz 83,9%. Przeprowadzono réwniez ekstrakcje
6 kontrolnych probek paznokei pobranych od oséb,
ktére nie zazywaly kokainy. Na chromatogramach
ekstraktéw probek paznokci nie zaobserwowano
pikéw interferencyjnych pochodzacych od matrycy
biologiczne;j.

Jak wykazaly badania prowadzone przez Engel-
hart i Jenkins [4], malo znaczagcym mechanizmem
inkorporacji kokainy w plytke paznokcia jest zanie-
czyszczenie zewnetrzne.

zoylecgonine was 0.999. The limit of detection
(LOD) of cocaine and benzoylecgonine in the nails
was 0.1 ng/mg (S/N = 3). The lowest point in the
calibration curve (0.5 ng/mg) was adopted as the
limit of quantification (LOQ). Intra- and interday
precision was calculated on the basis of series of
three replicates (n = 3) of nail sample analyses at
two concentration levels. The series were replicated
three times on different days (p = 3). Precision de-
termined in intraday series for cocaine and ben-
zoylecgonine did not exceed 4.4%, and in interday
series it was not higher than 5.1%. The recovery of
cocaine and benzoylecgonine determined for the
concentrations of 0.5 ng/mg and 50 ng/mg exceed-
ed 83.9%. Six control samples of nails collected
from cocaine non-users were also subjected to ex-
traction. Chromatograms recorded for nail sample
extracts showed no interfering peaks caused by the
biological matrix.

As demonstrated by Engelhart and Jenkins [4],
external contamination is an insignificant mecha-
nism of cocaine incorporation into the nail plate.

The sample of nails collected from the man
in the case discussed here was found to contain
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W probce paznokci pobranej od mezczyzny
stwierdzono obecno$¢ kokainy w ilosci 47,5 ng/mg
oraz jej metabolitu benzoiloekgoniny w ilosci
14,9 ng/mg. W popluczynach uzyskanych po trze-
cim myciu paznokci nie odnotowano obecnosci ko-
kainy i benzoiloekgoniny. Fakt ten $wiadczy o tym,
ze kokaina stwierdzona w paznokciach nie pocho-
dzila z zewnetrznego zanieczyszczenia, ale zostata
wbudowana w strukture paznokcia.

Paznokcie moga by¢ pobierane do badan poprzez
zeskrobanie plytki paznokcia [11] lub obcigcie wol-
nego brzegu paznokcia [4, 5, 12, 13]. Ropero-Mil-
ler i wsp. [11] analizowali prébki paznokci pobrane
od 0sdb, ktérym podano kokaing w postaci iniekcji
podskodrnej. Probki pobierano poprzez zeskrobanie
plytki paznokci z uzyciem skalpela. Obecnos$¢ ko-
kainy w paznokciach stwierdzono w prébkach po-
branych po uptywie 3 dni od przyjecia tego zwigz-
ku. Analiza obcigtych fragmentéw paznokci, biorac
pod uwage $rednie tempo wzrostu paznokci, daje
natomiast mozliwo$¢ potwierdzenia przyjecia kse-
nobiotyku w okresie 3-6 miesiecy przed pobraniem
probki [3, 6, 12]. W omawianym w niniejszej pracy
przypadku do badan przekazano obciete fragmenty
paznokci o dlugoséci 1-2 mm, mozna zatem przyja¢
zgodnie z danymi literaturowymi, Ze me¢zczyzna
mogt przyjmowac kokaing 3-6 miesiecy przed po-
braniem prébki do badan.

Oznaczanie kokainy i jej metabolitéw w paznok-
ciach bylo przedmiotem nielicznych prac. Anali-
z¢ paznokci pobranych od 0séb uzaleznionych od
kokainy przeprowadzili w 1998 r. Engelhart i wsp.
[5], stwierdzajac obecnos¢ kokainy w stezeniach
0,2-140,17 ng/mg i benzoiloekgoniny w stezeniach
0,3-315,44 ng/mg. W 2002 r. Engelhart i Jenkins [4]
opublikowali rowniez wyniki badan paznokci pobra-
nych ze zwlok o0séb, ktére zmarty wskutek przedaw-
kowania narkotykéw. Analiza wykazata obecno$¢
kokainy i benzoiloekgoniny w granicach st¢zen od-
powiednio 1,2-414,1 ng/mg oraz 1,4-170,3 ng/mg.
Ragoucy-Sengler i wsp. [12] analizowali paznokcie
pobrane od dwdch oséb, ktére pality kokaing. Anali-
zawykazata obecnosc¢ kokainy wstezeniu 28,7 ng/mg
i 34,5 ng/mg oraz benzoiloekgoniny w stezeniu
7,3 ng/mg i 17,9 ng/mg. Garside i wsp. [3] w swoich
badaniach wykazali, ze st¢zenie kokainy w paznok-
ciach jest wieksze niz stezenie jej metabolitu - ben-
zoiloekgoniny. Obliczyli, Ze stosunek stezenia koka-
iny do stezenia benzoiloekgoniny wynosi 2-10 : 1.

47.5 ng/mg of cocaine and 14.9 ng/mg of its me-
tabolite benzoylecgonine. Washings obtained after
the third washing of the nails did not contain any
cocaine or benzoylecgonine. This finding shows that
cocaine detected in the nails was not an effect of ex-
ternal contamination but had been embedded into
the nail structure.

Nail samples can be collected for tests either by
scraping the nail plate [11] or cutting off the free
nail margin [4, 5, 12, 13]. Ropero-Miller et al. [11]
analyzed nail samples collected from individuals
who had been administered cocaine in the form of
a subcutaneous injection. Samples were collected
by scraping the nail plate using a scalpel. The pres-
ence of cocaine in the nails was detected in sam-
ples collected 3 days after the administration of the
substance. Considering the moderate nail growth
rate, an analysis of cut nail fragments offers a pos-
sibility of verifying the use of a xenobiotic during
a period of 3-6 months preceding sample collec-
tion [3, 6, 12]. In the case discussed in this paper,
material submitted for tests consisted of cut nail
fragments with a length of 1-2 mm. Consequently,
based on literature data, it can be assumed that the
man could have used cocaine during the period of
3-6 months prior to the collection of the sample
for tests.

There are only a few studies investigating the
detection of cocaine and its metabolites in nails.
An analysis of nails collected from cocaine addicts
was conducted in 1998 by Engelhart et al. [5]. Co-
caine was found at concentrations in the range of
0.2-140.17 ng/mg, and benzoylecgonine - at con-
centrations of 0.3-315.44 ng/mg. In 2002, Engelhart
and Jenkins [4] published results of analysis of nail
samples collected from bodies of drug overdose vic-
tims. The analysis found cocaine and benzoylecgo-
nine in the concentration ranges of 1.2-414.1 ng/mg
and 1.4-170.3 ng/mg, respectively. Ragoucy-Sengler
et al. [12] analyzed the nails of two cocaine smokers.
The researchers detected cocaine in concentrations
of 28.7 ng/mg and 34.5 ng/mg, and benzoylecgonine
in concentrations of 7.3 ng/mg and 17.9 ng/mg. Gar-
side et al. [3] conducted a study which demonstrated
that the concentration of cocaine in nails was higher
than the concentration of its metabolite benzoylecgo-
nine. The ratio between cocaine and benzoylecgo-
nine concentrations was calculated to be 2-10 : 1.
In the case investigated in the present paper, the cal-
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Obliczony stosunek stezenia kokainy do stezenia
benzoiloekgoniny dla przedstawionego przypadku
wynosit 3 : 1, a zatem nie odbiegal od wartoéci po-
danych przez Garside i wsp. [3].

Whioski

Obecnos¢ kokainy i jej metabolitu w analizowa-
nych obcigtych fragmentach paznokei wskazuje na
to, iz mezczyzna mégl przyjmowac kokaing co naj-
mniej 3-6 miesiecy przed pobraniem paznokci do
badan.

Opracowana metoda oznaczania kokainy i ben-
zoiloekgoniny w paznokciach moze by¢ stosowana
do oznaczania tych zwigzkéw w probkach pobra-
nych od osdb, u ktérych zachodzi podejrzenie zazy-

Arch Med Sad Kryminol 2014; vol. 64: 165-174

culated ratio between cocaine and benzoylecgonine
concentrations was 3 : 1, and thus did not deviate
from the values reported by Garside et al. [3].

Conclusions

The presence of cocaine and its metabolite in the
cut nail fragments analyzed in the study shows that
the man concerned could have used cocaine for at
least 3-6 months prior to the sampling of nails for
tests.

The method of cocaine and benzoylecgonine
quantification reported in the study can be used
for identifying the two compounds in samples col-
lected from people who are suspected of past co-
caine use.

wania kokainy w przesztodci.
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