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 PRINCIPALI  DROGHE  E  SOSTANZE  PSICOATTIVE .
(suddivise in base all’attività farmacologica)

Le sostanze stupefacenti o psicoattive che possono essere  più frequentemente oggetto di abuso e/io causa di disabilità sono di solito suddivise in :

Psicolettiche 


Narcotici ( oppio, eroina, morfina ), barbiturici e altri ipnotici, 

(deprimenti)


alcol etilico

Psicoanalettiche  

Amfetamina e analoghi, cocaina (in abuso cronico), caffeina,

(stimolanti)


antidepressivi

Psicodislettiche 

Cannabis (marijuana, hascish), allucinogeni (LSD, etc.)

(allucinogeni)

Principali classi di sostanze dosate in Laboratorio in Italia:

· Oppiacei e morfina

· Cocaina e analoghi

· Cannabinoidi

· Amfetamina e Metamfetamina

· Barbiturici

· Benzodiazepine

· Antidepressivi triciclici

· Metadone

 FINALITA’  DELL’ANALISI  DELLE  DROGHE  D’ABUSO .

1.   TOSSICOLOGIA CLINICA

Analisi finalizzate alla diagnosi e al trattamento di tossicodipendenti o intossicati afferenti alla strutture pubbliche.

Obiettivi:

1. Arrivare alla giusta diagnosi (intossicazione, tossicodipendenza o no)

2. Trattare il paziente in maniera corretta

3. Salvare il paziente

4. Prevenire le recidive

Un campione positivo ai test immunochimici di screening deve essere verificato con un test di conferma cromatografico, altrimenti non ha valore medico-legale.

Tuttavia, esiste, e viene applicato dalle Forze di Polizia, un  “protocollo operativo per gli accertamenti -richiesti dall’art.187 del DL.vo 30.4.1992 n° 285 e successive modificazioni- sui conducenti in possibile stato di alterazione psico-fisica conseguenti all’uso di sostanze stupefacenti e/o psicotrope” messo a punto insieme al Ministero della Salute.

Il capo 3, comma 2, riporta quanto segue: “Nel caso in cui il soggetto sia stato sottoposto ad intervento medico a seguito di incidente stradale in cui è rimasto coinvolto la valutazione clinica, ove possibile, può essere desunta anche dagli atti medici, diagnostici e terapeutici effettuati”.

Nelle medesime circostanze anche gli Organi della Magistratura hanno la facoltà di disporre, a posteriori, il “sequestro” dei dati clinici e di laboratorio contenuti nella cartella clinica o disponibili al Pronto Soccorso.

Accade dunque che risultati ottenuti con metodi di screening e non confermati vengano utilizzati, in modo improprio, ai fini giudiziari. 

2.   TOSSICOLOGIA FORENSE

Analisi per scopi amministrativi o medico-legali:

· Commissioni medico legali: disabilità alla guida

· Prefettura: verifica dei trattamenti alternativi alle sanzioni previste dal DPR 309/1990 e sue modifiche

· Determinazione dei requisiti psicofisici per il rilascio del porto d’armi (GU 304/1991)

· Forze d’ordine: accertamento dello stato di ebbrezza o di assunzione di sostanze stupefacenti nella guida (DL 285/1992 e sue modifiche)

· Enti pubblici o privati: accertamenti sui lavoratori le cui mansioni comportano rischi per la sicurezza, l’incolumità e la salute di terzi (art. 125 DPR 285/1992 e sue modifiche)

Obiettivi:

Fornire alla Magistratura tutti gli elementi per un giusto giudizio.

Il fattore tempo

In tossicologia clinica le informazioni più utili sono quelle veloci, proprie dei metodi di screening.

In tossicologia forense è essenziale attendere fino a quando si ha la certezza del dato: informazioni precipitose possono essere controproducenti.

 MATRICI  BIOLOGICHE  DEI  CAMPIONI .
L’ Urina è la matrice biologica di prima scelta nell’analisi della sostanze d’abuso.

Per l’analisi ed il dosaggio delle sostanze d’abuso è possibile utilizzare anche le seguenti matrici “non convenzionali” :

· Sangue 

· Saliva

· Sudore 

· Capelli

· Peli pubici / ascellari

· Unghie

Queste matrici consentono di incrementare di molto il tempo di determinazione della durata  delle sostanze d’abuso nell’organismo.

Infatti, dopo la somministrazione, ed in funzione delle caratteristiche farmacocinetiche, una droga e/o i suoi metabolici possono essere rilevati dopo:

· ore 


sangue, saliva

· giorni


urine

· mesi


capelli

 LA  SCELTA  DI  URINA  COME  CAMPIONE  ANALITICO .
L’URINA è la matrice biologica di prima scelta nell’analisi della sostanze d’abuso.

Vantaggi:

· prelievo non invasivo del campione

· possibilità di campionare grandi volumi

· possibilità di analizzare sia le sostanze che i loro metabolici dopo diversi giorni

Svantaggi:

Scarsa rilevanza clinica dell’analisi quantitativa poiché le concentrazioni degli analiti variano con :

· dose

· via di somministrazione

· tempo di latenza tra assunzione e analisi

· stato fisiologico dell’individuo

· relativamente facile l’eventuale aggiunta di sostanze adulteranti

Le linee-guida sulle analisi in Elezione delle D.O.A. nelle matrici biologiche diverse dall’urina fanno parte di un altro documento.

 LE   ANALISI  TOSSICOLOGICHE IN  LABORATORIO .

PRINCIPALI  LINEE GUIDE INTERNAZIONALI

In Italia non sono mai state formulate linee guida (nemmeno regionali) che disciplinino  adeguatamente questo settore analitico. 

Pertanto, generalmente nel nostro Paese vengono di solito usate le seguenti indicazioni

 “Urine Drug Testing in the Clinical Laboratory. Approved Guidelines”, 1999 

del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 

“Mandatory Guidelines for Federal Workplace Drug Testing Programs”, 2001  

del Substance Abuse and Mental Health Services Administration (SAMHSA), ente che ha      sostituito il National Institute for Drug Abuse (NIDA). 

“Reccomendations for the Use of Laboratory Tests to support the Impaired and Overdosed Patients from the Emergengy Department”, 2003 .
della National Academy of Clinical Biochemistry (NACB) Laboratory Medicine Practice       Guidelines, accademia ufficiale della American Association of Clinical Chemistry (AACC).

 IL  VALORE  SOGLIA  O  CUT OFF .
Esistono esami di screening  ( “test speditivi” e “test iniziali” ), ed esami di conferma.

Le analisi di screening permettono di analizzare in poco tempo un gran numero di campioni (di urina) in maniera economica, efficace e standardizzata.

Questi test permettono di identificare (e quindi, eventualmente, di escludere da ulteriori indagini quantitative) i campioni che non contengono la sostanza o la classe di sostanze in esame, oppure i campioni in cui la concentrazione della sostanza medesima è al di sotto di un valore prestabilito, detto valore soglia o cut off, cioè un valore di riferimento scelto in base agli obiettivi analitici, espresso in concentrazione, al sopra del quale il risultato di un test è considerato positivo e al di sotto del quale il test è giudicato negativo.

Usare un cut off è una scelta operativa che consente di considerare negativi, pertanto, sia i campioni che non contengono la sostanza, sia quelli in cui la concentrazione dell’analita rimane al di sotto del valore soglia. 

Il cut off è fissato ad una concentrazione maggiore della sensibilità del metodo, per ovviare alla imprecisione dell’analisi vicino al limite della stessa sensibilità del metodo. Il suo livello deve essere tale da permettere la conferma cromatografica dei risultati

Le concentrazioni del cut off, che sono convenzionali, dovrebbero essere uguali in ambito regionale, nazionale o internazionale, per evitare al paziente disparità di trattamento dovute alla metodica. 

Per quanto riguarda la scelta dei livelli di concentrazione dei cut off delle D.O.A. in Italia, il DPR 502 / 517 del 1997  riguardante i “requisiti minimi” dei Laboratori che effettuano esami tossicologici ha stabilito che è responsabilità delle singole Regioni approntare linee guida per i percorsi diagnostici.

Le Ditte che operano nel settore usano per i test di screening dei valori di cut off più o meno identici a quelli statunitensi; in ogni caso, una volta scelto un test di commercio, con il relativo metodo diagnostico ed i suoi valori di cut off, il Laboratorio deve attenersi ad essi. 

I limiti di soglia proposti dalle Ditte tengono conto del fatto che gli anticorpi usati nel test sono per lo più policlonali, e quindi riconoscono non solo la sostanza come tale ma anche i suoi metaboliti glucuronidi. Quando invece si impiegano anticorpi monoclonali, specifici solo per l’analita e non per la sua famiglia, si dovrebbe usare un cut off più basso oppure effettuare una idrolisi acida o enzimatica per rompere i legami del glucuronide.

I valori soglia, inoltre, sono diversi a seconda delle finalità del test (epidemiologia, diagnosi clinica in ED, indagini giudiziarie, etc)

 ANALISI  DI  SCREENING  E  ANALISI  DI  CONFERMA .
1.   TEST  DI  SCREENING  “SPEDITIVI”

Sono quei test che permettono la determinazione della presenza di una o più sostanze d’abuso e dei loro metaboliti rispetto ad un valore soglia stabilito, senza apparecchiature e con tempi di analisi ridotti.

Di solito i test speditivi usano metodiche immunocromatografiche, con risultati visibili otticamente e risultati qualitativi secondo cut-off.

Se usati correttamente da personale di laboratorio danno risultati paragonabili con i test immunochimici di cui si tratta più avanti.

La decisione di utilizzarli tiene conto di :

· Numero e finalità delle analisi da effettuare

· Costo dei reattivi

· Personale a disposizione

· Organizzazione del laboratorio.

Esistono inoltre test immunofluorimetrici, che non sono leggibili ad occhio nudo e richiedono l’uso di appositi lettori; con essi si elimina il problema dovuto all’interpretazione soggettiva da parte dell’Operatore e, inoltre, è possibile sia la refertazione dei risultati che l’archiviazione automatica in DNLab di anagrafiche e risultati.

Test speditivi possono essere impiegati anche in POCT, o bedside testing, da Divisioni ospedaliere, Pronti Soccorsi, Dipartimenti di Emergenza, servizi ambulatoriali specialistici, e dalle Forze dell’Ordine appositamente organizzate.

Questa attività diagnostica, peraltro, è solo di ordine orientativo / diagnostico; spesso è eseguita da personale non di laboratorio, che in genere non ha un addestramento specifico; il controllo di qualità è effettuato di raro e ancor più raramente viene documentato; il controllo dei laboratori in genere manca.

2.    TEST  DI  SCREENING “INIZIALI“
Sono chiamati “iniziali” quei test che permettono di analizzare in poco tempo un gran numero di campioni di urina in maniera economica, efficace, standardizzata.

Le metodiche dei test iniziali, che forniscono risultati quantitativi (misurano la concentrazione dell’analita) sono di tipo immunochimico in fase omogenea:

· Enzyme ImmunoAssay (EIA)

· Immunofluorescenza a luce polarizzata (FPIA)

· Inibizione dell’agglutinazione (HI)

· Enzyme Multiplied Immunoassay Test (EMIT) 

Questi metodi molto adatti ai fini clinici, in quanto sono diretti, automatizzati, veloci, di facile esecuzione, richiedono piccoli volumi di campione e forniscono una risposta in concentrazione che peraltro abitualmente viene trasformata in risultato qualitativo, cioè positivo oppure negativo rispetto al cut off della sostanza testata.

Peraltro, essi analizzano una sostanza alla volta e non un pannello completo di analiti.

3.     ANALISI  DI  CONFERMA
Un campione che risulti positivo ai test iniziali immunochimici o ai test speditivi, se non verificato con un test di conferma cromatografico, non ha valore medico-legale.

Queste analisi identificano i singoli analiti e forniscono risultati quantitativi accurati. 

Le analisi di conferma servono a verificare che non ci siano risultati falsi positivi a causa della specificità relativamente ridotta dei test iniziali.

I metodi di conferma devono:

· identificare i singoli analiti

· avere una sensibilità pari o superiore al valore soglia dei test iniziali

· essere quantitativi

· basarsi su principi chimici e fisici diversi da quelli dei test iniziali

Le metodiche per i TEST DI CONFERMA sono cromatografiche:

· Gascromatografia (GC)

· Cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC)

· Cromatografia + Spettrometria di Massa (GC/MS)

I test di conferma e le relative procedure analitiche in Elezione vengono descritti in un apposito documento.

 STRUTTURA  ORGANIZZATIVA : GENERALITA’ .
Locali:

Un laboratorio che analizza sostanze d’abuso deve essere separato dagli altri settori del Laboratorio Analisi

Catena di custodia:

Con il termine “ catena di custodia” si intende la documentazione che accompagna il campione avente valore medico-legale, la quale riporta dati su prelevamento, trasporto e conservazione del campione stesso. 

Esiste un apposito documento dedicato alla catena di custodia, preparato dal Responsabile del settore Tossicologia del Laboratorio di Elezione.

Modulo di richiesta analisi:

Ogni campione deve essere accompagnato da un apposito modulo di richiesta analisi, nel quale devono essere riportati:

· Dati identificativi del paziente

· Motivo della richiesta o sospetto diagnostico.
E’ possibile distinguere i Laboratori in funzione dell’attività analitica in tossicologia.

Laboratorio di 1° livello che esegue solo test iniziali o di screening

Matrice biologica




urina

Tipo di analisi




qualitativa / quantitativa

Cut-off





mancano regole univoche

Strumentazione




metodiche manuali o analizzatori automatici 

di chimica clinica

Procedure





stabilite nei manuali della qualità e nelle 

linee guida


Controllo di Qualità

sì, partecipazione ad un programma VEQ con opzione per analisi quantitativa

Catena di Custodia




Non necessaria per test di screening

Laboratorio di 2° livello che esegue sia test iniziali che di conferma

Matrice biologica




qualsiasi

Tipo di analisi




immunochimiche e cromatografiche

Cut-off





mancano regole univoche

Strumentazione




analizzatori automatici di ch. clinica, e 

gascromatografia accoppiata alla 

spettrometria di massa

Procedure





stabilite nei manuali della qualità e 

nelle linee guida


Controllo di Qualità

sì, partecipazione ad un programma VEQ con opzione per analisi quantitativa

Catena di Custodia




Sì

 SCREENING  DELLE   D.O.A.  NELLE  URINE .
 - S.O.C. LABORATORIO ANALISI D’URGENZA - ..
(autore : R. de Martini, anno 2007)

 LE  PROCEDURE  PRE-ANALITICHE .
1.   PROCEDURE PREANALITICHE AL DI FUORI DEL LABORATORIO D’URGENZA
Raccolta di campioni di urina

Il campione verrà raccolto, sotto il controllo e la responsabilità di Operatori dei Reparti,  in locali idonei e secondo procedure che, salvaguardando il riserbo individuale, assicurino identità, integrità e autenticità del campione, con le seguenti indicazioni:

· Contenitore: apposito contenitore sterile

· Volume dell’urina: non deve essere inferiore a 30 ml

· Temperatura: deve essere compresa fra 32° e 38° C, per evitare adulterazioni

· pH : il range deve essere tra 4,5 e 8, per evitare adulterazioni

Ciascun contenitore deve essere dotato di etichetta in cui va riportato:

· l’identità del soggetto indicata nel documento prodotto

· la data

· l’ora e il luogo del prelievo

· la firma del paziente, ove possibile

· la firma dell’Operatore addetto al prelievo, ove possibile.

Ogni campione deve essere accompagnato da un apposito modulo di richiesta, nel quale devono essere riportati i dati del paziente e motivo della richiesta o sospetto diagnostico.

Al LABORATORIO ANALISI D’URGENZA di Udine devono essere inviate solo richieste di analisi aventi finalità clinico-diagnostiche.

Le determinazioni ai fini legali sono compito della sezione Tossicologia della S.O.C. “Analisi d’Elezione.”

Una catena di custodia non è necessaria per campioni raccolti a scopo di tossicologia clinica urgente (vedasi anche la “Guideline n° 8” delle NACB Laboratory Medicine Practice Guidelines 2003).

2.   PROCEDURE PREANALITICHE ALL’INTERNO DEL LABORATORIO D’URGENZA
Il Laboratorio d’Urgenza riceve i campioni di urine per lo screening tossicologico urgente da parte delle SS.OO ospedaliere invianti, in modo particolare dal Pronto Soccorso e dalle Terapie Intensive.

Il Tecnico in servizio in Urgenza, al ricevimento di un campione di urina per lo screening della D.O.A.,  dovrà verificare che il campione biologico sia :

· raccolto in un contenitore idoneo

· correttamente identificato

· accompagnato dalla scheda di richiesta

Una volta “timbrata” l’ora di arrivo del campione, il Tecnico lo immatricola nel sistema DNLab secondo le procedure abituali. 

Non sono necessarie procedure particolari, quali anonimato e semi-anonimato, in quanto sussiste in laboratorio l’obbligo al rispetto delle norme sulla privacy.

Il Laboratorio d’Urgenza effettua esclusivamente analisi tossicologiche di screening richieste a scopo puramente clinico-diagnostico.

Esiste un protocollo che disciplina la richiesta e l’invio delle analisi tossicologiche aventi scopi medico-legali direttamente alla Sezione Tossicologia del Laboratorio Analisi di Elezione.

Qualora, tuttavia, un campione di valore legale impropriamente giungesse in Laboratorio Urgenza, il Tecnico in servizio : 

·   non dovrà effettuare alcuna determinazione;

·   dovrà conservare temporaneamente i campioni in un frigo apposito.

Il Tecnico invierà poi tali campioni, al più presto, alla sezione di Tossicologia per le attività di competenza. In questo modo la catena di custodia all’interno del Laboratorio di Urgenza non verrà interrotta.

Lo screening tossicologico delle urine viene effettuato al più presto, come tutte le altre Urgenze, per arrivare a refertare abitualmente entro un’ora. 

Per questo motivo, salvo situazioni particolari, in Laboratorio i campioni non necessitano di conservazione preanalitica in frigorifero. 

I campioni che occasionalmente non possono essere analizzati subito possono essere tenuti in frigorifero per circa 24 ore al massimo.

Campioni da conservare oltre le 24 ore devono essere congelati al più presto e tenuti in congelatore ad almeno –20°C.

  FASI  ANALITICHE .
La S.O.C. “Laboratorio Analisi d’Urgenza” esegue solo test “speditivi” di screening, aventi scopo diagnostico ma NON valore medico-legale.

Le indagini richieste al Laboratorio d’Urgenza, in genere richiedenti l’intero pannello di droghe ricercabili nelle urine, sono sempre trattate come urgenze, 24 ore su 24.

Per un ampio e rapido screening delle droghe d’abuso nelle urine, occorre offrire un pannello di test adeguato all’epidemiologia del posto e aggiornato, nonché adeguato  alle situazioni cliniche che possono generare la richiesta dei test.

Il Laboratorio Analisi d’Urgenza utilizza dispositivi diagnostici multitest, monouso, chiamati comunemente “cards” o lastrine, che consentono di effettuare lo screening simultaneo e multiplo semiquantitativo a cut off  - cioè, con risposta “positivo” oppure “negativo” - delle 12 principali sostanze, o “droghe”, di abuso (si veda l’apposita tabella).
Le cards in uso sono il prodotto “ 12 panel QUICKTOX DIPCARD TM ” della ditta Spectral Diagnostics Inc., div. Branan Medical Corporation, commercializzato in Italia dalla ditta “BIOEM” di Udine.  In ciascuna card sono assemblate 12 diverse strisce individuali specifiche per 12 droghe diverse. 

L’analisi con le cards multitest cromatografiche Quicktox in uso in Urgenza è manuale, e pertanto non richiede l’uso di strumentazione.

Si tratta di un test immunologico diretto che utilizza anticorpi specifici per diverse sostanze d’abuso, ciascuna fissata su una striscia contenuta con altre in una lastrina trasparente. Se una droga è presente nell’urina in quantità superiore al cut-off, essa si lega ai siti anticorpali della membrana, innescando un meccanismo di competizione con il complesso colorato droga + oro colloidale, il quale non potrà legarsi ai siti della membrana, già occupati dalla droga del campione. 

Pertanto, la NON comparsa (l’assenza) di una linea colorata sulla zona test indica un risultato positivo per la droga testata. 

Se invece la droga non è presente nell’urina in quantità sufficiente, o è del tutto assente, il complesso colorato di oro colloidale si legherà alla droga coniugata immobilizzata per dare una linea visibile nella specifica zona test della membrana. 

Il legame dell’anticorpo all’analita è rapido: sono sufficienti 10 secondi di immersione della lastrina nell’urina per avere una risposta rapida, visibile dopo 5 minuti e nei 30 successivi. 

Ciascuna striscia del test ha una regione di controllo che contiene anticorpi IgG di capra.

Il test non risulta valido qualora non appaiano righe in alcuna delle zone. 

Ogni striscia, come descritto, ha in sé controlli positivi e negativi, che soddisfano le necessità di controllo di qualità giornaliero o estemporaneo; ciascun lotto nuovo di test, invece, deve essere testato con una urina positiva.

Le procedure e l’attività di Controllo di Qualità interno ed esterno sono in fase di organizzazione e di implementazione.

Per le caratteristiche tecniche del test e le procedure analitiche, si rinvia alle successive schede apposite.

Va peraltro specificato che, oltre al test immunochimico, sul campione va effettuato il dosaggio della creatinina urinaria per accertare che le urine siano sufficientemente concentrate, cioè, che abbiano  una [U-creatinina] di almeno 0,2 gr/L  pari a 1,77mMol/L. In caso contrario, l’urina è troppo diluita per consentire risultati attendibili, per cui l’Operatore  dovrà refertarlo informando opportunamente nel referto la S.O. inviante.

 PROCEDURE  POST-ANALITICHE .
 REFERTAZIONE .
 CONSERVAZIONE  DEI  CAMPIONI .
Il risultato ottenuto viene espresso in modo qualitativo, in termini di “Negativo” o “Positivo“ (rispetto al cut-off specifico)  per la ricerca di ciascuna sostanza o classe di sostanze. 

“Negatività” significa che la sostanza non è determinabile, ma sotto questo termine sono comprese situazioni diverse

· la droga non è mai stata assunta

· la droga è stata assunta con dose o frequenza insufficiente a raggiungere la concentrazione del cut off

· la droga è stata assunta in un periodo di tempo troppo lontano dalla produzione del campione

· le urine sono state diluite per dolo o ingestione massiva di liquidi

· le urine sono state adulterate

“Positività” significa che la sostanza è presente nell’urina in concentrazione superiore al cut-off ma, poiché la concentrazione urinaria della sostanza d’abuso NON è in alcun modo correlata con la concentrazione ematica della sostanza :

· non fornisce indicazioni sulla quantità della droga assunta né sul momento dell’assunzione

· anche se indica l’uso certo della sostanza in analisi, non può fornire indicazioni cliniche sul grado di disabilità psichica del paziente al momento della produzione del campione (NACB Guideline 11)

· può essere dovuta alla presenza di sostanze affini che danno cross-reattività con gli analiti in esame.

Il Laboratorio d’Urgenza inserisce nel referto i risultati relativi a tutti gli analiti della card anche qualora ne venga richiesto uno solo.

Un referto di screening delle droghe urinarie d’abuso riporta come commento per “default” – come suggerito nella Guideline NACB n°16 -.che il test effettuato è immunometrico, ha valore solo di screening, non deve essere usato ai fini medico legali, e risultati “positivi” devono essere ritenuti “presunti” salvo conferma con metodi cromatografici (etc.) 

In Laboratorio d’Urgenza esiste un elenco, per ciascuna droga d’abuso, di tutte le sostanze affini che danno positività del test per cross-reattività, e  specificano quale sia la concentrazione in grado di dare positività.

Analogamente, esiste un elenco di tutte le sostanze non affini -reperibili nelle urine- testate dalla Ditta produttrice del kit e risultate non interferenti fino a determinate concentrazioni. 

Il referto non richiede trattamenti particolari quali anonimato o invio in busta chiusa.

I campioni non aventi finalità medico-legali non necessitano di conferma con metodo cromatografico e quindi non devono essere conservati.

I risultati che vengono memorizzati nel sistema informatico DNLab sono prontamente disponibili per almeno un anno e rintracciabili per almeno 5 anni.

Peraltro i dati inseriti nelle cartelle cliniche sono conservati indefinitamente.

I fogli di lavoro e le schede di richiesta vengono conservati secondo le consuetudini come quelli di tutte le altre richieste di Urgenze.

Per le  procedure di refertazione e post-analitiche, si rinvia alle schede apposite.

 SCHEDA TECNICA .  

  TEST  “QUICKTOX DIPCARD”

Materiale

Cassettine o lastrine o cards  in materiale plastico trasparente, contenenti 12 

strisce a reazione specifica.

Produttore

Branan Medical Corporation

Conservazione
Nell’involucro originale, a temperatura ambiente.

Principio analitico
Metodo Immunocromatografico (IC) diretto su lastrina, in cui la droga legata 

ad Ac specifici compete con la droga eventualmente presente nell’urina 

Sistema analitico monofase in flusso laterale.

Finalità dell’analisi
Screening qualitativo a cut-off, a scopo ESCLUSIVAMENTE diagnostico.

Esami eseguiti

Ciascuna card consente la determinazione semiquantitativa distinta di tutte

le 12 sostanze di abuso, o classi di sostanze indicate. 

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Dopo sigla e nome di ogni analita sono indicati in corsivo i valori dei cut off  internazionali,  calibrati per uso diagnostico:

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

SIGLA


       SOSTANZA


             CUT-OFF

                   ( ng/ml )




THC


   Tetracannabinoidi


       50

COC 


   Cocaina (Benzoilecgonina)

     300




AMP


   Amfetamina



   1000




META
   

   Metamfetamine



     500

OPI o MOR

   Oppiacei e Morfina


     300

PCP


   Fenciclidina



       25

BZO


   Benzodiazepine (Oxazepam)
     300

BARB


   Barbiturici (Secobarbital)

     300

MTD


   Metadone




     300

TCA o NTCA
   Nortriptilina



   1000

OXY


   Oxycodone



     100

MDMA

   MetilenDiossiMetaAmfetamina

   (Ecstasy)
  



     500


________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

 SCHEDA  DELLE  PROCEDURE . 

 test  “QUICKTOX  DIPCARD”
Campione

Urine, analizzate in Urgenza entro le prime ore dalla loro raccolta

· portate a temperatura ambiente

· senza necessità di alcun pretrattamento

· dopo aver accertato che siano sufficientemente concentrate

· cioè, con una [U-creatinina] di almeno 0,2 gr/L  pari a 1,77 mMol/L.

 Procedura

Il test non richiede l’uso di strumenti.

· estrarre la card dalla custodia sigillata (a t° ambiente) e togliere il fondo

· mettere 2 ml di urina nel fondo stesso ed immergervi la card evitando di andare oltre il livello della punta delle frecce

· far assorbire il campione lasciando in immersione per almeno 10 secondi

· reinserire il fondo della card in modo da proteggere la parte bagnata

· leggere il risultato dopo 5 minuti, e non oltre 30 minuti.

Lettura reazioni:
ottica (bande colorate), rapida

Determinazione: 
semiquantitativa, con risultato qualitativo secondo cut-off

Interpretazione

NEGATIVO
presenza di doppia banda colorata sia nella zona “N” che in quella di reazione del test , “T”.


POSITIVO

appare una sola banda colorata nell’area N.


NON VALIDO
La banda “P” (che compare in seguito all’assorbimento di urina) non 

svanisce; oppure, non compare una banda nella zona N.

Il test è non valido anche se compare una banda nella regione T.

Inserimento risultati
digitare in URGE di DNLab il test UDRO (test “padre”);

compaiono tutti i singoli test.

Inserire il risultato dei test;

se il test risulta negativo, digitare “AE“ (= assente)
se il test risulta positivo, digitare “PRE “ (= presente)

se il test è dubbio, digitare “DUB“ (= test dubbio)
Al test padre è agganciato U-CRE; eseguire la creatinina urinaria con Lx..

In caso di programmazione su Lx in modo manuale digitarne il valore in 

DNLab.

Commento

Nella casella NOTE del test CREATININURIA digitare sempre le 3 sigle:

     DRO  (spazio)   GA  (spazio)   TO         e infine digitare     ENTER 
per far apparire il commento che deve essere stampato con tutti i referti.

Refertazione

Si refertano i risultati di tutti i test anche se ne viene chiesto uno solo;

I referti delle D.O.A. urinarie urgenti non vengono firmati dai Dirigenti.

Test EMIT

NO  (tranne benzodiazepine)
Test di Conferma
Non necessario per campioni clinici urgenti.

Conservazione


del campione

Non necessaria per campioni clinici urgenti.

NOTE: 


 (    Se le urine sono diluite (creaU < 1,77mMol/L) è meglio far rinviare il campione.

· Alcuni test possono essere confermati con met. EMIT usando Lx.

· Riordinare il kit all’apertura dell’ultima scatola

· Per quanto qui non indicato, leggere il foglio illustrativo del kit.

 LE  BENZODIAZEPINE  NELLE  URINE .
Le benzodiazepine sono una famiglia di farmaci usati principalmente come sedativi e ipnotici, e i loro composti farmacologici più diffusi sono oxazepam, clordiazepossidi, diazepam, flurazepam, nitrazepam, lorazepam, triazolam, medazolam.

Il nostro kit multi-test qualitativo di screening è in grado di rilevare la presenza delle  benzodiazepine usando come sostanza di riferimento  oxazepam  (ossazepam) ad una concentrazione soglia di 300 nanogrammi / millilitro.

Con il test risulta peraltro positiva la presenza delle seguenti altre benzodiazepine, purché raggiungano i livelli di concentrazione specificati per ciascuna sostanza:

______________________________________________________________________________​​​___

Cross-reattività con oxazepam (cut off = 300 ng/ml) nel test rapido
_____________________________________________________________________________​____

Sostanza 

     ng/ml


Sostanza 

      ng/ml

__________________________________________________________________________​_______

Oxazepam

      300


Bromazepam
         800

Clorazepam 
      100


Flunitrazepam
       1000

Nordiazepam
      100


Lormetazepam
       1000

Alprazolam

      150


Nitrazepam

       1000

Diazepam

      150


Prazepam

       1000

Temazepam
      150


Lorazepam

       1000

Clobazam

      200


Triazolam

       1500

Estazolam

      300


Medazepam (nobrium)      2000

Flurazepam

      300


Delorazepam
       6000

Clorziazepossido
      300


Clonazepam
     25000

_________________________________________________________________________________

Si comprende quindi che con questo test si rileva la presenza delle sostanze indicate nella colonna sinistra, che daranno un risultato positivo a bassi livelli di concentrazione urinaria, mentre le sostanze della colonna destra saranno rilevate anch’esse soltanto se presenti a concentrazioni decisamente superiori. 

CONTROLLI  CON  METODI   “EMIT”  SYVA

I metodi EMIT sono basati sulla competizione per i siti leganti dell’anticorpo tra il farmaco d’abuso presente nel campione ed il farmaco marcato con l’enzima G6PDH.

Nei campioni positivi l’enzima coniugato che non si è legato all’anticorpo resta attivo e catalizza la reazione G6PDH – substrato, con liberazione finale di NADH e variazione di assorbanza a 340 nm inversamente proporzionale alla concentrazione della sostanza d’abuso presente nel campione. 

Un adeguato valore di concentrazione soglia distingue i campioni in negativi e positivi.

Il Laboratorio Analisi d’Urgenza verifica con metodo EMIT solo le benzodiazepine (secondo le indicazioni delle guidelines NACB 12 e 13) in quanto questa famiglia di sostanze è quella che più spesso dà risultati discordanti nel confronto tra test GC/MS e test iniziali o speditivi, a causa delle notevoli differenze tra i livelli di concentrazione ai quali i diversi farmaci risultano presenti  e dei conseguenti screening “falsi negativi”.

In Laboratorio d’Urgenza viene utilizzato il test  “EMIT II Plus Benzodiazepine Assay” della ditta SYVA, con l’analizzatore automatico Synchron Cx della ditta Beckman Coulter.

Le procedure non vengono qui descritte poiché sono le stesse usate per le analisi di chimica clinica effettuate con gli analizzatori Lx  Beckman.

Il test con metodica EMIT può fornire indicazioni quantitative, ma rientra comunque tra quelli definiti “iniziali”, e  non è assolutamente un test “di conferma”.

Il test EMIT della Syva è calibrato per la determinazione qualitativa della benzodiazepina lormetazepam ad una concentrazione soglia di  200 nanogrammi / millilitro.

Sono qui di seguito indicate le concentrazioni delle benzodiazepine che producono un risultato positivo equivalente al cut off usato (200 ng/ml di lormetazepam).

____________________________________________________________________________________

Cross-reattività con lormetazepam (cut off = 200 ng/ml) nel test EMIT

_________________________________________
       ______________________________________________

Sostanze più reattive          ng/ml
     Sostanze meno reattive            ng/ml

_________________________________________                     ______________________________________________

Lormetazepam  

     200

  

Alprazolam


       91
      7-aminoclonazepam
      
     3238

Alazepam


     113 
      7-aminoflunitrazepam
       590

Clonazepam


     255
      Bromazepam


       625

Clotiazepam


     250
      Clordiazepossido

     1330

N-desalchilflurazepam
     132
      Clobazam


       500

N-demetildiazepam
     109
      Demoxepam


       445

DIAZEPAM e Nordiazepam      98
      Lorazepam


       603

Estazolam


     110
      Lorazepam glucuronide
>10000

Flunitrazepam

     138
      Norclordiazepossido
      
       918

Flurazepam


     120
      Oxazepam glucuronide
     3600

(-idrossialprazolam
     100
      Temazepam glucuronide
>10000

(-idrossialprazolam glucur.  113
      Altri composti glucuronidi
>10000

1-N-idrossietilflurazepam
     147

(-idrossitriazolam

     132

Ketazolam


     100

Medazepam


     147

MIDAZOLAM


     125

Nitrazepam


     300

Oxazepam


     253

Prazepam


       90

Temazepam


     138

Tetrazepam


     131

Triazolam


     128




__________________________________________________________________________________________________

Confrontando le cross-reattività nei due diversi test su lastrina / EMIT, si nota l’esistenza di sostanze che hanno reattività diverse, in grado, in alcuni casi, di produrre risultati opposti (Lormetazepam, Clobazam, Clordiazepossido, Nitrazepam, Medazepam, Clonazepam….)

In caso di risultati discordanti sulle benzodiazepine tra il nostro test rapido e il nostro test EMIT, il Tecnico referterà comunque il campione come reattivo, segnalando quindi la presenza di benzodiazepine.

 COMMENTI  NEL  REFERTO .
Secondo le seguenti linee guida internazionali

“Urine Drug Testing in the Clinical Laboratory. Approved Guidelines”, 1999 

del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 

“Mandatory Guidelines for Federal Workplace Drug Testing Programs”, 2001  

del Substance Abuse and Mental Health Services Administration (SAMHSA), ente che ha sostituito il National Institute for Drug Abuse (NIDA). 

“Reccomendations for the Use of Laboratory Tests to support the Impaired and Overdosed Patients from the Emergengy Department”, 2003 
della National Academy of Clinical Biochemistry (NACB) Laboratory Medicine Practice Guidelines, accademia ufficiale della American Association of Clinical Chemistry (AACC). 

un referto di screening delle droghe urinarie d’abuso in Urgenza deve riportare il seguente commento :
Il test di screening qualitativo ha scopo clinico-diagnostico e non va usato ai fini medico legali.

Un risultato POSITIVO (da ritenere “presunto” fino a conferma cromatografica) indica che la sostanza è presente nell’urina a concentrazione > cut off dell’analita; può non correlare con la quantità di sostanza assunta, con la cronologia dell’assunzione, con gli effetti della sostanza sul paziente al momento del campionamento.

Un risultato NEGATIVO indica che l’analita è assente o presente a concentrazione < cut off.

I campioni a scopo clinico non sono soggetti a catena di custodia né a conservazione.
In Laboratorio Urgenza esistono tabelle per verificare eventuali crossreattività o interferenze.

Tabella   “Specificità e cross-reattività” con il test multiplo su lastrina
Concentrazioni (in ng/ml) alle quali le sostanze affini  cross-reattive producono risultati  positivi  nei vari test
COC

Benzoilecgonina 


300

Ecgonina  

> 100000 

Cocaina



300

Ecgonina metil-estere
> 100000

OPI 

Etilmorfina


300

Idromorfone 

400

Codeina



300

MET 

d- Metamfetamina 

500

d-Amfetamina

50000

(+/-)3,4-MDA


1000

Clorochina

50000

l-Metamfetamina


25000

(-Feniletilamina

50000

Procaina



10000

(+/-)-Efedrina

50000

THC

11-nor-(-8-THC-9-COOH

50

(-9-Tetraidrocann.
10500

11-idrossi-(-9-THC-9-COOH
2500

Cannabinolo

10000

(-8-Tetraidrocannabinolo

7000

Cannabidiolo

100000

AMP

d-Amfetamina


1000

l-Amfetamina

10000

(+/-)-3,4-MDA


5000

PCP




Fenciclidina


25

Tenociclidina

2000

BZO

Oxazepam 


300

Bromazepam

800

Clorazepam 
      

100

Flunitrazepam

1000

Nordiazepam
      

100

Lormetazepam

1000

Alprazolam


150

Nitrazepam

1000

Diazepam


150

Prazepam

1000

Temazepam
      

150

Lorazepam

1000

Clobazam

      
200

Triazolam

1500

Flurazepam

      
300

Medazepam

2000

Clorziazepossido
     

300

Delorazepam

6000



Estazolam

      
300

Clonazepam

25000

BAR


   

Secobarbital


300

Pentobarbital

400

Alfenal



400

Fenobarbital

400

Aprobarbital


400

Allobarbital 

1500

Barbital , Butabarbital

400

Amobarbital

1500

Butetal



400

Butalbital

3000

MTD

Metadone


300

2etilidene-1,5dimetil-

Methadol


1000

3,3difenil-pirolidina
50000

TCA

Nortriptilina


1000

Ciclobenzaprina

1500

Protiptilidina


350

Trimipramina

1500

Desipramina


750

Clomipramina

7500

Imipramina


750

Promazina

10000

Amitriptilina


1000

Perfenazina

50000

Doxepina, nordoxepina 

1000

Clorpromazina 

100000

OXY

Oxycodone


100

Idromorfone 

2500

Eroina



500

Morfina


5000

Idrocodone 


600

Codeina


10000

MDMA

MetilenDiossiMetaAmfetamina
500

(+/-)-3,4-MDA

2000

(+/-)-3,4-MDEA


250

Tabella   “Sostanze che non danno interferenze” nel test multiplo su lastrina
Le seguenti sostanze, testate dalla Ditta produttrice del test fino ad una concentrazione di 100.000 ng/ml (0,1 mg/ml), molto elevata, non hanno prodotto interferenze :

Acetaminofene



Ibuprofene

Acetone



Idroclortiazide

Ac. Acetilsalicilico


Idrocortisone

Ac. l-Ascorbico



Idrossiptiramina

Ac. Benzilico



Isoproterenolo

Ac. Benzoico



Lidocaina

Ac. Ippurico



Mepiridina

Ac. Nalidixico



Metaqualone

Ac. Ossalico



Metroxifenamina

Ac. Salicilico



n-Metil-Efedrina

Aminopirina



2-Metilamina-propiofenone


Amoxapina



Metilfenidato





Amoxicillina



Naloxone





Ampicillina



Naprossene





Apomorfina



Niacinamide

Aspartame



Norefedrina

Aspartamina



Fenil-propanolamina

Benzocaina



Noretindrone

Benzfetamina



Norpropoxifene

Caffeina



Papaverina



Chinidina



Penicillina G

Chinina




Pentazocaina

Cloralio idrato



Perfenazina

Clorfeniramina



Prednisolone

Cortisone



p-Idrosil-metamfetamina

Cotinina



Procaina

Creatina



Prometazina

Deossicortisone


d-Propoxifene

Debromofeniramina


d-Pseudoefedrina

Demetildiazepam


Pirrolidina
Destrometorfano


Ranitidina (eccetto MET)

Dimetil-aminoantipirina


Riboflavina

Difenidramina



Serotonina

Dopamina



Sulfametazina

Doxilamina



Sulindac

(-) Efedrina



Tetraciclina

(-) Epinefrina



Tetraidrocortisone

(+) Epinefrina



Tiamina

Eritromicina



Tioridazina

(-Estradiolo



Trifluoperazina

Estrone-3-solfato


Trimetobenzamide

Etil-p-aminobenzoato


Trimipiramina maleato

Fenotiazina



Triptamina



Fentermina



Triptofano

l-Fenilefrina 



Tiramina

Furosemide 



Tiroxina

Glutetimide



Verapamil

Guaiacolo Etere


Zomepirac

Non  danno interferenze, neppure alle concentrazioni massime osservabili nell’uomo, le seguenti sostanze : 

Acido Urico,  Albumina,  Bilirubina tot.,  Colesterolo tot.,  Creatinina,  Emoglobina,  Etanolo, Glucosio.

Anche le principali sostanze d’abuso indicate nella tabella della pagina precedente, testate a concentrazioni elevate, non danno interferenze (falsi positivi) nei test per la ricerca di sostanze di un gruppo di D.O.A. diverse. Ad esempio, le varie benzodiazepine non interferiscono con le Metamfetamine, né coi Tetracannabinoidi, né coi Barbiturici e così via. 
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