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Tecnica EMIT II: ottimizzazione delle misure di sostanze d’abuso nelle urine
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ABSTRACT

EMIT Il technique: optimization of drugs-of-abuse measurements in urine

Aim of this work was to optimize the application of the EMIT Il technique to the measurement of drugs-of-abuse
concentrations in urine, in the context of the activities of Drug Addiction Services (SERT). The modifications of the
analytical protocols, concerning the analytical volumes (samples and reagents) and the intervals of calibrators
concentrations, led to analytical conditions more suitable for a correct evaluation of therapeutic monitoring.

RIASSUNTO

Con questo lavoro si é ottimizzata I'applicazione della tecnica EMIT Il alla determinazione di droghe d’abuso nelle urine,
nell'ambito dei Servizi Tossicodipendenza. Le modifiche apportate ai volumi analitici (campione e reagenti) ed agli
intervalli di calibrazione di alcuni metaboliti urinari hanno permesso di ottenere condizioni analitiche pill idonee ad una
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corretta valutazione del monitoraggio terapeutico.

INTRODUZIONE

Per la diagnosi di dipendenza o abuso di sostanze non
si puo prescindere dal riscontro laboratoristico rivolto sia
a stabilire la presenza nelle urine di sostanze illecite o loro
metaboliti che a controllare nel tempo I'efficacia della
terapia farmacologica e del programma terapeutico-riabi-
litativo (1, 2 e 3).

Generalmente, lo screening laboratoristico si effettua
con l'utilizzo di tecniche immunometriche quantitative
(4).Per le esigenze dei SERT & consigliabile 'uso di me-
todiche rapide e pratiche, in fase omogenea, con segnale
direttamente proporzionale alla concentrazione e quindi
piu idonee alla valutazione di concentrazioni anche eleva-
te, faciimente eseguibili in automazione su analizzatori
per biochimica clinica, ed a costi contenuti (5, 6, 7, 8).

Col presente lavoro si propongono nuovi procedimenti
di utilizzo della metodica EMIT (Enzyme Multiplied Immu-
noassay Technique) di Il generazione (9, 10, 11, 12),
variati rispetto a quelli consigliati dal produttore perivolumi
impiegati. Tali variazioni, unite all'uso di calibratori ad alta
concentrazione, consentono I'ampliamento degli intervalli
analitici, con risparmio sia di tempo sia di reagenti impie-
gati.

Vengono inoltre identificate alcune problematiche ana-
litiche utili ad una piu corretta valutazione del monitoraggio
terapeutico del Paziente Tossicodipendente.
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MATERIALI E METODI

Lo studio & stato condotto determinando sostanze
d’abuso in urine provenienti dal Centro Diurno Palomar
(Distretto 44) e dal SERT del Distretto 47 dellAzienda
Sanitaria Locale Napoli 1 (ASL NA 1).

Le determinazioni delle classi di sostanze d’abuso
(amfetamine, barbiturici, benzodiazepine, cocaina, canna-
binoidi, metadone ed oppiacei) sono state effettuate utiliz-
zando metodiche da noi proposte e completamente auto-
matizzate sullo strumento Viva (tabella 1) della ditta Dade
Behring (Milano, Italia), in dotazione presso il Presidio
Ospedaliero "C. Ascalesi" dell’ASL NA 1. Il calcolo
dell’ assorbanza/minuto alla lunghezza d'onda di 340 nm
si effettua con rilevazioni a 50 ed a 106 secondi dall'inse-
rimento del reagente 2 (G6PD-droga) in una soluzione
contenente reagente 1 (anticorpo/G6P/NAD/tampone) ed
urina.

| calibratori ed i reagenti EMIT Il sono stati ricostituiti
rispettivamente con 5 ml e 100 ml di acqua bidistillata
mentre i controlli Liphocheck Urine Toxicology Control
della ditta Biorad (Milano, Italia), opportunamente ricosti-
tuiti (tabella 2), sono serviti sia per costituire punti aggiun-
tivi di calibrazione, sia per il controllo di qualita interno. Il
controllo Liphocheck viene diluito 1:16 con acqua bidistil-
lata per la determinazione della morfina e 1:4 per tutte le
altre determinazioni.

Per la determinazione degli oppiacei urinari ad alta
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Tabella 1
Metodi EMIT I. Principali parametri dei metodi modificati, confrontati con i rispettivi originali

Reagente 1 Reagente 2 Campione (urina)
Analita
Volume di Volume analitico Volumne di Volume analitico Volume analitico
ricostituzione (mL) {uL) ricostituzione (mL}) {uL) {uL)
Metadone
EMIT Il originale 100 180 100 180 18
modificato 100 180 100 180 12
EMIT | modificato* 51 120 51 120 12
Obalan]
EMIT Il originale 100 180 100 180 18
modificato 100 180 100 180 15
EMIT 1l "300/2000"** -—- 260 - 100 15
B i ;
EMIT 1l originale 100 180 100 180 18
modificato 100 180 100 180 14
Amf lfis, Citicai
Barbiturici
EMIT Il originale 100 180 100 180 18
modificato 100 180 100 180 16
- inoidi 20 1
EMIT Il originale 100 180 100 180 18
modificato 100 180 100 180 18

*La metodica originale - a tre reattivi - & applicata sullo strumento RANDOM 100 ed i reagenti sono ricostituiti aggiungendo 45 ml di tampone TRIS a 6
ml di reattivo ricostituito
**| reagenti sono gia pronti all'uso

Tabella 2
Concentrazione dei calibratori (Dade Behring) e dei controlli (Biorad) liofilizzati dopo ricostituzione

Classi di sostanze d'abuso urinarie (ng/mt)

Calibratore
Amfetamine Barbiturici  Benzodiazepine Cannabinoidi Cocaina Metadone Oppiacei
(3 punti) (3 punti) (6 punti) (3 punti) (6 punti) (6 punti) (5 punti)
Zero 0 0 0 0 0 0 0
At/2* - - ¢ - 150 - 5
Al 1000 200 200 = 300 - 300
Al+A2" - - 600 - - - -
A2/6* - - - - 500 - -
A2/3* - - - 5 1000 - -
A2 3000 1000 1000 % 3000 - 1000
B1 - - - - - 300 2000
Bi+B2** = = - - - 650 =
B2 g - - - - 1000 4000
LIPH.1° n = 2000 - - 2000 -
LIPH.2°° - = 4000 - - 4000 -
THC20 - = - 20 - # -
THC50 - - - 50 - = -

*calibratori ricostituiti e diluiti successivamente con soluzione fisiologica
**calibratori ricostituiti ed uniti successivamente in parti uguali
°,*°controlli della ditta BIORAD ricostituiti rispettivamente con 25 ml (LIPH.1)* e 12.5 ml (LIPH.2)** di acqua bidistillata
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concentrazione (fino a 40000 ng/ml) si & utilizzato il kit
EMIT 1l "300/2000 Oppiacei’, pronto alluso (12), con
I'ausilio del controllo Liphocheck, dei calibratori Dade-Be-
hring e di alcuni campioni urinari a concentrazione elevata,
opportunamente diluiti ed analizzati con tecnica cromato-
grafica (HPLC), per eseguire punti di calibrazione aggiun-
tivi (150, 10000, 20000 e 40000 ng/ml) rispetto a quelli
usati nella metodica EMIT Il. Per la determinazione del
metadone urinario fino a 40000 ng/ml si sono utilizzati: il
kit "EMIT d.a.u.", con alcune modifiche rispetto alla meto-
dica consigliata (7,8); i controlli Liphoceck e i calibratori
Dade-Bhering; alcuni campioni urinari a titolo elevato,
opportunamente diluiti ed analizzati con tecnica cromato-
grafica (HPLC), per eseguire punti di calibrazione aggiun-
tivi.

Per le elaborazioni statistiche & stato utilizzato il pro-
gramma in basic della Societa Italiana di Biochimica Clini-
ca e Biologia Molecolare (13).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Il software dell'analizzatore Viva consente di calcolare
le curve di calibrazione con la migliore interpolazione, in

relazione al numero dei calibratori ed allo scarto di errore
scelto dall’'utente.

La rappresentazione grafica delle calibrazioni per am-
fetamine, barbiturici, benzodiazepine, cocaina, metadone
ed oppiacei appare nella figura |. L'analisi dei dati di tale
figura evidenzia che, pur riducendo il volume del campione
nelle metodiche, cosi come segnalato in tabella 1, si
ottiene comungue una discreta variazione di segnale tra i
differenti punti di calibrazione. | relativi profili di imprecisio-
ne di figura V, indicano coefficienti di variazione accetta-
bilmente bassi (circa il 5%) per un intervallo analitico
sufficentemente ampio. La riduzione del volume analitico
del campione urinario permette quindi di misurare concen-
trazioni elevate di sostanze d'abuso di interesse per |l
monitoraggio del soggetto in terapia.

La concentrazione del metadone urinario sembra es-
sere correlata alla dose somministrata (6, 8): risulta per-
tanto utile poterne misurare la concentrazione nel campio-
ne, senza pre-diluizione, fino a 4000 ng/ml. Tali valori sono
ricorrenti specialmente in pazienti tossicodipendenti in
trattamento per os con 20-40 mg/ml di metadone cloridrato
(6). La calibrazione fino a 4000 ng/ml & possibile solo
introducendo ulteriori calibratori con concentrazione di
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punti di calibrazione (tabelfa 2)

Tabella 3

modificata

Curve di calibrazione per differenti componenti: metodi EMIT Il modificati per il volume del campione (tabella 1) e per il numero dei

Recuperi percentuali dei punti a concentrazione 150, 500 e 1000 ng/mL di benzoilecgonina ottenuti con la metodica originale e

Metodica modificata

Metodica originale

Valore teorico ng/mL Val. sperim. ng/mL recupero % Val. sperim. ng/mL recupero %
150 147 98.0 69 46.0
500 522 104.4 392 78.4
1000 1065 106.5 1384 138.4
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Curva di calibrazione per gli oppiacei con il metodo EMIT If "300-2000", con calibratori aggiuntivi (tabella 2)
650 e 2000 ng/ml al fine di evitare una errata interpolazio-  ginali e modificate) per la misura della benzoilecgonina
ne della curva di calibrazione. Anche per le benzodiazepi-  alle concentrazioni aggiuntive sopracitate.
ne risulta indispensabile calibrare con campioni noti ag- La metodica per la determinazione dei cannabinoidi
giuntivi a concentrazione di 600 e 2000 ng/ml. (20 ng/mL) non ha subito variazioni rispetto a quella pro-
Identiche considerazioni vanno fatte per il dosaggio posta dalla Ditta produttrice: in figura Il ne viene riportata
della benzoilecgonina ove & necessario utilizzare calibra-  la curva di calibrazione. Appaiono discrete le variazioni di
tori aggiuntivi aventi concentrazione di 150, 500 e 1000  assorbanza e meno soddisfacenti i relativi coefficienti di
ng/ml: la tabella 3 evidenzia il diverso comportamento, in  variazione percentuale (intervallo analitico tra 20 e 50
termini di recupero percentuale, delle due metodiche (ori-  ng/ml), scaturiti dall'analisi del profilo di imprecisione di
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figura VI.

Buone appaiono le variazioni di assorbanza (figure I
e |V) ottenute con le metodiche metadone d.a.u. e con
oppiacei EMIT Il "300/2000", utilizzate per la misura di
elevate concentrazioni di droga nelle urine, fino a 40000
ng/ml. | relativi profili di imprecisione (figura V1) evidenzia-
no valori di CV% di circa il 25% per il metadone e 20% per
gli oppiacei. Le prove di recupero illustrate in figura VIII
evidenziano recuperi percentuali compresi tra il 77 ed il
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120%.

Aumenti di segnale analitico, e quindi la possibilita di
estendere la misura a valori superiori di 4000 ng/ml, perle
determinazioni di oppiacei, metadone e benzodiazepine,
possono ottenersi anche ricostituendo i reagenti liofili con
volumi di acqua bidistillata inferiori ai 100 ml previsti.
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CONCLUSIONI

La tecnica EMIT, particolarmente con i reagenti di
seconda generazione, € facilmente adattabile a qualsiasi
strumentazione di chimica clinica. La misura di valori
elevati di concentrazione urinaria di oppiacei, metadone e
benzodiazepine, comporta 'uso di calibratori aggiuntivi a
concentrazione pill elevata (2000 e 4000 ng/ml) rispetto a
quelli normalmente proposti dalla ditta Dade-Behring.

Nel caso di "Emit Il oppiacei" la curva di calibrazione
pud essere in tale modo estesa ai valori di 2000 e 4000
ng/ml. Tuttavia, se & necessario evidenziare un'assunzio-
ne recente di eroina, ad es. per il controllo della congruita
di un programma terapeutico, & preferibile effettuare la

determinazione con la metodica "300/2000" EMIT Il capa-
ce di rilevare concentrazioni elevate di morfina fino a
40000 ng/ml.

Per il metadone e le benzodiazepine viene utilizzato il
controllo Liphocheck della ditta Biorad, opportunamente
diluito con acqua distillata. Problemi di linearita e di cali-
brazione vengono risolti medificando il volume del cam-
pione urinario ed immettendo punti addizionali di calibra-
zione. Per quanto concerne il metadone, la sua concen-
trazione urinaria & riportata essere correlata alla dose
somministrata per os. Concentrazioni urinarie fino a 4000
ng/ml bene rappresentano le somministrazioni orali com-
prese tra 20 e 40 mg/die; somministrazioni terapeutiche

biochimica clinica, 2000, vol. 24, n. 5

SCIENTIFIC PAPERS CONTRIBUTI SCIENTIFICI

70
60
50 -
40

:

(4] ol —— the 20 ng/ml
20
10 -
o T T - T v

10 15 20 5 1 35 40 45 50
concentrazioni [ng/ml]
Figura VI

413



CONTRIBUTI SCIENTIFICI

SCIENTIFIC PAPERS

414

125
120 -
115 -
110 - —
= 105 -
2
2 100 - B metadone
=] . .
2 Doppiacei
= 95 e
90 -
85 -
L
156.2 3125 625.0 1250 2500 5000 10000 20000 40000 ng/ml
1: 256 1:128 1: 64 1: 32 1: 16 1:8 1: 4 1:2 1:1  diluiz.

Figura Vill

Prove di recupero per metadone ed oppiacei, metodi EMIT d.a.u. ed EMIT |1 “300/2000"

superiori a 40 mg/die determinano elevate concentrazioni
urinarie meglio determinabili con kit "EMIT d.a.u.", ade-
guando la metodica ed il relativo procedimento di calibra-
zione come precedentemente discusso.

Per quanto riguarda le benzodiazepine, il riscontro di
valori elevati pud suggerire la avvenuta assunzione di
diazepam o dei suoi derivati, a causa della elevata affinita
di questa sostanza per l'anticorpo (anticorpo anti-diaze-
pam). Altre benzodiazepine, come il 7-amino flunitraze-
pam (ROIPNOL) il lorazepam (es. TAVOR) ed il lormeta-
zepam (MINIAS), danno risposte diverse, maggiori o mi-
nori. Pertanto, in caso di sospetta assunzione illecita, data
la grande varieta di sostanze con simili caratteristiche
farmacologiche ma con grande diversita di risposta immu-
nochimica. & utile poter affiancare la determinazione cro-
matografica alla analisi immunochimica.
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