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ABSTRACT

Validation of a screening method for buprenorphine in comparison with HPLC. The recent introduction of
buprenorphine use by the drug addiction services has induced toxicology laboratories to develop new qualitative or semi-
quantitative urinary screening assays, which could be useful for both the patients and the physicians overseeing the
treatment of drug dependence. The aim of this study was to verify whether the new Immunoanalysis EIA-Buprenorfina
kit fits both the requirements of the physicians who follows drug-dependent subjects and those of the laboratory by val-
idating it by comparison with HPLC. Results indicate that both method sensitivity and specificity are >90%.

INTRODUZIONE

La dipendenza da oppioidi, in particolare da eroina, &
oggi affrontata con diverse prescrizioni farmacologiche
note come terapie sostitutive (1). Queste, agiscono sul
sistema dopaminergico, eludendo il desiderio di droga e
permettendo, con la diminuzione graduale della dose
somministrata, di ottenere una disassuefazione dell'or-
ganismo senza indurre una crisi di astinenza.

Il primo farmaco utilizzato e stato il metadone (agoni-
sta recettori n) che, pur rimanendo un farmaco fonda-
mentale e unico per la terapia della tossicomania da eroi-
na, negli ultimi anni & stato affiancato dalla nuova mole-
cola buprenorfina (2,3). Tale farmaco € metabolizzato
nel fegato dal citocromo P450 a norbuprenorfina per N-
dealchilazione e per glucuronoconiugazione con forma-
zione di metaboliti che possono essere rilevati nelle urine
(4-9).

La buprenorfina € un farmaco oppiaceo con proprie-
ta di agonista parziale a livello dei recettori 4 e di antago-
nista a livello dei recettori k (2). Poiché presenta un
basso potenziale di tossicomania e scarsi effetti tossici a
livello generale, la buprenorfina viene utilizzata sia per la
dissuefazione da eroina sia come trattamento a lungo
termine per la prevenzione delle frequenti ricadute del
tossicodipendente.

La scelta del metodo analitico per la sua determina-
zione deve essere effettuata nell'ambito dell'attivita di
laboratorio considerando i costi, il carico di lavoro, i livel-
li di sensibilita, specificita e affidabilita, fondamentali per
la validita del dato analitico erogato (10). L'utilizzo di tec-
niche analitiche accurate e standardizzate da parte del
laboratorio consente ai servizi per le tossicodipendenze
un'adeguata valutazione sull'intervento terapeutico-clini-
co, un controllo sull'assunzione del farmaco concernente
la sua riduzione o implementazione della dose da utiliz-
zare.

Oggi, la determinazione analitica della buprenorfina
in campioni biologici & eseguita mediante tecniche immu-
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noenzimatiche che si rilevano spesso adeguate per I'im-
portanza dell'immediatezza dei risultati analitici nella
valutazione clinica e per promuovere un piu rapido
inquadramento del paziente (11-13).

Il nostro studio ha avuto come oggetto la validazione
del nuovo kit Immunoanalysis EIA-Buprenorfina allo
scopo di valutarne il livello di attendibilita e di efficienza.
Il metodo in esame & stato confrontato con metodo
HPLC utilizzando campioni urinari provenienti dai diversi
distretti dell’ASL Napoli 1.

MATERIALI E METODI

Campioni

Sono stati utilizzati sia materiali a concentrazione
nota (standard e controlli) sia 100 campioni di urine,
appartenenti a soggetti in trattamento presso i servizi per
le tossicodipendenze delllASL Napoli 1, resi opportuna-
mente anonimi prima dell’'uso.

In precedenza, I'analisi dei campioni di urine, effet-
tuata presso il nostro laboratorio mediante I'utilizzo del
metodo EMIT Dimension-ARx (Dade Behring), aveva
evidenziato la positivita a diverse classi di sostanze d'a-
buso singole o combinate tra loro, quali oppiacei, cocai-
na, benzodiazepine, tetraidrocannabinoidi e metadone
(Tabella 1).

| campioni risultati positivi alla buprenorfina erano
anche successivamente analizzati con il sistema multi-
colonna Remedi-HS Drugs Profiling e con un sistema
HPLC aperto (Agilent 1100 series) (14-16).

Immunalysis EIA

L'Immunalysis EIA kit (Immunoanalysis Corporation)
€ un metodo per evidenziare la presenza di buprenorfina
e norbuprenorfina in campioni di urine. L'anticorpo utiliz-
zato presenta una significativa cross-reattivita verso la
norbuprenorfina e una minima cross-reazione verso gli




associati glucuronati. Il metodo ¢ di tipo competitivo: la
buprenorfina, marcata con I'enzima glucosio-6-fosfato
deidrogenasi (G6PD), compete con la buprenorfina libe-
ra presente nel campione, per un numero limitato di siti
anticorpali (17). In assenza di buprenorfina nel campione,
si ha il legame tra I'anticorpo e la buprenorfina coniugata
inibendo, cosi, I'attivita dell'enzima. L'attivita della G6PD
€ determinata spettrofotometricamente a 340 nm dalla
riduzione del NAD+ a NADH. L'incremento della assor-
banza a 340 nm (aumento di NADH) ¢ correlato alla con-
centrazione di buprenorfina nel campione urinario.

Per I'esecuzione di tale metodo & stato utilizzato I'a-
nalizzatore Dimension-ARXx. La curva di calibrazione del
metodo ¢ stata ottenuta utilizzando standard di urina
umana contenente buprenorfina e metaboliti in concen-
trazioni pari a 0-5-10-20-40 ug/L. La curva € costruita
mediante la trasformazione Logit, un approccio che con-
sente la linearizzazione della curva dose-risposta.

Metodi HPLC

Il sistema multicolonna Remedi-HS (BioRad), utiliz-
zato come screening di Il° livello, pud riconoscere 920
sostanze di natura basica o debolmente acida, basando-
si sullo spettro di assorbimento UV e sul tempo di riten-
zione in relazione ai due standard interni, N-etil-nordia-
zepam e clorfenilamina. Ogni corsa cromatografica ha
una durata di circa 18 min. La metodica consiste nell'ag-
giungere 20 uL di B-glucuronidasi a 1 mL di urina centri-
fugata ed acidificata a pH 5 con acido acetico. Dopo
idrolisi enzimatica a 55 °C per 90 min, necessaria per I'i-
dentificazione dei metaboliti urinari della buprenorfina, al
campione vengono aggiunti 200 pL della miscela combi-
nata dei due standard interni per esaminarlo, dopo cen-
trifugazione a 4500 rpm per 5 min, sul sistema Remedi-
HS.

L'identificazione della norbuprenorfina & stata anche
eseguita mediante HPLC su strumentazione Agilent
1100 series con sistema isocratico e con rivelatore UV.
L'analisi € effettuata su campioni di urine sottoposti ad
idrolisi enzimatica con B-glucuronidasi a 55 °C per 90
min e successivamente ad una microestrazione in fase
solida su colonnine “clean-up” (BioRad) a fase inversa.
Per l'analisi cromatografica viene utilizzato come fase
mobile un tampone fosfato 20 mM pH 3,5 in acetonitrile
(7:3 v/v) e un calibratore in matrice urinaria fornito dalla
ditta BioRad. Le condizioni analitiche strumentali sono le
seguenti: colonna analitica a fase inversa, lunghezza
d'onda 212 nm, temperatura 45 °C, flusso 1,4 mL/min e
tempo di analisi 15 min.

L'analisi in HPLC rivela la presenza della norbupre-
norfina e della buprenorfina. Il cromatogramma del cali-
bratore presenta il picco della norbuprenorfina ad un
tempo di ritenzione pari a 4,35 min, mentre quello otte-
nuto analizzando lo standard di buprenorfina presenta il
picco a 12,70 min.

Nella Figura 1 sono riportati alcuni cromatogrammi
esemplificativi di campioni positivi e negativi dei sogget-
ti esaminati.

RISULTATI

Curva di calibrazione

Ottenuta la curva di calibrazione, & stata valutata la
sua stabilitd nel tempo effettuando misure in doppio dei 5
calibratori ogni giorno per un totale di 35 giorni (Figura 2).
La curva é risultata stabile per 30 giorni, superati i quali
si osserva una significativa riduzione del segnale.

Ripetibilita e riproducibilita del metodo

Per il calcolo dell'imprecisione nella serie e tra la
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Tabella 1

Positivita dei campioni studiati alle diverse classi di sostanze
NP Sostanza

campioni Benzodiazepine Cocaina Metadone Oppiacei Cannabinoidi Buprenorfina
8 +
7 + +
4 + +
5 + +
2 + +
5 + +
2 + +
10 + +
20 + +
7 +
1 + + +
16 + + +
+ +

4 + +
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Figura 1

Esempi di cromatogrammi di due campioni positivi alla norbuprenorfina (A e B) e di un campione negativo (C) esaminati in HPLC.

serie sono stati utilizzati i due controlli a concentrazione
nota forniti dal kit. Per entrambi i controlli sono state ese-
guite 20 determinazioni e sono stati calcolati i parametri
statistici di base: media, DS e CV (Tabella 2).

Linearita

Sono state preparate delle diluizioni seriali del calibra-
tore a piu alta concentrazione di buprenorfina (40 ug/L) in
urine negative e ne sono state misurate le relative con-
centrazioni. La percentuale di recupero € stata calcolata
come rapporto tra la concentrazione sperimentale media
(20 determinazioni) e quella teorica (Figura 3).

Per le concentrazioni <5 ug/L si osservavano valori
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aberranti di recupero percentuale.

Riportando in grafico le concentrazioni sperimentali
in funzione di quelle teoriche si otteneva la seguente
retta di regressione: y = 0,907x + 1,15, con r2 = 0,998.

Efficienza diagnostica

Dal confronto dei risultati ottenuti in HPLC & stato
possibile costruire la tabella di contingenza (Tabella 3),
da cui sono stati ricavati i valori della sensibilita (98%) e
specificita (92%) del metodo (valore soglia di 4,3 pg/L).

L'area della curva ROC é risultata pari a 0,94, con SE
di 0,022 (intervallo di confidenza 95%: 0,881-0,981).
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Concentrazione calibratori, pg/L

Figura 2
Stabilita della curva di calibrazione del metodo Immunalysis EIA.
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Figura 3
Recupero di diluzioni seriali del calibratore a piu elevata con-
centrazione.
CONCLUSIONI

L'inserimento della buprenorfina come utilizzo tera-
peutico nei servizi per le tossicodipendenze (Decreto
Ministeriale del 16/11/1999 (G.U. n° 272 del 1999)) ha
determinato una crescente richiesta della determinazio-
ne della stessa.

In questo lavoro abbiamo valutato il metodo
Immunalysis EIA. Dalle prove condotte, il metodo pre-
senta una stabilita della curva di calibrazione pari a 30
giorni, valori di CV inferiori al 10% e alti valori di sensibi-
lita e specificita che ne confermano l'affidabilita e la pre-

Tabella 2
Imprecisione del metodo Immunalysis EIA
Intra-serie Inter-serie
Media, pg/L 3,18 5,69 4,15 6,45
DS, ng/L 0,24 0,33 0,27 0,33
CV, % 7,69 5,76 6,47 5,09
Tabella 3

Confronto dei risultati ottenuti con il metodo in valutazione e
con HPLC

HPLC

+ —

+ 62 3

Immunalysis EIA
34

cisione. In particolare, il valore di sensibilita & paragona-
bile a quello ottenuto con i metodi CEDIA ed ELISA, vali-
dati in precedenti lavori (18,19), mentre il valore della
specificita € nettamente superiore. Inoltre, il metodo
preso in esame & applicabile allo stesso analizzatore su
cui viene eseguito lo screening per le diverse classi di
sostanze d'abuso, permettendo un risparmio sia di
tempo che di risorse umane.
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