| a ricerca delle sostanze d'abuso su
matrice cheratinica
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Campi di applicazione

Evidenza (o non-evidenza) di esposizione cronica al la drogain
diversi contesti giuridici

Responsabilita criminale

Affidamento e custodia di minori

Sorveglianza in caso di uso pregresso di droghe d'a buso
Esposizione prenatale a sostanze d'abuso

Studi epidemiologici di prevalenza in popolazioni s elezionate

Verifica della compliance nel monitoraggio terapeut ICO




Composizione e crescita del capello

Componente primario del capello e la cheratina (65-9 5% in peso
del totale)

Il pl della cheratina e acido, quindi rispetto al sa  ngue il capello
accumula sostanze basiche

Il capello cresce con velocita media di 1.0 cm/mese (0.7-1.3)




\/g\rﬁgg!(!fl SuU matrice cheratinica

- droga e metaboliti rimangono sequestrati nel capello senza evidente
degradazione nel tempo (finestra di rilevamento piu amp la rispetto alle
altre matrici)

- il prelievo del capello e relativamente semplice, non Invasivo e
riproducibile per eventuali ripetizioni

- 'adulterazione del campione e piu difficile rispett o all'urina

Svantaggi

- la matrice cheratinica e piu soggetta di altre a contam inazione ambientale
(possibilita di FP)

- deviazioni fisiologiche e non-fisiologiche (partec Ipazione di sudore e
sebo all'incorporazione della droga, legame con la mel anina, razza,
trattamenti cosmetici)

- hon esiste relazione dose assunta - concentrazione



CARATTERISTICHE

Confronto con la matrice urinaria

DELLE DUE MATRICI BEIOLOGICHE IN ESAME

CARATTERISTICHE URINA CAPELLO
prelievo disagevole comodo/non invasivo
appartenenza al soggetto non sempre certa certa
adulterazione possibile difficile
contaminazione passiva difficile possibile
ripetibilita prelievo impossibile possibile
conservazione 4°C-2000 temp. ambiente

trasporto

temp. controllata

temp. ambiente

tecnica analitica *

immunoch./cromatografica

immunoch./cromatografica

tempo di risposta +i+++ +i+++
concentrazione in matrice elevata bassa
tipo di misura incremento cumulativo
analiti principali metaboliti sost. madre
finestra di rilevazione * 213 giorni mesi‘anni

F. Svaizer, 2009. mod




Finestra di rilevazione delle droghe nelle diverse
matrici
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MECCANISMI DI INCORPORAZIONE DI XENOBIOTICI NEL CAP ELLO

< Trasporto dello xenobiotico attraverso la membrana dl bulbo pilifero }
__Biotrasformazione dello xenobiotico }

C__ Affinita dello xenobiotico per la melanina }




MECCANISMI DI INCORPORAZIONE DI XENOBIOTICI NEL CAP ELLO

| I
. Trasporto attraverso membrana

. Grandezza e forma della molecola

. Legame con le proteine plasmatiche

. Polarita (carattere lipofilo o idrofilo)

. pKa (carattere acido-base)



MECCANISMI DI INCORPORAZIONE DI XENOBIOTICI NEL
CAPELLO

plotrastormazione

Enzimi di biotrasformazione nel follicolo sono poco attivi (concentrazione
parent-drug >> concentrazione metaboliti)

Affinita xenobiotico-melanina

(concentrazione nei capelli decolorati/pigmentati = 0 ,70)




Cosa si trova neli capelii...
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FATTORI DI VARIABILIT A

.| XENOBIOTICO I

. Via di somministrazione (intranasale > endovenosa)

. Dose

Vari studi dimostrano assenza di correlazione dose-concentrazione _ per
le principali droghe d'abuso

Esistono ulteriori fattori di variabilita dipendenti dall

capello




FATTORI DI VARIABILIT A

.| CAPELLO I

Stadio di crescita

Razza

Eta

Trattamenti cosmetici

Contaminazione esterna



FATTORI DI VARIABILIT A

ANAGEN = CATAGEN = TELOGEMN

A Ghiandola 4

/ ;i y Seln in
! Sebacea | -
ks, | | \ Istacco
Matrice \ #}
& . : el D-Eh:' "f ' MUovo germe
Stadio di crescita Papils @ del peld

Fase anagenica (4-6 anni)
Fase catagenica (qualche settimana)
Fase telogenica (qualche mese)

L'incorporazione dello xenobiotico e massima nella fa Se anagenica,
tuttavia data la crescita irregolare del capello

la correlazione tempo (fase)-distanza dal follicolo e difficile



FATTORI DI VARIABILIT A

. Razza

. Incorporazione nel capello di  asiatico > africano > caucasico

(differenza di melanina, sudore, ghiandole sebacee)

[ ] Eté.

. Incorporazione nel capello di neonato/bambino > adulto

crescita piu lenta del capello

U

maggiore concentrazione di xenobiotico




FATTORI DI VARIABILIT A

rattamenti cosmedticl

decolorazione : stress ossidativo-alcalino (6-12% H,O, con
attivatore persolfato di K o NH,")

permanente : stress ossidativo (apertura dei legami S-S con
mercaptani e successlivo ripristino con H,0,)

tintura : preceduta da decolorazione

6-MAM, Morfina, Codeina
Cocaina, BEG puo arrivare al 90%




Trattamenti cosmeticl....ampia letteratura

Imt T Legal Med (1997 1140 1539163 L Springer-Verlag 1997

ODRIGINAL ARTICLE

C, Jurado - P, Kintz - ML Menéndez - M. Eepetto
Influence of the cosmetic treatment of hair on drug testing
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Trattamenti cosmeticl....ampia letteratura

Influenza dei trattamenti cosmetici dei capelli sulle
determinazioni delle droghe e metaboliti

Diminuzione % della concentrazione dei capelli trattati rispetto ai capelli non trattati

La diminuzione e
proporzionale al danno
apportato alla matrice

cheratinica

Capello Capello
molecola decolorato colorato
media (%) media [ %)

cocaina 66 43
BE( 61 37
maorfina 81 61
codeina 69 29
B-MAM 66 41

Jurado G, etal IntJ Leg Med, 15597




Trattamenti cosmeticl....ampia letteratura

Influenza dei trattamenti cosmetici dei capelli sulle
determinazioni delle droghe e metaboliti

DMINUZIONE % MHENA PER LE DROGHE ANALIZZATE
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Trattamenti cosmeticl....ampia letteratura
non solo scientifica

Marivana.it - Il Test del Capello: 2 Metodi per Apgirarlo - Microsoft Internet Explorer
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FATTORI DI VARIABILIT A
Trattamenti cosmetici

Il sito web MARIJUANA.IT consiglia 2 metodi per “pa  ssare
Il test sul capello

1) trattamento con NaHCO, (basico, serve ad aprire la cuticola) seguito da
Topexan (detergente) e da 2-3 lavaggi con NaClO (ossidante, distrugge la

droga)
2) decolorazione con H,0O, seguita da tintura di un colore simile al proprio

| 2 trattamenti devono essere alternati e/o ripetuti per 2-3 volte al giorno da
almeno 1 settimana prima del prelievo e seqguiti dall'applicazione di almeno 5

balsami al giorno!



FATTORI DI VARIABILIT A

D'altra parte, la letteratura internazionale e ancora piu
esaustiva..... Digitando:

Pass Hair Drug Test

su Google si trovano



‘2 PASS HAIR DRUG TEST - Cerca con Google - Microsoft Internet Explorer
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Alcuni prodotti iIn commercio

$356.89

I

BUY NOW!

Congratulations! You have
just passed yvour drug test!

Effect of the shampoo Ultra Clean on
drug concentration in human hair
Rahrich J, ef al. Int J Legal Med 2000; 113:702-5

decremento della
droga
droga
cocaina 5%
B6-MAM 9%
morfina 26%
THC 6%

Un singolo trattamento con lo shampoo Ultra Clean

non rimuove le droghe in maniera tale da non essere
rilevate con | metodi analitici utilizzati. Rotrch 2 et al 2000




FATTORI DI VARIABILIT A

Contaminazione esterna

per sostanze presenti in fase di vapore (crack, THC )

P

necessita di lavaggio del campione di capelli
con solventi organici e/o tamponi acquosi come ripo rtato nelle
Linee Guida ISS



LINEE GUIDA ISS PER L'ANALISI DEL CAPELLO

. 1-PRELIEVO

. 2-LAVAGGIO E PREPARAZIONE DEL CAMPIONE
. 3 - DIGESTIONE DELLA MATRICE CHERATINICA
. 4 - ESTRAZIONE DEGLI ANALITI

. 9 - ANALISI DI SCREENING

. 6 - ANALISI CROMATOGRAFICA DI CONFERMA

. (- ESPRESSIONE DEI RISULTATI



N -

Prelievo dei capelli

Deve essere effettuato in un ambiente non contaminat 0 e da personale
IStruito

Selezionare una ciocca delle dimensioni di una matit a dalla zona nucale

Arrotolarla su se stessa prima del taglio per effettuare una recisione
uniforme

Usare forbici lavate con alcool e ben asciutte
Quantita sufficiente per analisi ed eventuale conferma (almeno 200 mg).

Se i capelli sono lunghi, evidenziare la parte prossi male annodando
uno spago entro 0.5 cm dal taglio

Se i capelli sono corti, evidenziare comungue la part e prossimale
avvolgendola con allumino o fissandola su foglio di carta

Se sono piu corti di 1 cm. prelevare peli ascellari e/o pubici

L'analisi deve essere eseguita su un segmento misurat 0



Prelievo dei peli ascellari e pubici

L'utilizzo dei peli ascellari e pubici e richiesto n el caso di
rasatura della testa o di forte decolorazione deic  apelli

| peli ascellari devono essere prelevati da entramb e le ascelle
| campioni positivi all'analisi del capello sono ri sultati positivi
anche all'analisi dei pel

| peli pubici hanno concentrazioni piu alte delle al tre formazioni pilifere (velocita di
crescita minore)

Cellesi V., Bertol E., Di Milia M.G., Meini M., Tri gnano C., Mari F.
Bollettino per le farmaco-dipendenze e l'alcolismo
XXVII, N.3-4/2004, 31-36



CONSERVAZIONE DEL CAMPIONE

Conservare | campioni in busta di carta  a temperatura ambiente
con identificazione di:

DATA DEL PRELIEVO

NOME DEL PAZIENTE

IDENTIFICATIVO RICHIESTA




VERBALE DI PRELIEVO

COMPILARE UNA SCHEDA
CON | DATI DEL SOGGETTO
COMPRESI EVENTUALI
TRATTAMENTI COSMETICI

1 VEER LE HaCTu LT CAMPENE NOLEIon CHER TIMIC 1
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2 - Lavaggio e preparazione del campione

. Eliminare le sostanze depositate nella parte estern a senza
estrarre quelle incorporate all'interno  (effetto della scelta
del/dei solventi e del tempo di contatto)

!

Esempio:
“lavare i capelli integri in provetta di vetro da 1 0O mi
2 volte con 2 ml di CH ,Cl,,
vortex 1 min., centrifugare 5 min.”
(SIBIOC)

. Asclugare su carta bibula o in corrente diN

. Triturare con forbici (1-3 mm.) o polverizzare con mulino a
sfere



Preparazione del campione

— Il mulino a sfere e la procedura di elezione perche, massimizzando la
superfice esposta, facilita la successiva fase di d igestione

Giare di macinazione “"comfort”™
per PM 100, PM 200 e PM 400
All'interno di apposite
giare ruotanti
vengono poste
sferette di materiale e
dimensioni adatte
ad ottenere
granulometrie diverse
del capello
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Esame segmentale

E richiesto per attribuire il consumo di droga ad un
determinato periodo di tempo (si assume crescita di 1
cm/mese)

. Tagliare una ciocca dall'attaccatura alla punta
. Fissare le 2 estremita su carta bibula

. Tagliare segmenti di 1 cm a partire dalla punta
. ldentificare i segmenti con numero progressivo
. 1°cm dall'attaccatura = ultimo mese

. 2°cm dall'attaccatura = penultimo mese



3 - Digestione della matrice cheratinica

. Halo scopo di estrarre in maniera selettiva e quan titativa
gli analiti di interesse dall'interno della matrice senza
modificare chimicamente gli analiti stessi

. 4 Tipi ENZIMATICA

 » 37-45C
3-12 h.
B-glucoronidasi
aril-sulfatasi

BASICA
T.Amb.-100<C.
1-12 h.
NaOH 1 M

ACIDA

Con CH,;OH
T.Amb.-56C. TAMD L0

SHZ HCI 0,1M




Digestione enzimatica

. VANTAGGI

. E selettiva (soft), non distrugge gli analiti di int eresse

. SVANTAGGI

. E poco riproducibile (necessario controllo della
temperatura e del pH)

. ldrolizza 6-MAM (marker reale del consumo di eroina )

. Per l'analisi cromatografica e necessaria la success  iva

estrazione degli analiti liberati dalla matrice



Digestione basica

. VANTAGGI
. Economica e veloce

. Buona per THC e Benzodiazepine

. SVANTAGGI
ldrolizza Eroina, 6-MAM e Cocaina

. Per l'analisi immunochimica e necessaria neutralizz azione
per evitare denaturazione degli Ab

. Per l'analisi cromatografica e necessaria la success va
estrazione degli analiti liberati dalla matrice



Digestione acida

. VANTAGGI

Economica e veloce

. SVANTAGGI
Non assicura la completa dissoluzione della matrice
|drolizza Eroina e 6-MAM

Per I'analisi i mmunochimica e necessaria neutralizza zlone
per evitare denaturazione degli Ab

Per I'analisi cromatografica e necessaria la success va
estrazione degli analiti liberati dalla matrice



Digestione con CHOH

. VANTAGGI
Idrolisi assente (si ritrovano le  parent drug )

. Per l'analisi cromatografica non e necessaria la suc  cessiva
estrazione degli analiti liberati dalla matrice

. SVANTAGGI

Non assicura la completa dissoluzione della matrice
cheratinica

Potere estrattivo ridotto soprattutto per analiti a polari



4 - Estrazione degli analiti

. LLE (estrazione liguido-liquido) con solvente organi CoO0
miscele di solventi organici (butanolo, isopropanol 0, CHCI,,
CH,CI,) a pH controllato

. SPE (estrazione in fase solida) su cartucce afasei nversa
tipo C18 a pH controllato



5 - Analisi
Metodo immunochimico

| kit disponiblili per I'analisi su urina devono ess ere validati
per la matrice cheratinica (range di linearita, sen  sibilita e
specificita diagnostiche, curve ROC)

Difficolta di stabilire cut-off
Gli Ab devono avere alta cross- reattivita verso la

sostanza parente (essendo invece “costruiti” per |
metaboliti)



5 - Analisi
Metodo immunochimico
Metodica COMEDICAL

Linea VMA -T per Il pretrattamento e I'analisi della matrice
cheratinica (dopo lavaggio e sminuzzamento del camp  ione)

. Controlli in matrice reale
. Calibratori pronti all'uso
Reattivo di digestione e idrolisi (100°C per 1 h.)

. Le sostanze parenti sono convertite nel metabolita
(es.cocaina BEG, 6-MAM ___morfin a) per essere
riconosciute dagli stessi Ab dell'urina)

. Si puo analizzare la matrice cheratinica con glist  essi
reattivi e gli stessi strumenti che si usano per lo screening
dell'urina




5 - Analisi
Metodo Immunochimico

Forensic Science International 196 (20107 18-21

Contents lists available at ScienceDirect

Forensic Science International

journal homepage: www.elsevier.com/locate/forsciint

High throughput analysis of drugs of abuse in hair by combining purposely
designed sample extraction compatible with immunometric methods used

for drug testing in urine

R. de la Torre®®*, E. Civit?, F. Svaizer®, A. Lotti¢, M. Gottardi€, M. Miozzo*©

Afnsoitut Municipal dTnvestigata Médica (IMIM-Hospital del Mar), Human Pharmaooology and Clinical Neurosciences Research Group,
Neurapsychopharmocology Program, Barcelona, Spain

" Unive rsitar Pompeu Fabra (CEX5-UPF), Barcelona, Spain

¢ Lahoratorio di Sanitd Pubblica {LSP) = Azienda Provinciale Servizi Sanitart, Trento, ftaly




5 - Analisi
Metodo Immunochimico

Forensic Science |nternational 196 {2010% 118-120

Contents lists available at ScienceDirect

Forensic Science International

journal homepage: www.elsevier.com/locate/forsciint

Buprenorphine detection in hair samples by immunometric screening test:
Preliminary experience

Fiorenza Svaizer *, Andrea Lotti, Massimo Gottardi, Maria Pia Miozzo

Loboratorio Sanita Pubblica - Azienda Provinciale per { Servizi Sonitari, Trento, frafy




5 - Analisi
Metodo Immunochimico

Studio multicentrico nazionale per la valutazione

della potenza analitica di un metodo di dosaggio

delle sostanze d’abuso in matrice cheratinica

C. Leonardil, C. Assi?, €. Bandini®, N. Broceolil, C. D'Angelo®, PE. D'Egidio®, 1. Dell’Eva®,
N, Della T:Jf'r:*?_. F, f'TrI[’rJrrJrfﬂI._ M. 'I"J-'rJ.I'!r.'r'er!:"r"._ P Laurenzi!, M. L.-.-fa_'ruér{'f.!a:'r_. M. {_.'rlirérfgrﬂf'r{'a, F Luff{";._

A. ‘Fﬂ...”jﬁ_‘ . Jr.a-'!'e!.ﬂ.f-'”—._ M. .”EIH,.:::H":'_. F .'-"l.-eu'ri‘?._ (. Pé:r‘f'flr*‘._ f. Hru.'e'.l"i'f‘l_. (. 1'-[’}:'”':*‘;_. F .“!;-e"r.r{',.a’e‘l'ﬁ_. A, Lucchine?®
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6 - ANALISI CROMATOGRAFICA DI CONFERMA

ASOLIETY |
“ OF MAIR/
TESTING

La SOHT raccomanda, indipendentemente dall'esecuzio  ne
dell'analisi di screening, l'utilizzo delle tecnich e GC-MS e

LC-MS per l'analisi definitiva.

In caso di campioni con esclusiva finalita clinica n on esclude

pero la possibilita di accoppiare alla LC rivelatori

convenzionali ( UV, DAD)

Naturalmente | metodi devono essere validati per la matrice

cheratinica



SIMLA
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45 campioni analizzati
18 negativi (40%) EMIT e GC-MS
27 positivi (60%) EMIT e GC-MS

Sommando le concentrazioni GC-MS
di cocaina e BEG i risultati
numerici sono molto simili a quelli EMIT
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[/ — ESPRESSIONE DEI RISULTATI

| risultato finale delle analisi deve essere espre  sso in:

Mg di Xxenobiotico / mg di capello

Insieme al risultato quantitativo deve essere ripor  tata la
lunghezza in cm del segmento analizzato e la sua
distanza dal cuoio capelluto



Cut-off proposti

ASOLIETY |
“ OF MAIR/
TESTING

6 MAM COCAINA

Hg /mg Hg /mg
Nno consumo i | il |
consumo basso = < 4

consumo medio 2 1) 4 - )

consumo elevato > 10 > 20




EtG In matrice cheratinica
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EtG In matrice cheratinica

CUT-OFF PROPOSTI

< 4 pg/mg compatibile con consumo <30 g/di e
4 — 30 pg/mg compatibile con consumo 30 — 60 g/die
> 30 pg/mg compatibile con consumo > 60 g/die

L.Politi, L.Morini, F.Leone, A.Polettini
ADDICTION 2006,101:1408,1412



EtG in matrice cheratinica vs. CDT sierica

Luca Morini
Dip.Med.Leg., Scienze Forensi e Farmaco-tossicologi  che
Universita di Pavia
41°Congresso Nazionale SIBIOC
Napoli 27-30 Ottobre 2009

86 volontari di cui 5 astemi, 16 bevitori moderati, 65 alcolisti
hEtG nei 3 cm prossimali

CDT con metodo HPLC (56) e immunonefelometrico* (30 )

» Sensibilita (SE) e specificita (SP) indicate come proporzione di
veri positivi (VP) e veri negativi (VN);

Cut-off
(EDI6O0 g/die) | 2-settimane | 2-settimane
Marker
HEtG 27 pa/mg 1 0l 0.93 1.00 1.00
CcDT* 2.5% 0.44 0.93 0.47 1.00

CDT* 2.2% 0.50 0.86 i1 53 0.92



EtG In matrice cheratinica vs. CDT sierica

Etil Glucuronide (EtG) su matrice cheratinica

nella diagnosi di abuso cronico da alcool ed idoneita alla guida.
Studio preliminare condotto in soggetti afferenti al Ser.T di
Lodli, Bergamo e Commissione Medica Patenti di Lodi

The EGil Glucaronide (E0G) in the keratin matrix for the diagnosis of
chronic alcohol abuse and fitness to drive.

Prefiminary study on subjects referred by the Ser.T Lodi, Bergamo
and by the Medical Commission for Driving Clearance of Lodi

CONCETTINA VARANGEY, CLAUIIO FILWPE, CISARE RISCAY LUCA MORNE, ANGELO GROPRE
FARRIZND CHELE

Responsabis LL5.5. SecT del Dipatimento Dipemdenre dell451 dells Provincia of lodi

Direttore Dipartimento Dipendenre dell’AS] della Frovinci di odi

Responsabis LUS.C. [gienes ¢ Sanita Pubbiica del Dipartimenta di Frevenzione defl’481 defla Provinia of
Lodi,

Laboratoria of fassicalagia forsnse Dipartmento o Medicin Legals, Scisnre Forensi @ Farmam-
Tossicologiche, Serione di Scienze Forms, Bicetica e Divitto Sanitano, Universitd Degli Stodi oi Ravia,

" Docente of fossicologia Forerse, Dipartmento oi Medici Legale, Scoienre Forensi e Farmaces
Tossitalogiche, Serione di Scienre Forensi, Bioetica e Diritto Sanitario, Universita Degli St of Pavia.
Responsabis drea Alcofogia SerT oi Bergamo, Dipartimento O jpendenre deli’AS1 i Bergamo.

Bollettino sulle dipendenze XXXII

N.3/2009
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CONCLUSIONI

. VANTAGGI
1- sicuro riscontro dell'assunzione
. 2- sicurezza dell'appartenenza del campione biologic o

. 3- finestra temporale di mesi (dipendente dalla lung  hezza
del capello)

ricostruzione della storia dell'abuso attraverso [’ analisi
segmentale (utile anche per utenti che usufruiscono del
regime terapeutico dell'affidamento)

. 4- riduzione del rischio biologico per il personale del Ser. T
e del Laboratorio



CONCLUSIONI

SVANTAGGI

1- possibilita di adulterazione (comunque minore che per |'urina)

2- fase analitica di pretrattamento molto piu comples sa di quella per l'urina
3- mancanza di correlazione dose-risposta fra indivi dui diversi

4- piu difficile interpretazione del dato analitico



