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PRESENTAZIONE

La determinazione delle sostanze d’abuso e delle nuove sostanze psicoattive nelle matrici
biologiche rappresenta oggi una delle sfide pit complesse e rilevanti nell’ambito della
tossicologia clinica e forense.

L’evoluzione dei modelli di consumo, la rapida comparsa di nuove molecole ¢ I’ampliamento
dei contesti in cui € necessario accertare 1’uso di sostanze (clinici, sanitari, assistenziali, lavorativi
e giudiziari) richiedono strumenti analitici rigorosi e procedure condivise, in grado di garantire
affidabilita, comparabilita e validita medico-legale dei risultati.

Grazie ai progressi scientifici, ¢ oggi possibile condurre indagini mirate per la ricerca di
sostanze illecite su diverse matrici biologiche, che consentono di stabilire se vi sia stato un
consumo di sostanze d’abuso, di identificarne la tipologia, sia tradizionale sia emergente, ¢ di
ricostruirne la tempistica e la durata dell’assunzione.

Questo volume della serie Rapporti ISTISAN, edita dall’Istituto Superiore di Sanita, nasce con
I’obiettivo di offrire agli operatori sanitari e ai professionisti del settore un riferimento chiaro,
aggiornato ¢ scientificamente fondato per la gestione dell’intero percorso analitico: dalla scelta
della matrice biologica alla raccolta dei campioni, dalla loro conservazione alla refertazione, fino
all’impiego integrato di metodiche di screening e di conferma secondo standard internazionali.

Il documento integra conoscenze tecniche, aspetti normativi e indicazioni operative,
proponendo procedure adattabili ai differenti contesti clinici e forensi. La crescente complessita
del mercato delle sostanze psicoattive e la continua introduzione di nuove molecole richiedono
una risposta basata su competenze multidisciplinari, metodiche avanzate e protocolli armonizzati.

L’auspicio € che queste linee di indirizzo contribuiscano a supportare il lavoro quotidiano dei
professionisti, garantendo qualita, trasparenza e tracciabilita del processo analitico e favorendo
un approccio uniforme su tutto il territorio nazionale.

L’accuratezza dei risultati e la loro corretta interpretazione non rappresentano soltanto un
requisito tecnico, ma un elemento essenziale per la tutela della salute pubblica, la sicurezza dei
cittadini e la corretta amministrazione della giustizia.
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INTRODUZIONE

La crescente diffusione dell’utilizzo di sostanze psicoattive costituisce una sfida rilevante per
la salute pubblica e la societa moderna. La storia delle sostanze d’abuso mostra una continua
evoluzione che riflette cambiamenti culturali, sociali e scientifici, dalle antiche culture che
utilizzavano sostanze naturali per scopi rituali e terapeutici fino alla sintesi in laboratorio di
principi attivi sempre piu potenti e diversificati (1-4).

In particolare, il mercato delle Nuove Sostanze Psicoattive (NSP) ha registrato, negli ultimi
decenni, un incremento senza precedenti, caratterizzato dall’introduzione di composti di sintesi
dalla struttura chimica variabile, spesso non documentati ¢ difficilmente rilevabili con metodi
convenzionali (4-10). Questi scenari impongono alle strutture sanitarie, forensi e istituzionali lo
sviluppo di strategie analitiche innovative, capaci di garantire sensibilita, specificita e accuratezza
nell’identificazione delle sostanze in diverse matrici biologiche (5, 10, 11).

La continua variabilita delle NSP e dei comportamenti di consumo, associata alla rapidita con
cui nuovi composti vengono immessi sul mercato, richiedono una costante formazione degli
operatori, la condivisione di dati tra laboratori e 1’adozione di protocolli metodologici rigorosi e
standardizzati (12-16).

Generalmente, le analisi per le sostanze psicoattive vengono eseguite su matrici biologiche di
elezione, come il sangue, 1’urina, la saliva e i capelli. Queste matrici non sono equivalenti, ma
forniscono informazioni complementari relative all’assunzione e al metabolismo delle sostanze,
consentendo di valutare differenti finestre temporali di esposizione, dall’acuta (come sangue e
saliva) alla cronica/pregressa (capelli) (17-19). La complessita chimico-fisica delle matrici, unita
all’ampia variabilita dovuta ai diversi comportamenti di consumo individuale, richiedono
I’adozione di strategie analitiche avanzate. Queste si basano sull’impiego di tecniche di
separazione e rilevazioni ad elevata sensibilita e specificita, quali la cromatografia liquida e/o
gassosa accoppiata alla spettrometria di massa, e sull’adesione rigorosa a protocolli di validazione
che devono essere strettamente conformi agli standard internazionali (17-24).

Il presente documento ¢ volto a delineare un quadro metodologico condiviso e
scientificamente rigoroso per I’analisi delle sostanze d’abuso classiche e delle NSP. L’obiettivo
¢ fornire indicazioni operative dettagliate dell’iter analitico: dalla corretta selezione della matrice
biologica, alle modalita di campionamento e conservazione, passando per la catena di custodia e
preparazione del campione, I’esecuzione dell’analisi e I’interpretazione dei risultati.

Attraverso questa standardizzazione, 1’intento ¢ duplice: promuovere 1’armonizzazione dei
metodi analitici adottati a livello nazionale e migliorare significativamente la comparabilita inter-
laboratorio.

L’applicazione di queste linee di indirizzo ¢ essenziale per sostenere la qualita scientifica e
tecnico-operativa delle attivita di monitoraggio e ricerca nel campo della tossicologia analitica.

Il crescente utilizzo di sostanze psicoattive ha determinato un incremento significativo della
richiesta di accertamenti analitici nelle diverse matrici biologiche. Le indagini tossicologiche
finalizzate alla rilevazione di sostanze psicoattive costituiscono uno strumento essenziale sia in
ambito clinico sia in quello forense, consentendo di identificare, quantificare ¢ monitorare
I’assunzione di droghe e nuove NSP nelle diverse matrici biologiche. L’intelligenza artificiale, e
in particolare il machine learning, una disciplina che permette ai sistemi di apprendere dai dati e
identificare pattern senza istruzioni esplicite, sta emergendo come strumento prezioso
nell’identificazione e caratterizzazione delle sostanze d’abuso e delle NSP facilitando in questo
modo I’aggiornamento continuo delle metodiche analitiche in risposta alla rapida evoluzione del
mercato delle droghe (25, 26).
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L’analisi tossicologica delle sostanze d’abuso e delle NSP nelle matrici biologiche trova
applicazione in vari contesti, con obiettivi differenziati a seconda del campo di indagine che puo
essere clinico, forense o finalizzato al monitoraggio della salute pubblica. Questa metodologia
permette di identificare e quantificare I’assunzione di sostanze in modo preciso e affidabile,
contribuendo sia alla gestione terapeutica dei pazienti, sia alle indagini giudiziarie e alle strategie
di prevenzione sociale. In Tabella 1 vengono sintetizzati i principali obiettivi di tali analisi in
diverse aree di applicazione.

Tabella 1. Obiettivi principali dell’analisi tossicologica delle sostanze d’abuso e delle nuove
sostanze psicoattive su vivente

Obiettivi Descrizione Azione

Identificare rapidamente la sostanza o le sostanze
responsabili di un quadro sintomatologico acuto (overdose,
avvelenamento, stato confusionale). Cio € cruciale per
impostare il trattamento di supporto o I'antidototerapia
specifica, se disponibile.

Diagnosi di
intossicazione acuta

Valutare la compliance del paziente in programmi di
trattamento farmacologico (es. terapie sostitutive per la
tossicodipendenza) o in programmi di riabilitazione.

Monitoraggio
Clinici terapeutico

Correlare la concentrazione della sostanza (o del
metabolita attivo) nel sangue con I'entita dell'intossicazione
e il rischio di complicanze, aiutando a definire la prognosi.

Valutazione della
gravita e prognosi

Determinare se I'uso di sostanze d’abuso possa aver
contribuito a traumi, incidenti, o decessi apparentemente
naturali in un ambiente ospedaliero.

Indagini su eventi
avversi

Determinare I'eventuale assunzione di sostanze che
possano aver compromesso le capacita psicofisiche in
relazione alla guida (art. 187 Codice della Strada).

Accertamento di
idoneita alla guida

Forensi e Accertamento di

. . . In casi di affidamento di minori o di adozioni internazionali.
medico-legali uso/abuso di sostanze

Rilevare sostanze in campioni biologici prelevati da vittime
o sospettati per indagare su reati come violenza sessuale o
somministrazione coatta.

Prove in contesti
giudiziari

Epidemiologica: Raccogliere dati sul consumo di sostanze
(in particolare le NPS e i loro schemi di diffusione) per

Sorveglianza )
comprendere le tendenze emergenti e supportare la

Sanita pianificazione di interventi sanitari e legislativi.

pubblica e - - R - -

monitoraggio . . Sebbene non direttamente in matrici biologiche, il
Monitoraggio monitoraggio delle acque reflue (tossicologia wastewater-
ambientale based) & spesso correlato ai dati clinici e serve a stimare |l

consumo su larga scala di una comunita.

Medicina Verificare I'assenza di sostanze d’abuso nei lavoratori che

del lavoro e Lavoro e sicurezza svolgono mansioni a rischio per la sicurezza, secondo le

sicurezza normative vigenti
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1. MATRICI BIOLOGICHE

Le matrici biologiche rappresentano strumenti fondamentali per 1’analisi e la rilevazione delle
sostanze d’abuso e delle NSP. La scelta del campione biologico deve essere strettamente legata
alle informazioni che si intendono ottenere e/o al quesito che genera I’indagine. Pertanto, la
matrice biologica utilizzata variera in base all’obiettivo dell’indagine: ad esempio, per valutare lo
stato psico-fisico di un individuo in un determinato momento, si ricorrera a campioni diversi
rispetto a quelli impiegati per accertare una eventuale dipendenza da specifiche sostanze.

Una delle principali differenze tra i vari campioni riguarda la finestra temporale durante la
quale ¢ possibile rilevare la presenza della sostanza, che viene solitamente indicata in termini di
ore per sangue e saliva, giorni per le urine fino a diversi mesi per le matrici cheratiniche (capelli
e peli). Nella scelta del campione vanno considerati anche la facilita e I’invasivita del prelievo, i
costi delle analisi, I’affidabilita e la riproducibilita dei risultati, la presenza di possibili
interferenze e le eventuali difficolta analitiche.

La conoscenza delle caratteristiche specifiche di ciascuna matrice ¢ fondamentale per
I’applicazione appropriata delle linee guida, assicurando risultati affidabili e confrontabili nelle
analisi tossicologiche.

In Tabella 2 vengono sintetizzate le principali matrici biologiche impiegate nell’analisi
tossicologica, classificandole in funzione della loro capacita di rilevare ’attualitd d’uso, il
consumo recente e il consumo cronico o pregresso delle sostanze d’abuso e delle NSP.

Tabella 2. Classificazione delle principali matrici biologiche utilizzate nelle analisi tossicologiche

Matrice biologica Finalita delle’analisi tossicologiche

Valutazione dell’attualita di consumo e la

Attualita d’'uso Matrice ematica / Saliva . R
correlazione con lo stato psicofisico

Valutazione di sostanze e metaboliti con

Consumo recente Urina ) . . S
finestra di rilevazione in giorni

Consumo cronico o . - . . Ricostruzione temporale dell’assunzione e
Matrice cheratinica (capelli e peli) . : . o
pregresso la valutazione di consumi cronici

1.1 Matrice ematica

La matrice ematica (sangue e plasma), ha un ruolo fondamentale nell’analisi tossicologica, sia
in ambito clinico che forense (27). L’utilizzo di questa matrice consente di rilevare la presenza di
sostanze d’abuso e/o NSP in tempi molto ravvicinati rispetto all’assunzione, fornendo indicazioni
precise sull’attualita del consumo e sull’eventuale presenza di effetti farmacologici attivi.

1.1.1 Modalita di raccolta

Il prelievo di campioni di sangue (Tabella 3), eseguito esclusivamente da personale qualificato
e autorizzato, ¢ una procedura fondamentale nella diagnostica clinica, nella ricerca e nella
tossicologia forense. Una tecnica corretta e il rispetto delle linee di indirizzo sono essenziali per
garantire la qualita del campione, la sicurezza del paziente e I’affidabilita dei risultati di
laboratorio (28-31).
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I passaggi chiave includono la fase di preparazione al campionamento (identificazione del
paziente, consenso informato), la procedura di campionamento (selezione del sito, utilizzo di
sistemi di raccolta chiusi, ordine di prelievo) e la gestione post-campionamento (etichettatura,
trasporto, catena di custodia). Si raccomanda per la disinfezione cutanea, I’uso di soluzioni non
alcoliche soprattutto se si eseguono prelievi per la determinazione dell’alcolemia, al fine di evitare
qualsiasi dubbio legale o contestazione (12, 13) nonostante 1’assenza di contaminazione
dimostrata (32). La scelta della provetta di raccolta (con codice colore per test specifici) e la
corretta miscelazione sono fondamentali per prevenire la coagulazione o la contaminazione.

La quantita di sangue richiesta puo variare in base al protocollo analitico e alle esigenze
dell’esame, ma in genere si raccolgono almeno 5-10 mL di sangue intero, in doppia provetta nel
caso di accertamenti a finalita forense.

Tabella 3. Tipi di prelievo di sangue per analisi di sostanze psicoattive

Tipo di Vantaggi Svantaggi Raccomandazioni
prelievo
Fornisce il volume Rischio di contaminazione
maggiore, essenziale esterna, ad esempio, per Disinfettare solo con prodotti
Venipuntura per eseguire analisi di uso improprio di disinfettanti  non alcolici (es. clorexidina
screening, di conferma e a base alcolica (es. etanolo)  acquosa).
I'aliquota di revisione. prima del prelievo.

Raccolta di volume limitato. Disinfettare la zona di

Non invasivo. . - ; -
La concentrazione di alcuni puntura. Utilizzare solo

Prelievo Utile in situazioni di o . L
. ... analiti (es. etanolo) puo lancette pungidito e
capillare emergenza o per pazienti . . Lo T
e . X . variare rispetto al sangue materiali di raccolta (capillari
critici (neonati, ustionati). - . X
Venoso. o cartoncini DBS) idonei.

DBS: Dried Blood Spots

Nello specifico, il kit di prelievo per la determinazione delle sostanze d’abuso e NSP deve

contenere:

— contenitori (provette) per la raccolta del sangue in aliquote per le analisi di screening, di
conferma e di revisione (rispettivamente A, B, e C), con volumi noti e costanti (almeno 5
mL) per campione ¢ anticoagulante. Per 1’alcolemia, ¢ obbligatorio 1’uso di provette
dedicate con anticoagulante (potassio ossalato) e conservante/stabilizzante (sodio fluoruro)
per prevenire la degradazione/neoformazione dell’etanolo soprattutto se le provette devono
essere conservate per un periodo di tempo lungo;

— verbale di prelievo, che documenta i dati del responsabile del prelievo, della persona
sottoposta ad accertamento analitico, 1’identificazione univoca del campione, 1’elenco dei
farmaci assunti o somministrati alla persona sottoposta ad accertamento e le firme di
entrambi;

— modulo per la catena di custodia, che registra ogni spostamento del campione e il
nome/firma di tutte le persone che ne hanno avuto la custodia, specificando luogo, data e
ora del prelievo;

— modulo del consenso informato firmato dalla persona sottoposta ad accertamento;

— informativa e consenso privacy ai sensi Regolamento (UE) 679/2016 (General Data
Protection Regulation, GDPR);

— etichette adesive con codice alfanumerico o a barre, identiche per il verbale e i contenitori,
per I’identificazione univoca;

— sigilli antimanomissione.
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I1 Codice della Strada e la legge sull’omicidio stradale (Legge 41/2016) hanno introdotto la
possibilita di effettuare, in caso di rifiuto dell’accertamento da parte del conducente, e dopo aver
informato 1’ufficiale di polizia giudiziaria, prelievi coattivi di sangue disposti dall’Autorita
Giudiziaria anche oralmente.

Nel caso in cui il soggetto interessato sottoposto ad accertamento sia impossibilitato ad
esprimere il consenso al prelievo, i campioni biologici vengono comunque raccolti dal personale
sanitario demandando poi all’autoritda giudiziaria la valutazione della loro legittimita e
utilizzabilita (12, 13, 27).

1.1.2 Modalita di conservazione

La corretta conservazione dei campioni di sangue (Tabella 4) deve essere garantita al fine di
preservare I’integrita degli analiti e assicurare 1’affidabilita dei risultati analitici nelle applicazioni
cliniche, di ricerca e forensi. Le condizioni di conservazione, in particolare temperatura, durata e
modalita di conservazione, influenzano in modo diretto la stabilita delle sostanze, incidendo sulla
qualita e sulla riproducibilita delle determinazioni analitiche.

Tabella 4. Effetti della temperatura sulla stabilita delle sostanze d’abuso e NSP nel sangue

Condizione di Effetto sulla stabilita Note
conservazione

Metodo standard per la conservazione a
lungo termine e per l'aliquota di revisione
legale.

Congelamento Minimizza la degradazione per
(-20°C o inferiore)  lunghi periodi.

Adatta solo per lo stoccaggio a breve

Refrigerazione Rallenta la degradazione, ma & : . . -
5 . termine (es. trasporto immediato o analisi

(4°C) meno efficace del congelamento. Co

entro 2-3 giorni).
Temperatura Degrada rapidamente Da evitare per la conservazione;
ambiente (instabilita elevata). inaccettabile in ambito forense.

Comodo per raccolta e trasporto;
Dried Blood Spot Buona stabilita a lungo termine a consigliabile conservarli al buio e in
(DBS) temperatura ambiente. ambiente secco; utili per conservazione

lungo termine.

Studi di stabilita hanno dimostrato che la conservazione dei campioni di sangue a temperatura
ambiente comporta una degradazione significativa degli analiti, mentre il mantenimento a -20°C
0 -80°C ne preserva la stabilita per diversi mesi (33-39).

La presenza di additivi, come il fluoruro di sodio al 2% p/v, ¢ fondamentale per prevenire la
proliferazione microbica (37, 39). Per impedire la coagulazione del sangue nelle provette
destinate alla raccolta di campioni per analisi tossicologiche, vengono inoltre impiegati
anticoagulanti, come I’ossalato di potassio, presente, da solo o in combinazione con il fluoruro di
sodio.

La conservazione del campione di sangue ¢ un passaggio critico della catena di custodia e deve
essere gestita in ambienti con accesso limitato. Le aliquote B e C dei campioni risultati positivi
alle analisi di screening (aliquota A), in un contesto medico-legale, devono essere conservate a
-20°C per un periodo minimo di 12 mesi.

E inoltre fondamentale che la documentazione (come la registrazione dei dati della catena di
custodia) relativa alla conservazione dei campioni sia mantenuta per un periodo di tempo non



Rapporti ISTISAN 26/8

inferiore ai tre anni o secondo quanto stabilito dalla normativa vigente. [ documenti e i campioni
devono essere custoditi in armadi, frigoriferi o congelatori chiusi a chiave, con monitoraggio
costante della temperatura per la conservazione dei campioni.

La tecnologia DBS, utilizzata finora soprattutto in ambito di ricerca, permette di conservare in
modo stabile i campioni a temperatura ambiente o in refrigerazione per periodi lunghi (settimane
o anni) con minima degradazione degli analiti. L’utilizzo dei DBS risulta particolarmente utile
per il trasporto e per la riduzione del rischio biologico (40-42).

1.1.3 Non conformita

Le non conformita (Tabella 5) che rendono un campione di sangue non idoneo o non
accettabile per le analisi tossicologico-forensi e medico-legali riguardano principalmente la
compromissione dell’integrita e dell’autenticita del campione, il mancato rispetto della catena di
custodia e del freddo, lo scarso quantitativo disponibile. I campioni di sangue devono presentarsi
integri e privi di alterazioni, in particolare senza segni di emolisi, coagulazione o contaminazione.
La loro raccolta, conservazione e manipolazione devono essere eseguite nel pieno rispetto di
procedure operative standard (Standard Operating Procedure, SOP), con particolare attenzione
alla scelta dei contenitori, degli anticoagulanti e delle condizioni di conservazione (Appendice
A).

Qualsiasi non conformita in una di queste fasi puo compromettere 1’affidabilita analitica del
campione, determinando risultati alterati, non riproducibili o non validi.

Tabella 5. Principali non conformita che rendono i campioni di sangue inaccettabili ai fini analitici

Non conformita Impatto sull’analisi

Emolisi Interferenze analitiche e risultati inaccurati
Volume insufficiente Analisi incompleta, non valida o non ripetibile
Contenitore o additivo errato Incompatibilita con il test, campione da rigettare
Coagulazione Perdita di analiti e quantificazione non valida
Contaminazione Risultati falsati o interferenze strumentali
Conservazione o manipolazione inadeguata Degradazione degli analiti, falsi negativi

1.2 Saliva

La saliva rappresenta una matrice biologica di crescente interesse nell’analisi tossicologica per
la determinazione delle sostanze d’abuso e delle NSP (17). Il suo prelievo non invasivo, semplice
e rapido, la rende particolarmente adatta per le analisi di screening, controlli su strada, ambienti
lavorativi o contesti clinico e forensi in cui si voglia accertare 1’attualita di consumo di sostanze
(43). In molti casi, la concentrazione dei principi attivi nella saliva risulta correlata e talvolta
comparabile a quella rilevabile nel sangue, consentendo una valutazione tempestiva sulla
presenza di specifici analiti entro poche ore dall’assunzione (44-46). Il risultato dipende tuttavia
da diversi fattori, tra cui la dose, il tempo trascorso dall’assunzione ¢ lo stato fisico dell’individuo.
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1.2.1 Modalita di raccolta

La raccolta della saliva, che deve essere effettuata da personale qualificato e autorizzato
rappresenta una fase critica del processo analitico in quanto la qualita del campione e 1’affidabilita
dei risultati analitici dipendono in misura determinante dal metodo di prelievo e dal dispositivo
utilizzato.

Per tale motivo, i campioni devono essere ottenuti esclusivamente tramite dispositivi
certificati, come tamponi o collettori con indicatore di volume, conformi alle normative vigenti e
validati per applicazioni tossicologiche (47, 48).

La scelta del metodo (Tabella 6) e del dispositivo per la raccolta del fluido orale ¢
fondamentale per 1’affidabilita dei test antidroga.

Tabella 6. Tipi di prelievo della saliva per analisi di sostanze psicoattive

Metodo di Vantaggi Svantaggi Raccomandazioni
raccolta
Raccolta Conseqte Rischio di contaminazione; Evitare stimolanti salivari e
diretta valutazione oo R - - L A
. . . . difficolta di standardizzazione disinfettanti prima del
(stimolata/ fisiologica del fluido -
del volume. campionamento.

non stimolata)  orale.

Non invasivo, facile Volume limitato; possibile Uil T0 el s

Tamponi . certificati; evitare
. da usare, raccolta adsorbimento della sostanza . .
assorbenti . . contaminazioni da bevande
rapida. sul materiale del tampone.
o fumo.
Migliora la stabilita Possibile diluizione del
Dispositivi con . e S campione; interferenze del Registrare volume esatto di
o degli analiti; facilita il : ; . .
stabilizzante tampone con alcuni test saliva e tipo di buffer.

trasporto. . N
immunochimici.

Un campione raccolto con finalita medico-legali deve essere suddiviso in due aliquote
denominate A (per le analisi di screening e, in caso di positivita, per le analisi di conferma) ¢ B
(per eventuali analisi di revisione richieste dal soggetto) (16, 49).

1.2.2 Modalita di conservazione

La corretta conservazione dei campioni di saliva ¢ essenziale per preservare 1’integrita degli
analiti e garantire risultati affidabili. Le condizioni di temperatura e di tempo tra raccolta e analisi
influenzano significativamente la stabilita di molte sostanze psicoattive, in particolare cocaina,
catinoni sintetici e cannabinoidi.

La presenza di soluzioni stabilizzanti nei kit commerciali puo prolungare la stabilita degli
analiti (Tabella 7), ma le condizioni di conservazione devono sempre essere conformi alle
indicazioni del produttore (50-53).
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Tabella 7. Effetti della temperatura sulla stabilita delle sostanze psicoattive nella saliva

Condizione di Effetto sulla stabilita

conservazione

Congelamento Massima stabilita; degradazione Metodo preferenziale per conservazione
(-20°C o inferiore)  minima per settimane/mesi. prolungata e revisione legale.
Reofrlgera2|one Modgrqta s_tablllta per analisi entro Adatta solo per trasporto o analisi rapide.
(4°C) pochi giorni.
Temperatura Degradazpne rapida; rischio di Inaccettabile per finalita forensi.
ambiente falsi negativi.
Buona stabilita a lungo termine a
Dried Saliva Spots  temperatura ambiente per molti Comodo per raccolta e trasporto; utili per
(DSS) analiti, riducendo la necessita di conservazione lungo termine.
refrigerazione.

1.2.3 Non conformita

I campioni di saliva destinati alla determinazione delle sostanze psicoattive devono essere
raccolti, conservati ¢ manipolati secondo protocolli standardizzati, garantendo la rappresentativita
e la stabilita del campione. Le principali non conformita, riportate in Tabella 8, che possono
compromettere 1’affidabilita analitica includono contaminazioni alimentari o ambientali, volume
insufficiente, uso di dispositivi non validati o conservazione impropria.

Tabella 8. Principali non conformita che rendono i campioni di saliva inaccettabili ai fini analitici

Non conformita Impatto sull’analisi

Volume insufficiente di campione Analisi incompleta o non valida.
Dispositivo non idoneo o privo di validazione Incompatibilita con il test, rischio di inidoneita.
Mancata aggiunta del tampone stabilizzante Degradazione degli analiti, falsi negativi.

Conservazione inadeguata (temperatura o

: . Alterazione chimica o microbiologica del campione.
tempi non conformi)

Manipolazione impropria o contaminazione

. . Risultati distorti, perdita di tracciabilita.
incrociata

1.3 Urina

L’urina ¢ la matrice biologica piu utilizzata per il rilevamento di sostanze psicoattive in ambito
forense, clinico e lavorativo. La sua ampia finestra di rilevamento, la facilita di raccolta e I’elevata
concentrazione di metaboliti la rendono particolarmente adatta al monitoraggio del consumo di
tali sostanze (54, 55).

A differenza di sangue e saliva, 1’urina riflette principalmente 1’eliminazione delle sostanze e
dei loro metaboliti, fornendo informazioni su un’assunzione avvenuta nelle ore o nei giorni
precedenti al prelievo, senza tuttavia consentire una determinazione accurata del tempo esatto di
consumo. Nonostante i vantaggi, rimangono criticita legate alla possibile adulterazione del
campione, alle variazioni di pH e densita e alla stabilita degli analiti.



Rapporti ISTISAN 26/8

Tali fattori richiedono un’interpretazione prudente dei risultati e una consapevolezza dei limiti
intrinseci della matrice urinaria, nonché della variabilita metabolica individuale (56).

La complessita aumenta ulteriormente nel caso delle NSP, spesso caratterizzate da rapida
evoluzione strutturale, metaboliti poco noti e scarsa disponibilita di standard analitici. Queste
peculiarita rendono 1’urina una matrice utile per il rilevamento delle sostanze psicoattive, ma al
contempo impongono I’impiego di metodiche sensibili e costantemente aggiornate (24, 57).

1.3.1 Modalita di raccolta

La raccolta dell’urina (Tabella 9) ¢ una procedura consolidata, ma richiede attenzione per
garantire 1’integrita del campione e prevenire eventuali manipolazioni (58). I campioni devono
essere raccolti in contenitori sterili, sigillati e conformi alle normative vigenti. E raccomandata la
supervisione diretta del prelievo o 1'uso di sistemi di controllo per ridurre il rischio di
adulterazione o diluizione del campione, sempre mantenendo il rispetto della privacy, affiancando
eventualmente ulteriori verifiche come la valutazione della creatinina urinaria, dell’osmolarita,
della densita e I’immediata misurazione della temperatura, al fine di garantire I’affidabilita del
risultato analitico (56, 59, 60).

La standardizzazione dei protocolli di raccolta ¢ essenziale per assicurare risultati affidabili e
riproducibili. Ad esempio, un campione di urine raccolto a scopo medico-legale deve essere
suddiviso in tre aliquote distinte: I’aliquota A, destinata agli esami di screening preliminare;
I’aliquota B, riservata agli accertamenti di conferma; e 1’aliquota C, conservata per eventuali
analisi di revisione o controllo.

Tabella 9. Tipi di prelievo dell’'urina per analisi di sostanze psicoattive

Metodo di Vantaggi Svantaggi Raccomandazioni

raccolta

Utilizzare contenitori

Raccolta . . . Rischio di adulterazione, : s
L Non invasiva, semplice, . . certificati; verificare
individuale N finestra di rilevamento -
consente analisi mirate. o temperatura e creatinina
non controllata breve, problemi di privacy. N
per autenticita.
Non invasiva, semplice; Applicare solo in contesti
Raccolta Riduce il rischio di . . ad alto rischio e nelle
o . Intrusiva, problematiche . . o
individuale sostituzione o . s indagini forensi; rispettare
. ) etiche e logistiche. R
controllata adulterazione; protocolli di privacy e
garantisce tracciabilita. consenso.
Maggiore

Campionamento Usare per sorveglianza di

aqareaato concentrazione di analiti  Non identifica i singoli; opolazione (es. festival
ggreg (meno diluizione), possibile bias di genere; POPO% AT

(Pooled anonimo, consente dati qualitativi eventi pubblici); definire

Sampling) ’ ’ periodo di raccolta.

monitoraggio di gruppi.

1.3.2 Modalita di conservazione

La corretta conservazione dei campioni di urina ¢ fondamentale per garantire I’accuratezza
delle analisi, poiché molte sostanze d’abuso e i loro metaboliti possono degradarsi rapidamente
in condizioni non ottimali (Tabella 10). Fattori quali temperatura, pH e tempi di conservazione
influenzano significativamente la stabilita degli analiti, rendendo necessario mantenere
condizioni controllate. In particolare, il controllo del pH o I'impiego di conservanti puo
contribuire a ridurre la perdita di composti particolarmente labili (24).
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Tra le modalita di conservazione, il congelamento rappresenta la procedura piu efficace per
preservare l’integrita della maggior parte delle sostanze e dei loro metaboliti, mentre la
refrigerazione ¢ adatta solo per brevi periodi (17, 61-63). Per facilitare il trasporto ¢ la
conservazione dei campioni, si stanno inoltre diffondendo, soprattutto in ambito di ricerca,
formati alternativi, come i Dried Urine Spots (DUS) (64) sebbene cio richieda ulteriori valutazioni
riguardo alla loro stabilita a lungo termine.

Queste informazioni evidenziano I’'importanza di implementare protocolli di conservazione
rigorosi e adeguati, fondamentali per assicurare 1’affidabilita dei risultati analitici e la loro
sostenibilita forense.

Tabella 10. Effetti delle condizioni di conservazione sulla stabilita delle sostanze psicoattive
nell’urina

Condizione di Effetto sulla stabilita [\ [o] (-
conservazione

Congelamento Massima stabilita; degradazione = Raccomandato per conservazione prolungata
(-20°C o inferiore)  minima fino a 12 mesi. e revisione legale.

Refrigerazione Stabilitd moderata per analisi Controllare pH; aggiungere conservanti per
(4°C) entro 14 giorni. composti labili.

Temperatura Degradazione rapida; rischio di

; 7 o Non raccomandata per finalita forensi.
ambiente falsi negativi.

Dried Urine Spots Buona stabilita a breve termine Utile per campionamento, la conservazione e
(DUS) (24 h) a temperatura ambiente. il trasporto a breve termine.

1.3.3 Non conformita

Diversi fattori possono compromettere 1’integrita del campione di urina o la validita dei
risultati (Tabella 11). Tra le principali criticita vi sono raccolta impropria, contaminazione,
volume insufficiente, conservazione inadeguata, il mancato rispetto della catena di custodia e
variabili fisiologiche che influenzano la concentrazione delle sostanze e loro metaboliti (12, 13,
15, 57). E quindi fondamentale rispettare rigorosamente i protocolli di raccolta, manipolazione e
analisi al fine di garantire determinazioni affidabili. La corretta gestione del campione riduce il
rischio di risultati inaffidabili o di campioni dichiarati non accettabili, assicurando validita e
riproducibilita delle analisi tossicologiche eseguite.

Tabella 11. Principali non conformita che rendono i campioni di urina inaccettabili ai fini analitici

Non conformita Impatto sull’analisi

Contaminazione (es. acqua, detergenti, Diluzione o mascheramento delle sostanze; falsi
sostanze estranee) negativi.
Volume insufficiente Analisi incompleta o impossibilita di ripetere il test.

Rischio di false identificazioni del campione e

Contenitore non idoneo o privo di validazione . .
contestazioni legali.

Conservazione inadeguata Degradazione degli analiti; risultati non affidabili.

Manipolazione impropria o contaminazione

. . Risultati non affidabili, perdita di tracciabilita.
incrociata

10
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1.4 Matrice cheratinica

Le matrici cheratiniche, in particolare i capelli, sono ampiamente utilizzate in tossicologia
clinica e forense per I’identificazione di farmaci, composti tossici, narcotici, sostanze psicotrope
e diversi biomarcatori, tra cui quelli indicativi del consumo di etanolo. L’analisi dei capelli risulta
particolarmente utile in quanto consente di estendere significativamente la finestra temporale di
rilevabilita di una sostanza nei mesi precedenti, rispetto alle altre matrici biologiche (65-67).

Inoltre, I’analisi segmentale del campione consente, seppur con un margine di incertezza, di
ricostruire la storia e la tipologia del consumo sulla base della velocita media di crescita dei
capelli, stimata in circa 1 cm al mese. La porzione prossimale del capello, vicina alla cute, riflette
un’esposizione recente, mentre spostandosi verso la parte distale ¢ possibile individuare
assunzioni risalenti a periodi piu lontani (66, 68).

Questo rende i capelli particolarmente utili per documentare un uso cronico o pregresso di
sostanze, confermare le anamnesi auto-riferite e supportare indagini di natura clinica o forense.
(24, 68-71). L’analisi delle matrici pilifere provenienti da altre aree del corpo, come ascelle, torace
0 pube, puo essere utile per documentare un uso o un’esposizione pregressa a sostanze, sebbene
non consenta di effettuare valutazioni cronologiche segmentate (67, 72, 73).

Nel caso dei peli pubici I’interpretazione dei risultati richiede particolare attenzione, poiché la
presenza di sostanze d’abuso o dei relativi metaboliti potrebbe essere influenzata da
contaminazione dovuta alle urine del soggetto stesso. In questo contesto, la valutazione
quantitativa risulta piu complessa ¢ deve essere accompagnata da un’analisi approfondita delle
condizioni di prelievo e delle possibili fonti di contaminazione (74).

1.4.1 Modalita di raccolta

La raccolta di campioni di capelli per I’analisi di sostanze psicoattive, come per tutte le matrici
di interesse clinico forense, ¢ una fase critica poiché influisce direttamente sull’affidabilita e
I’interpretabilita dei risultati. La raccolta, la manipolazione e la documentazione del campione
rappresentano fattori fondamentali per prevenire contaminazioni e garantire un’analisi accurata
delle sostanze.

I campioni di capelli vengono generalmente prelevati dalla regione del vertice posteriore,
preferita per I’'uniformita della crescita e la ridotta variabilita intra-individuale, permettendo una
piu accurata correlazione tra lunghezza del campione e periodi di esposizione. Almeno 200 mg di
capelli vengono prelevati il piu vicino possibile al cuoio capelluto, con 1’estremita prossimale
opportunamente contrassegnata per consentire ricostruzioni cronologiche.

La quantita di campione prelevata deve essere sufficiente ad effettuare sia le analisi di
screening che le analisi di conferma (aliquota A) nonché conservare una parte del campione per
una eventuale analisi di verifica (controanalisi, aliquota B). In assenza di capelli possono essere
impiegati peli provenienti da altre regioni corporee, previo accurato rispetto della privacy del
soggetto sottoposto a controllo (14, 75, 76). In Figura 1 si riporta un esempio di prelievo di matrice
cheratinica.

Quando I’analisi dei capelli viene richiesta per accertare un crimine facilitato dal consumo
inconsapevole di droghe o farmaci da parte della vittima (Drug-Facilitated Crime, DFC) (77-81),
laraccolta del campione deve seguire le raccomandazioni generali, integrandole con i punti chiave
aggiuntivi riportati nella Tabella 12.

11
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Arrotolare e fissare con uno spago Tagliare i capelli immediatamente Sistemare la ciocca di capelli

una ciocca di capelli dello spessore sopra la cute, il piu vicino possibile nell’apposito foglio di alluminio.

di una matita (oppure piu ciocche al cuoio capelluto, e annotare La porzione della ciocca corrispon-
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Figura 1. Modalita di prelievo della matrice cheratinica (75)

Tabella 12. Raccomandazioni per la raccolta del campione di capelli nel caso di DFC

Aspetto Dettagli e raccomandazioni

Il campione di capelli deve essere raccolto tra i 30 e i 45 giorni dopo il presunto crimine.
Questo periodo € adeguato a garantire che il fusto del capello, incorporando il farmaco,

Raccolta , . , S .
emerga dall’area del bulbo nel follicolo ad un’altezza sufficiente per la raccolta al di
sopra della superficie cutanea.

Numero di E raccomandata la raccolta di un campione quantitativamente adeguato da suddividere

campioni per eventuali analisi di conferma in caso di positivita.

Analisi L’analisi segmentale & consigliata a causa della possibile differenziazione della
concentrazione della sostanza lungo il fusto del capello.

Cura dei La vittima deve evitare trattamenti cosmetici o tagli di capelli dal momento dell’evento

capelli criminoso fino al momento del prelievo.

1.4.2 Modalita di conservazione

Per garantire I’affidabilita delle analisi (Tabella 13), ¢ fondamentale adottare, come per tutte
le matrici utilizzate in ambito clinico-forense, procedure di conservazione adeguate. I campioni
di capelli devono essere conservati in un ambiente asciutto ¢ buio a temperatura ambiente. Deve

12



Rapporti ISTISAN 26/8

essere evitata 1’esposizione diretta alla luce solare. La conservazione a basse temperature e
ambienti umidi ¢ sconsigliata, poiché puo causare rigonfiamento dei capelli, crescita di muffe e
perdita di sostanze. La conservazione in sacchetti di plastica potrebbe influenzare i risultati
analitici in quanto alcuni materiali plastici contengono additivi che possono essere assorbiti dal
campione; inoltre, la plastica potrebbe estrarre sostanze dalle caratteristiche lipofile. Si consiglia
pertanto, ove possibile, di preferire altre tipologie di materiale. Una semplice procedura di
conservazione consiste nell’avvolgere il campione di capelli in un foglio di alluminio e sigillarlo
in una busta di carta.

Tabella 13. Effetti delle condizioni di conservazione sulla stabilita delle sostanze psicoattive nella
matrice cheratinica

Condizione di Effetto sulla stabilita Note
conservazione

Pud causare rigonfiamento dei capelli,
crescita di muffe e perdita della Conservazione sconsigliata.
sostanza.

Congelamento
(-20°C o inferiore)

Col tempo puo causare rigonfiamento

(R;eofg)gerazmne dei capelli, crescita di muffe e perdita Non raccomandata.
della sostanza.
Temperatura Mantiene buona stabilita se conservato Ewt_are .Iuce sgl_are dl_retta; gvvolgere_m
; . foglio di alluminio e riporre in busta di
ambiente in modo adeguato.

carta.

1.4.3 Non conformita

Le principali non conformita (Tabella 14) che rendono i campioni di matrice cheratinica
(capelli) non accettabili per 1’analisi di sostanze psicoattive riguardano principalmente la
contaminazione esterna, i trattamenti cosmetici o chimici e la degradazione della matrice.
Trattamenti per capelli fortemente ossidativi come decolorazione e talune tinture, 1’uso di
sostanze come bicarbonato di sodio o acido salicilico possono ridurre significativamente le
concentrazioni di sostanze psicotrope nei capelli senza danneggiare visibilmente la matrice
cheratinica, complicando I’interpretazione e potenzialmente portando a falsi negativi (60).

Inoltre, una quantita di campione insufficiente, una raccolta impropria o la degradazione
dovuta all’esposizione ambientale possono compromettere 1’integrita del campione stesso. Si
consiglia di includere nella refertazione informazioni in merito ad elementi utili a identificare
possibili trattamenti adulteranti (es. colorazione della soluzione estraente, positivita all’acido 1H-
pirrolo-2,3,5-tricarbossilico (PTCA) e I’acido 1H-pirrolo-2,3,4,5-tetracarbossilico (PTeCA).

Tabella 14. Principali non conformita che rendono i campioni di matrice cheratinica inaccettabili ai

fini analitici
Non conformita Impatto sull’analisi
Prelievo improprio (quantita insufficiente, area Impossibilita di effettuare analisi, risultati inaccurati o
non adeguata, contaminazione) non rappresentativi.
Conservazione non idonea (luce, umidita, Degradazione o perdita della sostanza, alterazione
plastica, basse temperature) del profilo analitico, risultati non attendibili.
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2. ATTUALITA D’USO E CONSUMO PREGRESSO
E CONTINUATIVO DI ETANOLO

Il consumo di etanolo rappresenta un problema di sanita pubblica, essendo associato a
un’ampia gamma di effetti avversi a livello epatico, cardiovascolare, neurologico e psicosociale
(82). La valutazione dell’assunzione di etanolo in ambito clinico e tossicologico-forense richiede
I’impiego combinato di biomarcatori diretti e indiretti, ciascuno caratterizzato da specifiche
finestre temporali di rilevazione e differenti significati interpretativi (Tabella 15). L’obiettivo ¢
distinguere tra:

— attualita d’uso (assunzione nelle ultime ore);

— consumo recente (ultimi giorni);

— consumo pregresso e/0 continuativo (settimane/mesi).

Tabella 15. Valutazione del consumo di etanolo

Obiettivo Biomarcatori principali Finestre temporali
clinico/forense

Etanolo sangue/aria espirata/urine +

Attualita d'uso . L . Ore
questionari/interviste
Uso recente EtG/EtS in urina + questionari/interviste 1-3 giorni (fino a ~80 h)
Uso pregresso PEth in sangue + questionari/interviste 2-4 settimane
. hEtG, FAEE, storia clinica + . .
Consumo cronico . L . Mesi/anni
questionari/interviste

Abbreviazioni: EtG: Ethylglucuronide; EtS: EthylSulfate; FAEE: Fatty Acid Ethyl Esters; hEtG: hair ethylglucuronide;
PEth: Phosphatidylethanol

Sebbene il sangue rimanga la matrice piu utilizzata per le analisi di laboratorio nella pratica
clinica e nelle cure primarie (83), la scelta delle matrici e dei relativi biomarcatori (84-86) ¢,
comungque, definita da esigenze normative (es. Codice della Strada, mansioni a rischio), cliniche
(monitoraggio terapeutico, follow-up) e forensi (accertamento di idoneita, procedimenti
amministrativi e penali). Infine, per una corretta valutazione clinico forense dell’uso di etanolo ¢
utile integrare questionari/interviste, informazioni anamnestiche e biomarcatori.

2.1 Attualita d’uso: etanolemia

11 sangue intero costituisce la matrice di riferimento per la determinazione dell’etanolemia ai
fini tossicologico-forensi, in quanto riflette in modo diretto e attendibile lo stato psicofisico del
soggetto al momento del prelievo. La determinazione dell’etanolo deve essere eseguita nel
rispetto di procedure rigorose, finalizzate a garantire la validita analitica e medico-legale del
risultato (12, 13).

La misurazione dell’etanolo a scopi forensi deve essere effettuata esclusivamente su sangue
intero; 1’analisi di derivati ematici quali plasma o siero non € ammessa in contesti regolamentati,
in quanto comporta una sovrastima sistematica dei valori, mediamente compresa trail 12 e il 18%.
Tali determinazioni possono essere utilizzate esclusivamente a fini diagnostico-clinici e non
devono essere impiegate per valutazioni normative (12, 13).
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Il prelievo ematico deve essere preceduto dalla disinfezione cutanea mediante prodotti privi di
alcol etilico e deve essere eseguito mediante singola venipuntura, raccogliendo contestualmente
almeno due aliquote di sangue (campioni A ¢ B) in provette sottovuoto separate. Le provette
devono contenere un conservante € un anticoagulante adeguati e devono essere conformi ai
requisiti della catena di custodia. In particolare:

— le provette devono contenere fluoruro di sodio come conservante ¢ ossalato di potassio

come anticoagulante;

— le provette devono essere dotate di sistemi antieffrazione e di adeguata etichettatura

identificativa;

— 1 campioni devono essere invertiti piu volte dopo il prelievo per prevenire la separazione

del siero;

— 1 campioni devono essere conservati, insieme al contro-campione, secondo le modalita di

tempo e temperatura previste dai protocolli di riferimento.

Durante le fasi preanalitiche devono essere prevenuti i principali fattori di interferenza, in
particolare:
— contaminazione del campione dovuta all’impiego di disinfettanti cutanei contenenti alcol
etilico;
— neoformazione di etanolo in vitro;
— evaporazione dell’etanolo durante o dopo il prelievo.

La determinazione strumentale dell’etanolemia deve essere effettuata mediante metodi
analitici validati, specifici e riproducibili. Il metodo di riferimento in ambito tossicologico-forense
a tecnica d’elezione € rappresentato dalla gascromatografia con campionamento dello spazio di
testa (HeadSpace — Gas Chromatography, HS-GC), accoppiata a rivelazione FID (Flame
lonization Detector) o MS (Mass Spectrometry) (12, 13). Il metodo analitico deve essere validato
rispettando i criteri di accettazione riportati nella Tabella 16.

Tabella 16. Parametri di accettazione per la validazione del metodo di determinazione
dell’etanolemia

Parametro Requisito Criterio di accettazione
Intervallo di calibrazione Campo di validazione 0,05-3,0 g/L di etanolo
Precisione (CV%) Ripetibilita <10%

Accuratezza (Bias, E%) Errore sistematico <10%

Limite di rilevabilita (LOD) Sensibilita del metodo <0,05¢g/L

LOD: Limit of detection

Ai fini normativi, i valori di etanolemia' devono essere interpretati in riferimento ai limiti
stabiliti dalla legislazione vigente (es. il Codice della Strada) e riportati nel referto analitico in
modo chiaro, completo ¢ tracciabile. Ai fini interpretativi, ’incertezza di misura deve essere
sempre sottratta al valore determinato quando questo viene confrontato con i diversi valori soglia
previsti dall’art. 186 del Codice della Strada (87).

! Allegato 2 alla circolare prot. n. 11280 del 11/04/2025. Si considera come positivo il risultato degli
accertamenti effettuati sui campioni biologici quando per ’alcolemia, si rilevano concentrazioni di alcol
etilico uguali o superiori a quanto previsto dall’articolo 186, comma 2, lett. a), lett. b) e lett. ¢), Codice
della Strada per le diverse fattispecie; superiori o uguali a 0,1 g/L relativamente all’articolo 186 bis del
Codice della Strada.
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La determinazione dell’etanolemia documenta esclusivamente I’assunzione recente di alcol e
non consente una valutazione attendibile del consumo pregresso o delle abitudini di assunzione
nel medio-lungo termine. Per una valutazione complessiva del comportamento alcolico del
soggetto, deve essere considerata 1’integrazione con altre matrici biologiche e biomarcatori
specifici.

2.2 Consumo recente: etanolo, etilglucuronide
ed etilsolfato nelle urine

Le urine rappresentano una matrice biologica di elezione per la valutazione del consumo
recente di etanolo, consentendo 1’identificazione dell’assunzione avvenuta nelle ore o nei giorni
precedenti il prelievo, anche in assenza di etanolo rilevabile nel sangue. La determinazione
dell’etanolo urinario ¢ influenzata da variabili quali lo stato di idratazione, il tempo di
svuotamento vescicale e la possibile contaminazione del campione. Inoltre, la presenza di etanolo
nelle urine non consente una stima diretta della concentrazione ematica al momento
dell’assunzione. In genere, 1’etanolo urinario scende sotto il limite di rilevabilita entro circa 6,5
ore dall’assunzione (84, 88).

I metaboliti diretti dell’etanolo, etilglucuronide (EtG) ed etilsolfato (EtS), sono biomarcatori
altamente specifici dell’assunzione di etanolo e risultano rilevabili nelle urine per un periodo piu
prolungato rispetto all’etanolo immodificato, generalmente fino a 24-72 ore dall’assunzione, in
funzione della quantita ingerita e delle caratteristiche individuali del soggetto (88).

L’impiego combinato di EtG ed EtS ¢ raccomandato in ambito clinico e tossicologico-forense
in quanto:

— riduce il rischio di risultati falsamente negativi, poiché I’EtG pud andare incontro a
degradazione batterica nel campione urinario, ad esempio in presenza di infezioni delle vie
urinarie, con possibile determinazione di falsi negativi, mentre I’EtS presenta una maggiore
stabilita e non ¢ soggetto a tali fenomeni, consentendo la conferma dell’assunzione di
etanolo anche in assenza di EtG;

— riduce il rischio di risultati falsamente positivi, poiché consente di discriminare
I’assunzione effettiva di etanolo dalla possibile neoformazione batterica di etanolo nel
campione urinario, permettendo di distinguere il consumo reale dalla sintesi batterica in
vitro;

— permette di identificare esposizioni involontarie all’etanolo o condizioni caratterizzate da
effetti residui dell’assunzione di etanolo, anche in assenza di etanoloemia positiva
potenzialmente in grado di compromettere la sicurezza, in particolare nei contesti correlati
alla guida e alle attivita a rischio.

Tuttavia, ’interpretazione dei risultati deve essere prudente a causa dell’elevata variabilita
interindividuale e dell’influenza di fattori esterni. La concentrazione urinaria pud essere
drasticamente ridotta da una diuresi forzata (ingestione di elevate quantita d’acqua), che abbassa
i livelli di EtG e creatinina. Inoltre, positivita a bassi livelli possono derivare dal consumo di cibi
o bevande (88).
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2.3 Consumo pregresso e continuativo

La valutazione del consumo pregresso e continuativo di etanolo richiede 1’impiego di
biomarcatori caratterizzati da una finestra temporale estesa, in grado di documentare abitudini di
assunzione protratte nel tempo. In questo contesto, 1’analisi dell’EtG nei capelli (hair EtG, hEtG)
rappresenta, insieme ad altri biomarcatori diretti e indiretti, come ad esempio gli esteri etilici degli
acidi grassi (Fatty Acid Ethyl Esters, FAEE) nei capelli, il fosfatidiletanolo (PhosphatidylEthanol,
PEth) nel sangue e la transferrina carboidrato carente (Carbohydrate-Deficient Transferrin, CDT)
nel siero, I’approccio di riferimento in ambito clinico e tossicologico-forense (86).

2.3.1 hEtG

I capelli costituiscono una matrice biologica privilegiata per la valutazione retrospettiva del
consumo di etanolo, in quanto consentono di ricostruire 1’assunzione avvenuta nel corso di
settimane o mesi, in funzione della lunghezza del segmento analizzato. L’EtG, metabolita diretto
e specifico dell’etanolo, viene incorporato nel fusto del capello durante la fase di crescita,
risultando relativamente stabile nel tempo (89, 90).

L’analisi ¢ generalmente condotta su un segmento di 0-3 cm, corrispondente a un periodo di
osservazione di circa tre mesi. L’interpretazione dei risultati si basa su cut-off condivisi a livello
internazionale (91), che consentono di distinguere:

— astensione o consumo occasionale (hEtG < 5,0 pg/mg);

— consumo moderato (5,0 <hEtG < 30,0 pg/mg);

— consumo cronico eccessivo (hEtG > 30,0 pg/mg).

E fondamentale considerare fattori potenzialmente interferenti, quali trattamenti cosmetici
aggressivi (es. decolorazioni), caratteristiche individuali del capello e correttezza delle procedure
di campionamento (84).

2.3.2 FAEE nei capelli

I FAEE sono biomarcatori diretti dell’etanolo prodotti per via non ossidativa attraverso la
reazione dell’etanolo con acidi grassi endogeni o trigliceridi. Tra i principali composti monitorati,
I’etil palmitato (Ethyl Palmitate, EtPa) ¢ considerato il riferimento analitico piu rilevante (91). In
Tabella 17 i valori di cut-off riportati condivisi a livello internazionale.

Tabella 17. Cut-off dell’etil palmitato (EtPa) (in pg/mg)nei segmenti di capelli: 0-3 cm e 0-6 cm

Segmento di capelli Astinenza Consumo ripetuto Consumo cronico eccessivo
0-3cm <120 > 120 = 350
0-6 cm <150 > 150 2450

La determinazione dei FAEE nei capelli ¢ indicata soprattutto per 1’identificazione di un
consumo cronico ed eccessivo di etanolo e quando possibile, essere supportata da EtG e da altri
dati clinici/forensi (86).
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2.3.3 PEth nel sangue

11 PEth € un biomarcatore diretto del consumo di alcol che si forma esclusivamente in presenza
di etanolo nelle membrane dei globuli rossi, attraverso una reazione mediata dalla fosfolipasi D
(86). I diversi omologhi del PEth differiscono per la composizione degli acidi grassi; tra questi, il
PEth 16:0/18:1 ¢ il piu abbondante ed ¢ quello di riferimento per I’interpretazione clinico-forense.
11 PEth si forma rapidamente dopo I’assunzione di etanolo, raggiungendo il picco plasmatico
entro circa 8 ore, e si degrada lentamente, rendendolo un indicatore affidabile del consumo
etanolico pregresso. E rilevabile nel sangue per 3-12 giorni dopo una singola assunzione e
presenta una finestra di rilevamento di 2-4 settimane, con persistenza media fino a 28 giorni in
caso di consumo moderato o ripetuto (85, 92-94). La sua formazione esclusiva in presenza di
etanolo ne conferma 1’elevata specificita come biomarcatore diretto, in assenza di falsi positivi
noti (86).
L’interpretazione dei risultati avviene seguendo specifiche soglie:
— Astinenza o consumo basso: concentrazioni di PEth 16:0/18:1 inferiori a 20 ng/mL.
— Consumo moderato o sociale: valori compresi tra 20 e 200 ng/mL.
— Consumo cronico eccessivo: valori superiori a 200 ng/mL, che suggeriscono
un’esposizione cronica definita come un consumo medio giornaliero uguale o superiore a
60 g. di etanolo per gli uomini e 40 g. per le donne.

Nel contesto della valutazione clinico-forense del consumo etanolico, il PEth nel sangue
rappresenta un complemento ideale all’analisi dell’EtG nei capelli e ai biomarcatori indiretti,
contribuendo a una valutazione integrata e pit robusta del consumo pregresso e continuativo (86).

2.3.4 Biomarcatori indiretti del consumo cronico di etanolo

I biomarcatori indiretti riflettono le conseguenze biologiche dell’assunzione prolungata di
etanolo piuttosto che la presenza diretta della sostanza o dei suoi metaboliti. Tra i piu utilizzati si
annoverano:

- CDT;

— v-glutamiltransferasi (y-GT);

— aspartato aminotransferasi (AST) e alanina aminotransferasi (ALT);

— volume corpuscolare medio (Mean Corpuscular Volume, MCV).

La CDT ¢ il biomarcatore piu consolidato per I’identificazione di un consumo cronico di
etanolo. Viene utilizzata in ambito clinico e forense, ad esempio per la valutazione dell’idoneita
alla guida o a mansioni a rischio, e per procedure di affidamento o contenziosi civili (86). La CDT
¢ standardizzata a livello internazionale (IFCC), con cut-off clinici definiti: 1,7 % (CDT% rispetto
alla transferrina totale) in ambito clinico e 2,0 % (CDT% rispetto alla transferrina totale) in
contesti forensi (95). Pud essere determinata tramite LC/HPLC o elettroforesi capillare (CE),
tecniche che consentono di distinguere le diverse glicoforme della transferrina e migliorano la
specificita rispetto ai metodi immunochimici (96, 97).

I biomarcatori indiretti presentano sensibilitd e specificita diagnostiche inferiori ai
biomarcatori diretti, in quanto possono risultare alterati anche in presenza di patologie epatiche,
condizioni metaboliche o assunzione di farmaci. Pertanto, il loro impiego ¢ raccomandato
esclusivamente in un’ottica integrativa, a supporto dei biomarcatori diretti di etanolo, in
particolare nei casi in cui la matrice cheratinica non sia disponibile o risulti non idonea.
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3. DOCUMENTAZIONE

La documentazione necessaria per una corretta determinazione delle sostanze d’abuso e delle
NSP nelle matrici biologiche comprende moduli fondamentali quali il consenso informato per
I’esecuzione di accertamenti analitici, informativa e consenso privacy ai sensi Regolamento (UE)
679/2016, il verbale di prelievo per I’identificazione e prelievo dei campioni, la catena di custodia
e 1l modulo di refertazione. A questa si affiancano informazioni dettagliate sui metodi analitici
validati, sulle procedure di preparazione del campione e sulle condizioni di conservazione.
L’intero insieme documentale, supportato da protocolli analitici aggiornati e conformi agli
standard, garantisce la qualita, la tracciabilita e 1’affidabilita e la valenza medico-legale del
processo analitico (12-16, 27, 49, 75, 98).

3.1 Consenso informato

Il modulo per I’espressione del consenso informato costituisce un documento fondamentale e
indispensabile, in quanto consente di formalizzare la volonta consapevole e affermativa del
paziente di accettare in piena coscienza le procedure di prelievo e le successive analisi alle quali
deve essere sottoposto, tutelando al contempo gli aspetti etici e legali connessi.

Il modulo deve informare in modo chiaro e comprensibile sul tipo di matrice biologica
prelevata (sangue, urine, saliva, capelli, ecc.), sulle finalita dell’analisi, sui potenziali rischi,
nonché sulle implicazioni dei risultati, inclusa la possibile trasmissione e comunicazione dei dati
a terzi in ambito medico-legale o giudiziario.

In presenza di minori, il consenso informato deve essere espresso dai genitori, da chi esercita
la responsabilita genitoriale o dal tutore, tenendo comunque conto della volonta del minore in
relazione all’eta e al grado di maturita raggiunto. Poiché tali indagini sono sempre accompagnate
da una specifica richiesta con relativo quesito medico-legale, in caso di mancata prestazione del
consenso ¢ necessario informare tempestivamente il latore della richiesta per la corretta gestione
della criticita; per lo stesso motivo, € necessario acquisire preventivamente anche il consenso alla
trasmissione dei dati analitici al latore della richiesta.

La corretta e completa compilazione del modulo di consenso informato riveste un ruolo
particolarmente rilevante nei contesti clinici e forensi, nei quali la validita legale, la tracciabilita
del campione e ’affidabilita del risultato analitico sono elementi essenziali. Un esempio di
modulo ¢ riportato nell’ Appendice B1.

3.2 Informativa e consenso privacy
ai sensi Regolamento (UE) 679/2016

I dati personali e sanitari della persona interessata devono essere trattati nel rispetto del
Regolamento (UE) 2016/679.

L’informativa deve avere, secondo le disposizioni, forma concisa, trasparente, intelligibile per
I’interessato e facilmente accessibile. Dovra quindi spiegare che dati e campioni saranno utilizzati
esclusivamente per finalita sanitarie, diagnostiche o di ricerca, con modalita che garantiscono
sicurezza, riservatezza e protezione delle informazioni. Inoltre, la conservazione dei dati e dei
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campioni avverra solo per il tempo necessario al raggiungimento delle finalita per cui sono stati
raccolti, salvo obblighi di legge.

Andra inoltre evidenziato che I’interessato avra il diritto di accedere ai propri dati, richiederne
la rettifica, la cancellazione o la limitazione del trattamento, nonché di revocare in qualsiasi
momento il consenso prestato, senza pregiudicare la liceita del trattamento effettuato prima della
revoca. Un esempio e riportato nell’ Appendice B2.

3.3 Verbale di prelievo

Il verbale di prelievo, che deve essere redatto in triplice copia, rappresenta un documento
essenziale per garantire la corretta raccolta, identificazione, tracciabilita e conservazione dei
campioni biologici destinati alla determinazione delle sostanze d’abuso tradizionali e delle NSP.

Nel modulo devono essere riportati i dati relativi al responsabile del prelievo e quelli della
persona sottoposta ad accertamento analitico (generalita, residenza, estremi del documento di
identita); qualora il soggetto non sia in possesso di un documento di identita valido,
I’identificazione puo avvenire mediante un supervisore autorizzato o un testimone munito di
documento di identita, mentre in assenza di una identificazione certa non ¢ possibile procedere al
prelievo del campione.

Il verbale deve inoltre contenere i dati necessari all’identificazione univoca del campione
(codice identificativo, struttura o reparto in cui viene effettuato il prelievo), il tipo di matrice
biologica utilizzata (sangue, urine, saliva, capelli, ecc.), |’orario di prelievo, le finalita dell’analisi,
I’elenco dei farmaci eventualmente assunti o somministrati nei giorni precedenti la raccolta,
nonché le informazioni relative alle modalita di raccolta, alle condizioni di conservazione e alle
precauzioni adottate per prevenire contaminazioni o alterazioni del campione. Nel caso di DFC ¢
necessario aggiungere la data e le modalita dell’evento criminoso.

Il modulo deve essere sottoscritto sia dall’operatore che ha effettuato il prelievo sia dalla
persona sottoposta ad accertamento analitico, attestando anche la presenza del consenso
informato, elemento imprescindibile soprattutto in ambito clinico e forense. Delle tre copie del
verbale di prelievo, una viene trasmessa, insieme ai campioni e al modulo di catena di custodia,
alla struttura incaricata dell’analisi, una viene conservata dalla struttura o dall’incaricato che ha
effettuato il prelievo e una viene consegnata alla persona sottoposta ad accertamento analitico.
Un esempio di modulo ¢ riportato nell’ Appendice B3.

3.4 Catena di custodia

Il modulo per la catena di custodia rappresenta un documento essenziale per garantire la
tracciabilita di ogni spostamento del campione biologico, dal momento della raccolta fino
all’arrivo nel laboratorio incaricato dell’analisi, prevenendo contaminazioni, manomissioni o
scambi e assicurando la validita legale dei risultati, soprattutto in ambito clinico, forense e
giudiziario. Il modulo deve documentare in modo dettagliato ogni fase della gestione del
campione, includendo etichette adesive con codice a barre o codice alfanumerico identiche a
quelle apposte sul verbale di prelievo e sui contenitori di raccolta delle tre aliquote, nonché
informazioni relative al tipo di matrice biologica (sangue, urine, saliva, capelli, ecc.), all’identita
del soggetto, al luogo, alla data e all’ora del prelievo ed eventuali annotazioni sul campione.

Devono inoltre essere riportati il nome, I’indirizzo, 1’indirizzo e-mail e il numero di telefono
del laboratorio di analisi, insieme al luogo, alla data e all’ora della presa in carico dei campioni
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in laboratorio. Il modulo deve recare il nome e la firma di tutte le persone che hanno avuto in
custodia le aliquote del campione durante il trasferimento dal luogo del prelievo alla destinazione
finale, garantendo cosi la completa tracciabilita delle responsabilita. L’adozione di moduli
standardizzati per la catena di custodia facilita la gestione dei campioni, riduce il rischio di errori
o contestazioni legali e costituisce un requisito imprescindibile per 1’accettazione e I’affidabilita
dei dati analitici. Un esempio di modulo ¢ riportato nell’ Appendice B4.

3.5 Refertazione

Il modulo di refertazione deve fornire un quadro chiaro ¢ completo dei risultati analitici,
includendo il tipo di matrice biologica analizzata, le metodiche utilizzate, I’elenco delle sostanze
ricercate, di quelle accertate e i rispettivi livelli di rilevabilita con idonea unita di misura (46). La
refertazione deve inoltre includere informazioni sul contesto clinico o forense, la data e 1’ora del
prelievo, e la catena di custodia per garantire la validita legale dei risultati. L’uso di moduli
standardizzati facilita la comunicazione tra laboratorio, clinici e autorita, migliorando
I’accuratezza e la tempestivita delle decisioni basate sui dati analitici.

Infine, la refertazione dovrebbe essere chiara e accessibile anche a non specialisti, per
supportare efficacemente il trattamento medico o le indagini forensi. Un esempio ¢ riportato
nell’ Appendice BS.
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4. METODI ANALITICI: ANALISI DI SCREENING
E DI CONFERMA

Il laboratorio deve utilizzare metodi analitici validati e descritti in procedure documentate che
includano fasi operative, criteri di accettabilita e controllo qualita (12-16).

I risultati ottenuti mediante test di screening enzimatici o immunochimici devono sempre essere
confermati tramite tecniche basate su principi chimico-fisici differenti, come spettrometria di massa
combinata a tecniche cromatografiche quali la cromatografia in fase liquida o in fase gassosa.

11 processo analitico € supportato da procedure di controllo qualita, che includono I’analisi di
campioni di controllo e una sequenza strutturata di iniezione per garantire assenza di interferenze
e corretto funzionamento strumentale. Tutti i metodi devono essere validati prima dell’uso
routinario e ogni modifica o revisione richiede una nuova validazione con risultati documentati,
archiviati e conservati per garantire tracciabilita e conformita normative.

Infine, I’accreditamento ISO? per i laboratori che determinano sostanze d’abuso (test
antidroga, tossicologia forense e clinica) ¢ fondamentale per garantire 1’accuratezza, la
riproducibilita e la valenza legale dei risultati.

4.1 Metodi di screening

I metodi di screening sono utilizzati in tossicologia forense e clinica per analizzare
rapidamente molti campioni a costi contenuti, principalmente mediante tecniche
immunochimiche/enzimatiche o, in alcuni casi, cromatografiche accoppiate alla spettrometria di
massa. | test immunochimici offrono rapidita e automazione, ma sono caratterizzati da ridotta
specificita e scarsa accuratezza quantitativa, fornendo esclusivamente risultati presuntivi, espressi
come negativita o “non negativita” rispetto a un valore valori di soglia o cut-off (Tabella 18).

Tabella 18. Valori soglia di screening per sostanze stupefacenti e psicotrope in diverse matrici
biologiche definite per legge o societa scientifiche

Classe di sostanze Urina (ng/mL) Saliva (ng/mL) Capelli (ng/mg)
DL.vo 81/2008* EWDTS EWDTS EWDTS
Amfetamine 500 500 40 0,2
Cannabinoidi (THC) 50 50 10 0,1
Cocaina e metaboliti 300 150 30 0,5
Oppiacei 300 300 - 0,2
6-MAM - - 4 -
Morfina - - 40 -
Metadone (EDDP) 300 300 (100) 50 0,2
Buprenorfina - 5 5 0,01
Ketamina - - - 0,5

EDDP: 2-etilidene-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina

EWDTS: European Workplace Drug Testing Society

* Intesa stipulata il 30 ottobre 2007, Accordo tra Stato Regioni e Province autonome. Procedure per effettuare gli
accertamenti di assenza di tossicodipendenza

2 UNI CEI EN ISO/IEC 17025: Requisiti generali per la competenza dei laboratori di prova e taratura; UNI
EN ISO 15189: Laboratori medici - Requisiti riguardanti la qualita e la competenza
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Il rilevamento delle NSP rappresenta una sfida significativa per le metodiche di screening
convenzionali: molte NSP non sono rilevabili con i test immunochimici tradizionali a causa della
loro variabilita strutturale ¢ della mancanza di anticorpi specifici (18). Pertanto, 1’impiego di
tecniche cromatografiche accoppiate alla spettrometria di massa ¢ fortemente raccomandato,
poiché permette 1’identificazione simultanea di un ampio spettro di NSP, inclusi metaboliti, anche
in assenza di kit commerciali specifici.

Un risultato positivo allo screening non ha validita forense se non viene confermato mediante
spettrometria di massa accoppiata a tecniche cromatografiche, su una nuova aliquota di campione.
I risultati di screening non devono essere riportati in forma quantitativa ma, come detto, espressi
come “non negativita”. Sebbene i risultati negativi siano generalmente accettati, ¢ necessario
garantire [’assenza di falsi negativi, anche attraverso conferme su campioni valutati negativi allo
screening.

I valori di soglia o cut-off definiti dai produttori dei kit diagnostici non devono essere adottati
incondizionatamente ma adattati allo scopo dell’analisi e, se modificati per esigenze del
laboratorio, il metodo deve essere nuovamente validato mediante calibratori preparati
specificatamente per lo scopo. Le tecniche cromatografiche permettono I’identificazione
simultanea di numerosi analiti, incluse le NSP, ma richiedono strumentazione e competenze
specifiche (13, 99). In ogni caso, solo i risultati confermati mediante tecniche cromatografiche
accoppiate alla spettrometria di massa possono assumere valore tossicologico-forense o medico-
legale.

I kit immunochimici commerciali per lo screening delle sostanze d’abuso sono principalmente
convalidati per matrici biologiche convenzionali, quali urina e fluido orale. L’utilizzo di tali
sistemi su matrici alternative risulta meno comune; tuttavia, sono disponibili kit specifici per la
matrice ematica. Approcci analoghi possono essere applicati anche alla matrice cheratinica.

4.2 Metodi di conferma

Le analisi di conferma devono garantire 1’identificazione certa e la quantificazione accurata
delle sostanze di interesse, sia dei principi attivi che i loro metaboliti, con idonea sensibilita e
specificita, producendo un risultato analitico indipendente da quello ottenuto nella fase di
screening, soprattutto se quest’ultimo ¢ stato effettuato con tecniche enzimatiche o
immunochimiche. Per tale ragione ¢ necessario impiegare metodi basati su principi chimico-fisici
diversi da quelli utilizzati per lo screening, con selettivita e sensibilita superiori, e un limite di
quantificazione inferiore e idoneo allo scopo dell’analisi (es. sensibilita differenti DL.vo 81/2008
vs. DFC) (12-16).

In ambito tossicologico-forense, la separazione cromatografica ¢ sempre necessaria €
I’impiego della spettrometria di massa accoppiata a tecniche cromatografiche € riconosciuto come
standard internazionale. E fondamentale 1’uso di standard interni, preferibilmente deuterati,
aggiunti prima della fase preparativa, per garantire 1’affidabilita del dato analitico sia nella fase
estrattiva sia in quella strumentale.

L’utilizzo della medesima tecnica cromatografica impiegata nello screening risulta accettabile
esclusivamente qualora il metodo di rivelazione sia differente. Il valore soglia del test di conferma
(Tabella 19) deve essere sempre inferiore a quello dello screening, ¢ i campioni positivi devono
essere conservati in aliquote dedicate per il periodo previsto dalle normative o concordato con chi
richiede I’analisi, indicato nelle SOP in uso al laboratorio.
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Tabella 19. Valori soglia di conferma per sostanze stupefacenti e psicotrope in diverse matrici
biologiche definite per legge o societa scientifiche

Sostanza Urina (ng/mL) Saliva (ng/mL) Capelli (ng/mg)
DL.vo EWDTS Sibioc DL.vo EWDTS DL.vo EWDT SoHT
81/2008* 81/2008 81/2008 S
Amfetamina 250 200 2 15 15 0,2 0,2 0,2
Metamfetamina 250 200 2 15 15 0,2 0,2 0,2
MDA 250 200 2 15 15 0,2 0,2 0,2
MDMA 250 200 2 15 15 0,2 0,2 0,2
MDEA 250 200 - - - 0,2 0,2 0,2
THC 15 - 1 2 2 0,1 0,05 0,05
THC-COOH 15 15 - - - 0,1 0,0002 0,0002
Cocaina 100 - 2 8 8 0,5 0,5 0,5
BEG 100 100 2 8 8 0,05 0,05 #
Morfina 100 300 2 15 15 0,2 0,2 0,2
Codeina 100 300 2 15 15 0,2 0,2 0,2
6-MAM 100 10 2 2 2 0,2 0,2 0,2
Metadone 100 250 2 20 20 0,2 0,2 0,2
EDDP - 75 2 20 20 - 0,05 *
Buprenorfina 5 2 2 1 1 0,05 0,01 0,01
Norbuprenorfina - 2 2 1 - - 0,01 o
Ketamina - - - - - - 0,5 0,2
Norketamina - - - - - 0,1 -

6-MAM: 6-monoacetilmorfina

BEG: benzoilecgonina

EDDP: 2-etilidene-1, 5-dimetil-3, 3-difenilpirrolidina

EWDTS: European Workplace Drug Testing Society

MDA: 3,4-metilendiossianfetamina

MDEA: 3,4-metilendiossi-N-etilfetamina

MDMA: 3,4-metilenediossimetanfetamina

Sibioc: Societa Italiana di Biochimica Clinica e Biologia Molecolare Clinica - Medicina di Laboratorio

SoHT: Society of Hair Testing (linee guida di consenso).

THC: delta-9-tetraidrocannabinolo

THC COOH: 11-nor-9-carbossi-delta-9-tetraidrocannabinolo

Intesa stipulata il 30 ottobre 2007, Accordo tra Stato Regioni e Province autonome. Procedure per effettuare gli

accertamenti di assenza di tossicodipendenza

La conferma di EDDP dimostra I'uso di metadone

La conferma di norbuprenorfina dimostra I'uso di buprenorfina

# La presenza di benzoilecgonina, norcocaina, cocaetilene, idrossilcocaina o idrossibenzoilecgonina deve essere
considerato per confermare 'uso di cocaina

Per quanto riguarda la matrice sangue si deve far riferimento ai “requisiti minimi di
prestazione” (Tabella 20), ovvero le concentrazioni degli analiti che il laboratorio deve essere in
grado di quantificare, con accuratezza del metodo analitico utilizzato, come indicato nelle “Linee
guida per la determinazione di sostanze stupefacenti e psicotrope su campioni biologici con
finalita tossicologico-forensi e medico-legali” prodotte dal Gruppo Tossicologi Forensi Italiani?
(100).

3 1 requisiti minimi di prestazione € i valori di concentrazione adottati dal Gruppo Tossicologi Forensi
Italiani (GTFI), nonché i cut-off di screening e di conferma previsti dai principali riferimenti tecnico-
normativi nazionali e internazionali (DL.vo 81/2008, EWDTS, SoHT), sono riportati nelle tabelle della
versione integrale delle “Linee guida per la determinazione di sostanze stupefacenti e psicotrope su
campioni biologici con finalita tossicologico-forensi e medico-legali”.
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Tabella 20. Valori soglia dei test di conferma relativi alle sostanze d’abuso per la matrice Sangue

Sostanza Concentrazioni relative ai

requisiti minimi di prestazione (ng/mL)

2

Amfetamina
Metamfetamina
MDMA

MDA

MDEA

MBDB

THC
11-OH-THC
THC-COOH
Cocaina

BEG
Cocaetilene
Norcocaina
Morfina
Codeina
6-MAM
Metadone
EDDP
Buprenorfina
Norbuprenorfina

=N

NNMNNMNPNDNNNMNNMNNDNNNNO-=a2NNNDNODN

11-OH-THC: 11-idrossi-delta-9-tetraidrocannabinolo
6-MAM: 6-monoacetilmorfina

BEG: benzoilecgonina

EDDP: 2-etilidene-1, 5-dimetil-3, 3-difenilpirrolidina

MBDB: 3,4-metilendiossi-N-metil-a-etilfeniletilammina

MDA: 3,4-metilendiossianfetamina

MDEA: 3,4-metilendiossi-N-etilfetamina

MDMA: 3,4-metilenediossimetanfetamina

THC: delta-9-tetraidrocannabinolo

THC-COOH: ‘11-nor-9-carbossi-delta-9-tetraidrocannabinolo
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5. VALIDAZIONE DEI METODI ANALITICI

La validazione di un metodo analitico consiste nel dimostrare che il metodo ¢ idoneo allo
scopo e produce risultati precisi, accurati e riproducibili nelle condizioni operative previste. Ogni
metodologia analitica impiegata routinariamente dal laboratorio deve essere sottoposta a una
preventiva validazione, in conformita a procedure e criteri riconosciuti a livello nazionale e
internazionale (101-107).

Generalmente 1 metodi di screening immunoenzimatici sono validati dal produttore e non
richiedono ulteriori procedure di validazione. Tuttavia, qualsiasi modifica alle condizioni
d’impiego indicate dal produttore richiede una validazione completa del metodo o del kit, da
effettuare solo in assenza di metodologie alternative (13).

La procedura di validazione dei metodi analitici adottata dai laboratori deve considerare una
serie di parametri fondamentali che ne garantiscano 1’affidabilita, la riproducibilita e I’idoneita
all’uso previsto (Tabella 21).

Tabella 21. Aspetti fondamentali della validazione dei metodi bioanalitici

Parametro Descrizione Criteri di accettazione

Capacita del metodo di distinguere

Selettivita I'analita da interferenti endogeni

Accordanza tra valore misurato e

Accuratezza (bias) +15% (¥20% al LOQ)

valore vero
Precisione (CV%) Riproducibilita delle misure <15% (£20% al LOQ)
LOD Minima quantita rilevabile Definito sperimentalmente
LOQ Minima quantita quantificabile bias +20%; CV <20%
Curva di calibrazione Relazione concentrazione/risposta -
. . Proporzionalita Dimostrata nellintervallo di
Linearita . . . . .
risposta/concentrazione calibrazione validato

Influenza dei componenti della

Effetto matrice bias £15%; CV < 15%

matrice
Carryover Trascinamento tra campioni <20% LOQ (analita); £ 5% IS
Recupero Efficienza estrazione Riproducibile e consistente (non

richiesto valore percentuale fisso)

IS: Internal Standard

Tra questi parametri fondamentali per la validazione dei metodi bioanalitici rientrano
’esattezza, che indica il grado di vicinanza dei risultati al valore vero; la precisione, che valuta la
ripetibilita e la riproducibilita delle misurazioni; 1 limiti di rilevabilita (Limit of Detection, LOD)
e di quantificazione (Limit of Quantification, LOQ), che definiscono rispettivamente la minima
quantita di analita rilevabile e quella quantificabile con affidabilita; la linearita nel range di
calibrazione, che descrive la proporzionalita della risposta analitica alla concentrazione
dell’analita; e I’effetto matrice, che consente di identificare eventuali interferenze dovute ai
componenti della matrice biologica.

Altri parametri essenziali sono il carryover, il recupero dell’analita durante 1’estrazione, la
stabilitd dei campioni durante conservazione e manipolazione, e I'integrita della diluizione,
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necessaria quando i campioni devono essere diluiti in quanto la concentrazione dell’analita eccede
dal range di calibrazione. La valutazione di questi parametri permette di definire criteri di
accettazione chiari e uniformi, assicurando che il metodo possa fornire risultati affidabili in
diverse condizioni operative. I valori specifici e 1 limiti accettabili per ciascun parametro possono
essere sintetizzati in una tabella di riferimento, utile per il monitoraggio della qualita ¢ per la
documentazione delle validazioni effettuate.
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6. VALUTAZIONE INTERNA ED ESTERNA DI QUALITA

11 controllo di qualita interno (CQI) e la valutazione esterna di qualita (VEQ) costituiscono il
fondamento del sistema di assicurazione della qualita nei laboratori di tossicologia clinica e
forense (Tabella 22), garantendo I’affidabilita, la correttezza e ['uniformita del dato analitico in
un contesto critico come la determinazione di sostanze d’abuso tradizionali, le NSP e i
biomarcatori dell’uso di etanolo nelle matrici biologiche (13, 106).

Un CQI ¢ I’insieme delle procedure che il laboratorio utilizza per monitorare in modo continuo
I’esecuzione e I’affidabilita delle proprie analisi. Nel contesto delle sostanze psicoattive in matrici
biologiche, i1 CQI garantisce che ogni batch analitico venga verificato mediante controlli a
concentrazione nota, campione bianco (matrice priva dell’analita o degli analiti di intesse) e
standard indipendenti, assicurando la stabilita delle prestazioni strumentali e metodologiche. In
questo modo, il laboratorio puo confermare nel tempo la riproducibilita dei risultati, individuare
tempestivamente eventuali deviazioni e applicare le necessarie azioni correttive, mantenendo cosi
elevati standard di accuratezza e conformita.

La VEQ ¢ la valutazione periodica delle prestazioni del laboratorio rispetto ad altri
partecipanti, attraverso 1’analisi di campioni sconosciuti forniti da un Ente Organizzatore
indipendente e/o accreditato. La VEQ ¢ fondamentale per:

— determinare [’accuratezza (esattezza o bias) del laboratorio in un confronto inter-

laboratorio;

— assicurare la tracciabilita metrologica del risultato, essenziale per la sua validita in ambito

medico-legale e forense;

— promuovere I’armonizzazione delle metodiche tra i laboratori.

Tabella 22. Sintesi delle procedure di qualita interna ed esterna nei processi analitici

Sistema di Ruolo principale Metodologia e Obiettivo

Qualita materiali

Garantire la precisione,

Monitoraggio quotidiano Controlli di Qualita l'accuratezza e la robustezza

Valutazione

. della stabilita del Interni e Calibratori e - .
interna A, analitica per la singola serie di
processo tracciabili .
analisi
. Confronto periodico e Campioni di controllo Assicurare I'accuratezza e la
Valutazione o ) " " i ;
esterna verifica dell’accuratezza commutabili forniti da un  tracciabilita metrologica del
rispetto al consensus Ente terzo risultato

L’obiettivo della partecipazione ai programmi di VEQ ¢ il conseguimento di un’assicurazione
della qualita totale, finalizzata al mantenimento continuo della validazione e della verifica dei
metodi analitici adottati. Il perseguimento di tali obiettivi consente di ottenere risultati affidabili,
tecnicamente solidi e difendibili in sede legale, in conformita con i requisiti e gli standard
internazionali di accreditamento applicabili ai laboratori di tossicologia clinica e forense.

11 laboratorio ¢ tenuto a conservare la documentazione relativa a CQI e VEQ per tutte le linee
analitiche per almeno tre anni al fine di garantire la tracciabilitda e la qualita analitica delle
prestazioni.
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7. REFERTAZIONE E COMUNICAZIONE DEI RISULTATI

La refertazione, ossia la produzione di un rapporto analitico che deve contenere i risultati delle
analisi effettuate dal laboratorio, ¢ la comunicazione dei risultati analitici costituiscono fasi
fondamentali del processo diagnostico in tossicologia clinica e forense, in quanto rappresentano
il punto di interfaccia tra il laboratorio e il soggetto richiedente.

Il referto deve essere redatto, nel contesto della determinazione di sostanze d’abuso
tradizionali e NSP su matrici biologiche, secondo criteri di chiarezza, completezza e conformita
agli standard di qualita. E essenziale distinguere i risultati di screening da quelli di conferma,
riportare le metodologie impiegate e indicare i limiti analitici del metodo. Qualora le analisi di
screening e conferma rilevino la presenza di sostanze stupefacenti o psicotrope e/o dei relativi
metaboliti a concentrazioni superiori alle soglie analitiche definite, il referto deve includere:
I’identificazione della/e sostanza/e rilevata/e, i corrispondenti risultati quantitativi, i cut-off’
applicati, al fine di garantire I’accuratezza, la tracciabilita e il valore probatorio dei dati riportati.
Nei contesti forensi, il documento deve essere verificabile e difendibile in sede legale, con piena
tracciabilita delle procedure adottate.

La comunicazione dei risultati deve avvenire in tempi appropriati e attraverso canali sicuri, nel
rispetto della normativa sulla riservatezza dei dati. In caso di risultati positivi o di particolare
rilevanza clinica o medico-legale, ¢ richiesta una trasmissione tempestiva, accompagnata da note
interpretative che ne facilitino la comprensione. E ammessa la consegna cartacea al richiedente
(o a persona delegata) e, previo consenso scritto, 1’invio elettronico mediante sistemi che
garantiscano integritd e sicurezza del documento. Nei contesti forensi, il referto deve essere
verificabile e difendibile in sede legale, con piena tracciabilita delle procedure adottate.

La comunicazione dei risultati deve avvenire in tempi appropriati e attraverso canali sicuri, nel
rispetto della normativa sulla riservatezza dei dati. Per i risultati positivi o di particolare rilevanza
clinica o medico-legale, ¢ richiesta una trasmissione tempestiva, accompagnata da note
interpretative che ne facilitino la comprensione. E ammessa la consegna cartacea al richiedente o
persona delegata e, previo consenso scritto, o I’invio elettronico con sistemi che garantiscano
integrita e sicurezza.
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CONCLUSIONI

Le determinazioni analitiche delle sostanze stupefacenti e psicotrope nelle matrici biologiche
non sono solo procedure tecniche: rappresentano strumenti fondamentali per la tutela della salute
pubblica e per la giustizia.

In contesti medico-legali, amministrativi e penali, ogni dato prodotto deve essere affidabile,
accurato ¢ pienamente difendibile, poiché puo avere conseguenze dirette su decisioni cliniche,
procedimenti legali e responsabilita individuali.

Le procedure descritte in questo rapporto mirano a promuovere uniformita, trasparenza e
qualita nelle attivita dei laboratori forensi?, fornendo procedure operative condivisibili al fine di
garantire risultati coerenti, tracciabili e interpretabili.

11 rispetto rigoroso di questi principi non ¢ solo una buona pratica ma ¢ anche un imperativo
etico e professionale.

Solo attraverso standard elevati ¢ procedure consolidate ¢ possibile assicurare che 1 dati
analitici producano valore reale, affidabilita e prova forense.

4 Non si deve dimenticare che anche i casi clinici possono diventare di interesse legale (incidenti stradali,
incidenti sul lavoro, somministrazione subdola di sostanze, ecc.) percio tutti i casi che mirano alla ricerca
di xenobiotici devono essere trattati come potenziali casi forensi.
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Introduzione

Le SOP forniscono esempi pratici per I’analisi quali-quantitativa di sostanze psicoattive in diverse
matrici biologiche, tra cui sangue, saliva, urina e matrici cheratiniche e delineano protocolli specifici
applicabili in contesti clinici e forensi.

Queste SOP hanno carattere orientativo e devono essere adattate dal personale di laboratorio qualificato
in funzione delle caratteristiche del campione, delle tecnologie disponibili e delle risorse operative.
Eventuali modifiche ai protocolli proposti, necessarie per esigenze specifiche, non dovrebbero
compromettere la validita dei risultati, che devono sempre rispettare requisiti di accuratezza, riproducibilita
e tracciabilita.

Ogni laboratorio ¢ responsabile della validazione e/o verifica dei metodi analitici prima del loro impiego
routinario. L’obiettivo principale ¢ standardizzare le procedure analitiche e organizzative in modo da
garantire risultati affidabili e difendibili in ambito medico-legale e fornire strumenti metodologici per le
applicazioni cliniche, forensi e di ricerca.

Operazioni preliminari

Le seguenti operazioni descrivono in modo sistematico le fasi di preparazione e analisi dei campioni
necessarie per 1’esecuzione di un metodo analitico qualitativo e quantitativo in matrice biologica. Tali
procedure comprendono 1’allestimento delle soluzioni di riferimento e dei campioni di controllo qualita, la
preparazione dei calibratori in matrice e 1’analisi dei campioni incogniti, garantendo tracciabilita,
accuratezza e riproducibilita dei risultati. L’applicazione delle condizioni operative descritte ¢ essenziale
per assicurare 1’affidabilita della curva di calibrazione, la correttezza della quantificazione e la validita
complessiva del metodo analitico. Nel dettaglio:

— Preparare le soluzioni di lavoro, dei calibratori in matrice e dei controlli qualita (alta, media e bassa

concentrazione) a partire dalle soluzioni madri.

— Conservare le soluzioni di lavoro a -20°C fino all’uso.

— Preparare un campione bianco (campione biologico in cui ¢ certa I’assenza dell’analita o degli analiti
di interesse e dello standard interno), un campione negativo (campione biologico in cui ¢ certa
I’assenza dell’analita o degli analiti di interesse e in cui € presente lo standard interno), calibratori e
controlli qualitd in matrice biologica secondo procedura, possibilmente analoga a quella del
campione incognito.

— Addizionare lo standard interno al campione bianco, al negativo, ai calibratori, ai controlli qualita e
ai campioni incogniti nella stessa quantita.

— Eseguire I’estrazione del campione bianco, del campione negativo, dei calibratori, dei controlli
qualita e campioni incogniti secondo procedura validata.

— Analizzare i campioni in un’unica sequenza comprendente: bianco strumentale, bianco di matrice,
negativo, calibratori in ordine crescente, controlli qualita e, dopo lavaggio strumentale per evitare
fenomeni di carryover, i campioni incogniti.

— Registrare e archiviare i dati analitici in conformita ai requisiti di integrita dei dati.

Determinazioni delle sostanze psicoattive
nelle matrici biologiche

Di seguito vengono consigliate alcune SOP per la determinazione delle sostanze psicoattive nelle
diverse matrici biologiche, elaborate sulla base delle evidenze scientifiche e delle buone pratiche in ambito
tossicologico.

I diagrammi di flusso riportati in allegato all’Appendice A descrivono, in forma sintetica e operativa,
un esempio delle principali fasi dei procedimenti analitici impiegati per la determinazione delle sostanze
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psicoattive nelle diverse matrici biologiche. Ciascun diagramma rappresenta in modo schematico le tappe
essenziali del flusso di lavoro analitico, comprendenti il pretrattamento del campione, le fasi di estrazione,
I’eventuale derivatizzazione, la risospensione e I’analisi strumentale finale. L’obiettivo ¢ fornire agli
operatori uno strumento di supporto immediato e di agevole consultazione, utile a identificare rapidamente
la sequenza delle operazioni, nonché i punti critici del processo, al fine di garantire uniformita procedurale,
riproducibilita dei risultati e tracciabilita dell’intero iter analitico.

Particolare rilievo ¢ attribuito alle NSP, un gruppo estremamente eterogeneo che comprende numerose
classi chimiche. La rapida evoluzione di questo fenomeno, la facilitd di modificazione strutturale e la
continua immissione sul mercato di nuove molecole rendono le NSP particolarmente difficili da rilevare
mediante metodiche analitiche convenzionali. Tale contesto impone 1’adozione di protocolli altamente
sensibili e selettivi, il costante aggiornamento delle librerie spettrali e I’impiego di tecniche cromatografiche
e spettrometriche avanzate, spesso indispensabili per 1’identificazione di sostanze non ancora
completamente caratterizzate dal punto di vista chimico e tossicologico.

Si consiglia, infine, la consultazione periodica della letteratura scientifica nazionale e internazionale al
fine di garantire I’aggiornamento continuo delle conoscenze sulle caratteristiche chimiche, sulle criticita
analitiche e sulle metodologie pit appropriate per la determinazione delle sostanze d’abuso e delle NSP (1-
27).

Analisi quantitativa dei dati

L’analisi quantitativa dei dati consente di elaborare i segnali strumentali ottenuti durante le analisi al
fine di determinare in modo accurato la concentrazione degli analiti nei campioni esaminati. Tale processo
si basa sulla costruzione e validazione della curva di calibrazione, sull’applicazione di modelli di
regressione appropriati e sulla verifica di specifici criteri di accettabilita, indispensabili per garantire
I’affidabilita e la robustezza dei risultati analitici.

a) Costruzione della curva di calibrazione:

— Elaborare un grafico cartesiano riportando sull’asse delle ascisse (X) le concentrazioni calcolate
dei calibratori e sull’asse delle ordinate (Y) il rapporto tra il segnale analitico di ciascun analita
e quello del relativo standard interno.

— Costruire una curva di calibrazione distinta per ciascun analita oggetto di studio.

— Valutare il modello di regressione piu idoneo, al fine di ottenere una relazione lineare tra
concentrazione e risposta strumentale.

— Determinare 1’equazione della curva di calibrazione per ciascun analita.

b) Quantificazione degli analiti mediante curva di calibrazione:

— Determinare la concentrazione dell’analita o degli analiti di interesse nei campioni incogniti
applicando 1’equazione della curva di calibrazione corrispondente.

¢) Verifica e validazione dei risultati analitici. Affinché i risultati possano essere considerati validi, ¢

necessario accertare:

— Lapresenza dello standard interno in tutti i campioni analizzati.

— L’assenza degli analiti nel/i campione/i negativo/i.

— Lapresenza e corretta concentrazione di tutti gli analiti nei calibratori e nei campioni di controllo
qualita.

d) Un campione pud essere considerato positivo per uno specifico analita solo se sono soddisfatti i

seguenti criteri:

— Presenza di un picco cromatografico relativo a ciascuno degli ioni selezionati al tempo di
ritenzione corrispondente a quello osservato nei calibratori, con una tolleranza di + 0,5%.

— Segnale analitico superiore al LOD per I’analisi qualitativa o al LOQ per 1’analisi quantitativa
del metodo.

— Corrispondenza del rapporto tra i segnali analitici degli ioni selezionati per ciascun analita con
quelli ottenuti nei calibratori o nei campioni di controllo qualita, entro una tolleranza di + 20%.

Per ulteriori approfondimenti si rimanda alla DECISIONE 2002/657/CE 12 agosto 2002 che attua la
direttiva 96/23/CE del Consiglio relativa al rendimento dei metodi analitici e all’interpretazione dei risultati

@1).
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Allegato A1

Esempio di determinazione di oppiacei, cocaina, buprenorfina, metadone,
amfetamine e loro metaboliti nel sangue

Sangue:
Prelevare 1 mL

Aggiungere:

Standard interno
0,5 mL di acetonitrile
Vortex e lasciare riposare 10 minuti

Centrifugare a 13000 rpm per 5 minuti
Prelevare I'acetonitrile

|

Estrazione liquido-liquido
Aggiungere 5 mL di acetato di etile
Vortex

Centrifugare a 13000 rpm per 5 minuti
Prelevare la fase organica

|

Portare a secco I'estratto sotto flusso di azoto ]

4 N

Per analisi in GC - Derivatizzazione:
Amfetamine:

aggiungere 50 uL di MBTFA

Oppiacei, cocaina, buprenorfina, metadone e

loro metaboliti: Per analisi in LC -
. : . Risospensione:
, aggiungere 50 uL di BSTFA/MSTFA 50-100 pL di opportuna miscela
Agitare per 30 s (vortex) delle fasi mobili
(elr reagire a 70°C per 30 min /

[ Iniettare nel sistema cromatografico ]
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Allegato A2

Esempio di determinazione del delta-9-tetraidrocannabinolo (THC), 11-Nor-9-
carbossi-delta-9-tetraidrocannabinolo (THC-COOH) e del 10-idrossi-delta-9-
tetraidrocannabinolo (10-OH THC) nel sangue

Sangue:
Prelevare 1 mL

Aggiungere:

Standard interno
2 mL di acqua bidistillata
800 pL acido acetico 10%

|

Estrazione liquido-liquido
Aggiungere 4 mL di esano: acetato di etile (90:10, v/v)
Agitare per 5 min (agitatore rotativo)
Centrifugare a 3500 rpm per 5 min
Prelevare la fase organica

|

[ Ripetere I'estrazione per due volte ]

]

[ Unificare gli estratti e portarli a secco sotto flusso di azoto ]

Per analisi in GC - Derivatizzazione:

. . Per analisi in LC - Risospensione:
Agglungere 50 pL di BSTFAIMSTFA 50-100 pL di opportuna miscela delle
Agitare per 30 s (vortex) fasi mMobili

Far reagire a 70°C per 30 min

4>[ Iniettare nel sistema cromatografico ]4*
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Allegato A3

Esempio di determinazione di amfetamine, oppiacei, cocaina, buprenorfina,
metadone e loro metaboliti nella saliva”

Saliva:
Prelevare 1 mL

| |

Aggiungere:
Standard interno
1 mL di acqua bidistillata
2 mL tampone fosfato 0,1 M pH 6,0

|

/ Estrazione in fase solida (BondElut Certify) \

Attivazione colonnina:
2 mL metanolo; 2 mL tampone fosfato 0,1 M pH 6,0
Caricamento:
caricare il campione che deve passare lentamente
Lavaggio:
4 mL acqua bidistillata; 3 mL acido cloridrico 0,1 M (vuoto per 5 min); 4 mL metanolo
Eluizione:
k 2 mL diclorometano:isopropanolo (80:20. v/v) al 2% di ammoniaca j

|

[ Portare a secco I'eluato sotto flusso di azoto ]

/ Per analisi in GC - Derivatizzazione: \

Amfetamine:
aggiungere 50 L di MBTFA

Oppiacei, cocaina, buprenorfina, metadone e

—»| loro metaboliti: Pe_r analisi i_n LC -
aggiungere 50 uL di BSTFA Risospensione:
50-100 pL di opportuna miscela
Agitare per 30 s (vortex) delle fasi mobili

KFar reagire a 70°C per 30 min /

[ Iniettare nel sistema cromatografico ]4—

* Attualmente, numerose procedure analitiche in LC sono basate sull’approccio “dilute and shoot”, che
prevede la semplice diluizione del campione seguita dall’iniezione diretta nel sistema strumentale.
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Allegato A4

Esempio di determinazione del THC nella saliva’

Saliva:
Prelevare 1 mL

Aggiungere:

Standard interno
1 mL di acqua bidistillata
2mL NaOH 1M

|

Estrazione liquido-liquido
Aggiungere 2 mL di esano: acetato di etile (90:10, v/v)
Agitare per 5 min (agitatore rotativo)
Centrifugare a 3500 rpm per 5 min
Prelevare la fase organica

[ Ripetere I'estrazione per due volte ]

|

[ Unificare gli estratti e portarli a secco sotto flusso di azoto ]

Per analisi in GC - Derivatizzazione:
Ag_glungere 50 uL di BSTFA Per analisi in LC - Risospensione:
Agitare per 30 s (vortex) 50-100 pL di opportuna miscela
Far reagire a 70°C per 30 min H PP .

delle fasi mobili

4>[ Iniettare nel sistema cromatografico ]47

* Attualmente, numerose procedure analitiche in LC sono basate sull’approccio “dilute and shoot”, che
prevede la semplice diluizione del campione seguita dall’iniezione diretta nel sistema strumentale.
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Allegato A5

Esempio di determinazione di amfetamine, oppiacei, cocaina, buprenorfina,
metadone e loro metaboliti nell’urina’

Urina:
Prelevare 1 mL

L

Aggiungere:
Standard interno
2 mL tampone fosfato 0,1 M pH 6,0
50 L di B-glucuronidasi (idrolisi enzimatica)

]

[ Incubare in stufa a 40°C per tutta la notte J

|

[ Raffreddare a temperatura ambiente ]

1

f Estrazione in fase solida (BondElut Certify) \
Attivazione colonnina:

2 mL metanolo; 2 mL tampone fosfato 0,1 M pH 6,0

Caricamento:
caricare il campione che deve passare lentamente
Lavaggio:
4 mL acqua bidistillata; 3 mL acido cloridrico 0,1 M (vuoto per 5 min); 4 mL metanolo
Eluizione:
K 2 mL diclorometano:isopropanolo (80:20, v/v) al 2% di ammoniaca j
[ Portare a secco sotto flusso di azoto ]
I
/ Per analisi in GC - Derivatizzazione: \
Amfetamine:

aggiungere 50 uL di MBTFA
Oppiacei, cocaina, buprenorfina, metadone e loro

metaboliti: Per analisi in LC -
aggiungere 50 pL di BSTFA Risospensione:
. 50-100 pL di opportuna
Agitare per 30 so(vortex) ; miscela delle fasi mobili
Qar reagire a 70°C per 30 min /

Iniettare nel sistema cromatografico ]4—

*Attualmente, numerose procedure analitiche in LC sono basate sull’approccio “dilute and shoot”, che
prevede la semplice diluizione del campione seguita dall’iniezione diretta nel sistema strumentale.
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Allegato A6

Esempio di determinazione del THC-COOH nell’'urina’

Urina:
Prelevare 1 mL

Aggiungere:
Standard interno
Acidificare con 1 mL HCI 1 M

|

Estrazione liquido-liquido
Aggiungere 2 mL di esano: acetato di etile (90:10, v/v)
Agitare per 5 min (agitatore rotativo)
Centrifugare a 3500 rpm per 5 min
Prelevare la fase organica

|

[ Ripetere I'estrazione per due volte ]

|

[ Portare a secco I'estratto sotto flusso di azoto ]

Per analisi in GC - Derivatizzazione:
Aggiungere 50 uL di BSTFA
Agitare per 30 s (vortex)

Far reagire a 70°C per 30 min

4{ Iniettare nel sistema cromatografico ]4—

Per analisi in LC - Risospensione:
50-100 pL di opportuna miscela
delle fasi mobili

*Attualmente, numerose procedure analitiche in LC sono basate sull’approccio “dilute and shoot”, che
prevede la semplice diluizione del campione seguita dall’iniezione diretta nel sistema strumentale.
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Allegato A7

Esempio di determinazione di amfetamine, oppiacei, cocaina, buprenorfina,
metadone e loro metaboliti nei capelli

Capelli:
Prelevare 30-70 mg di capelli (se si vuole eseguire un’analisi segmentale indicare
quale & la parte prossimale e quale € quella distale)
Decontaminare con lavaggi rapidi e sequenziali: diclorometano (due cicli) e metanolo
(un ciclo) e asciugare in stufa a circa 40-50°C

Sminuzzare il capello

[ Pesare 20-50 mg di capelli ]
Aggiungere

2 mL di tampone fosfato 0,1 M pH 6
Digerire in stufa per una notte a 45°C
Raffreddare a temperatura ambiente

Centrifugare 3000 rpm per 3 minuti
Prelevare il tampone fosfato

/ Estrazione in fase solida (BondElut Certify) \
Attivazione colonnina:
2 mL metanolo; 2 mL tampone fosfato 0,1 M pH 6,0
Caricamento:
caricare il campione che deve passare lentamente
Lavaggio:
4 mL acqua bidistillata; 3 mL acido cloridrico 0,1 M (vuoto per 5 min); 4 mL metanolo
Eluizione:
K 2 mL diclorometano:isopropanolo (80:20, v/v) al 2% di ammoniaca /
[ Portare a secco sotto flusso di azoto ]
|
f Per analisi in GC — Derivatizzazione: \
Amfetamine:
aggiungere 50 yL di MBTFA
Oppiacei, cocaina, buprenorfina, metadone e loro Per analisi in LC -
metaboliti: Risospensione:
aggiungere 50 L di BSTFA 50-100 yL di opportuna
Agitare per 30 s (vortex) miscela delle fasi mobili

Qar reagire a 70°C per 30 min j
Iniettare nel sistema cromatografico ]R
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Allegato A8

Esempio di determinazione del THC, THC-COOH e 11-OH THC nei capelli

Capelli:
Prelevare 30-70 mg di capelli (se si vuole eseguire un’analisi segmentale indicare quale
¢ la parte prossimale e quale & quella distale)

Decontaminare con lavaggi rapidi e sequenziali: diclorometano (due cicli) e metanolo (un
ciclo) e asciugare in stufa a circa 40-50°C

Sminuzzare il capello

[ Pesare 20-50 mg di capelli ]

|

Aggiungere
2 mL NaOH 1M
Digerire in stufa per una notte a 45°C
Raffreddare a temperatura ambiente
Centrifugare 3000 rpm per 3 minuti

|

[ Dividere il campione in 2 aliquote da 1 mL ]
|
L THC THC-COOH
Aliquota a pH basico Acidificare con HCI 1N a pH4

Estrazione liquido-liquido
Aggiungere 2 mL di esano: acetato di etile (90:10, v/v)
Agitare per 5 min (agitatore rotativo)
Centrifugare a 3500 rpm per 5 min
Prelevare la fase organica

2

[ Ripetere I'estrazione per due volte ]

|

[ Portare a secco I'estratto sotto flusso di azoto ]
|

L Per analisi in GC - Derivatizzazione: Per analisi in LC - Risospensione:
Aggiungere 50 L di BSTFA 50-100 pL di opportuna miscela
Agitare per 30 s (vortex) delle fasi mobili

Far reagire a 70°C per 30 min

L»[ Iniettare nel sistema cromatografico ]47
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B1. Esempio di modulo del consenso informato

MODULO DI CONSENSO INFORMATO
Determinazione di sostanze d’abuso e nuove sostanze psicoattive (NPS) nelle matrici biologiche

Dati della Struttura/Laboratorio: Dati dell’interessato/a

Nome: Nome e cognome:

Indirizzo: Data di nascita:

Telefono/E-mail: Documento di identita (tipo e numero):
Indirizzo:
E-mail:

Finalita dell’esame
L’esame richiesto prevede I’analisi di una o piu matrici biologiche (capelli, urine, sangue, saliva, altre) al fine di individuare
I’eventuale presenza di sostanze d’abuso e/o nuove sostanze psicoattive (NPS).

Tale esame puo essere svolto per finalita:

o Cliniche

o Diagnostiche

o Forensi / medico-legali

0 Amministrative / lavorative

o Altro (specificare):

Descrizione della procedura

11 prelievo sara effettuato da personale sanitario qualificato, nel rispetto delle norme di buona pratica clinica e delle misure di
sicurezza igienico-sanitarie. La quantita di campione prelevata sara limitata al minimo necessario per 1’esecuzione delle analisi.
Tutti i campioni verranno etichettati, registrati e conservati secondo criteri idonei a garantirne integrita, tracciabilita e sicurezza.

Possibili rischi e disagi

I rischi associati alla procedura sono minimi:
e nel caso del prelievo di sangue: lieve dolore, arrossamento o piccolo ematoma nel punto di puntura;
e nel caso del prelievo di capelli: nessun rischio significativo;
e nel caso della raccolta di urine o saliva: nessun rischio.

Riservatezza e trattamento dei dati

I dati personali e i risultati analitici saranno trattati nel rispetto della normativa vigente (Regolamento Europeo UE 2016/679) in
materia di protezione dei dati personali e utilizzati esclusivamente per le finalita indicate e potranno essere comunicati alle autorité
competenti, se previsto dalla legge.

Consenso
11 sottoscritto dichiara:
e di aver preso visione delle informazioni privacy sul trattamento dei dati personali (ex art. 13 Regolamento UE 2016/67¢
del Parlamento Europeo e del Consiglio), che ne ha compreso il contenuto e che ha avuto il tempo per riflettere al fine di
esprimere la propria dichiarazione;
e di essere stato informato in modo chiaro e comprensibile circa le finalita, le modalita e i rischi della procedura;
e diaver compreso che il rifiuto a fornire il campione puod comportare conseguenze legali o amministrative nei casi previsti
dalla normativa vigente.
e di acconsentire volontariamente:
o alla raccolta e all’analisi delle matrici biologiche;
0 alla conservazione del campione per il tempo necessario alle verifiche analitiche;
O alla comunicazione dei risultati agli enti/personale autorizzato indicati.

Firma dell’interessato/a In caso di soggetto minorenne o incapace

Dichiaro di aver letto attentamente il presente modulo, di aver To sottoscritto/a , in qualita
ricevuto spiegazioni esaurienti e di aver compreso i contenuti. di (genitore/tutore/amministratore di sostegno), acconsentc
Firma dell’interessato/a: alla raccolta del campione biologico del minore/incapace
Data: /[ per le finalita sopra descritte.

Firma del rappresentante legale:
Data: /[

Firma dell’operatore incaricato
Nome e cognome:
Firma dell’operatore: Data: /]
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B2. Esempio di modulo informativa e consenso privacy

MODULO INFORMATIVA E CONSENSO PRIVACY
Determinazione di sostanze d’abuso e nuove sostanze psicoattive (NPS) nelle matrici biologiche

Titolare del trattamento:
Nome:

Indirizzo:
Telefono/E-mail:

Finalita del trattamento:
O Analisi cliniche e diagnostiche
0 Analisi medico/legali
o Eventuale ricerca scientifica autorizzata
0 Monitoraggio della salute

Tipologia di dati trattati:
Dati dell’interessato/a
e Nome e cognome:

Matrici biologiche prelevate:
e 0O Sangue

o Saliva

o Urine

O Matrici cheratiniche

O Altro (specificare):

Modalita di trattamento:
I dati saranno trattati in forma cartacea o digitale da personale autorizzato, garantendo riservatezza e sicurezza.

Comunicazione dei dati:
Solo a personale medico autorizzato, laboratori convenzionati o autorita sanitarie, se previsto dalla legge.

Conservazione:
[ dati saranno conservati secondo la normativa vigente e solo per il tempo necessario.

Diritti dell’interessato:
Accesso, rettifica, cancellazione, limitazione o opposizione al trattamento, portabilita dei dati, revoca del consenso in
qualsiasi momento.

Consenso:
Dichiaro di aver ricevuto e compreso 1’informativa e acconsento al prelievo e al trattamento dei miei dati personali e delle
matrici biologiche per le finalita indicate.

[0 Si, acconsento [0 No, non acconsento

Luogo e data:
Firma del paziente:
Firma operatore responsabile:
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B3. Esempio di verbale di prelievo del campione biologico

MODULO DI PRELIEVO
Determinazione di sostanze d’abuso e nuove sostanze psicoattive (NPS) nelle matrici biologiche

Dati della Struttura/Laboratorio:

Dati dell’interessato/a

Nome: Nome e cognome:
Indirizzo: Data di nascita:
Telefono/E-mail: Documento di identita (tipo e numero):
Indirizzo:
E-mail:
Tipo di matrice prelevata
0 Sangue o Saliva
Tipo di provetta: o EDTA o Eparina o Fluoruro/ossalato 0 Dispositivo utilizzato:
Altro Ora:
Volume raccolto: mL Data:
Ora:
Data:
o Capelli
Sede del prelievo:
o Urine Lunghezza campione: cm
Volume raccolto: mL Quantita approssimativa (peso/ciocche):
Temperatura alla consegna: °C Ora:
Ora: Data:
Data:

Eventuali anomalie osservate:

Conservazione e trasporto
Numero di campione / etichetta:
Metodo di conservazione:

0 Temperatura ambiente

o Refrigerato (4 °C)

o Altro:

Laboratorio di destinazione:

Note aggiuntive:

Firma dell’interessato/a

Dichiaro che il prelievo ¢ stato effettuato alla mia presenza e
che i dati riportati corrispondono al vero.

Firma dell’interessato/a:

Data: /[

In caso di soggetto minorenne o incapace

Io sottoscritto/a , in qualita
di (genitore/tutore/amministratore di sostegno), dichiaro che
il prelievo effettuato sul minore/incapace ¢ avvenuto alla mia
presenza e che i dati riportati corrispondono al vero.

Firma del rappresentante legale:
Data: /| __

Firma dell’operatore incaricato

garantendo tracciabilita, integrita e catena di custodia.
Nome e cognome:

Io sottoscritto, operatore incaricato del prelievo, dichiaro che il campione ¢ stato raccolto secondo procedure standardizzate,

Firma dell’operatore:

Data:  /_ /
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B4. Esempio di modulo di catena di custodia

MODULO DI CATENA DI CUSTODIA
Determinazione di sostanze d’abuso e nuove sostanze psicoattive (NPS) nelle matrici biologiche

Tipo di accertamento:

Tipo di matrice
Tipo di matrice:
O Sangue 0 Urine o Saliva o Capelli o Altro:

Codice univoco del campione:

Data e ora del prelievo: __ /_ /
Condizioni del campione al prelievo:
o Integro o Non integro (specificare):

Confezionamento:
o Contenitore sterile 0 Busta di carta 0 Foglio di alluminio o Altro:

Consegna Ricevuta

Condizioni campione Note
(nome, firma) (nome, firma)

Attivita Data e ora

Prelievo — Consegna 1
Consegna 1 — Consegna 2
Consegna 2 — Laboratorio
Analisi interna
Conservazione/archiviazione

Smaltimento (se previsto)

Trasporto
Modalita di trasporto:
0 Manuale 0 Corriere 0 Catena del freddo o Altro:

Temperatura di trasporto (se applicabile): °C
Eventuali anomalie:

Note aggiuntive:

Firma operatore responsabile finale
Dichiaro che tutte le operazioni relative al campione sono state effettuate nel rispetto delle procedure e che la tracciabilita ¢ stata
garantita in ogni fase.

Nome e cognome:
Firma dell’operatore: Data: ~ / _ /
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B5. Esempio di modulo per la refertazione

MODULO PER LA REFERTAZIONE
Determinazione di sostanze d’abuso e nuove sostanze psicoattive (NPS) nelle matrici biologiche

Dati della Struttura/Laboratorio: Dati dell’interessato/a
Nome: Nome e cognome:
Indirizzo: Data di nascita:
Responsabile del laboratorio: Documento di identita (tipo e numero):
Telefono/E-mail: Indirizzo:
E-mail:

Tipo di campione analizzato
oUrine o Sangue 0O Saliva o Capelli o Sudore o Altro:

Codice del campione:
Data e ora del prelievo: _ / _ /
Data e ora di ricezione in laboratorio:  /  /

Metodologia analitica
Tecnica utilizzata:
oLC-MS/MS o GC-MS o GC-FID o Immunochimica O Altra:

Metodo validato n.:
Limite di rilevabilita (LOD):
Limite di quantificazione (LOQ):

Analiti ricercati

(Elenco completo o selezionare categorie)
o Oppioidi

o Cocaina e metaboliti

0 Amfetamine / Metamfetamine

o Cannabis (THC, THCA, metaboliti)

0 Benzodiazepine

o Alcol / EtG / EtS

o Nuove sostanze psicoattive (NPS):
o Altro:

Risultati dell’analisi
(Indicare concentrazioni, unita di misura o esito qualitativo) Interpretazione preliminare:
Analita Risultato Valore di riferimento / Cut-off Unita di misura Incertezza di misura

Interpretazione e conclusioni
Indicare in modo chiaro I’esito dell’analisi.

0 Esito negativo: nessuna sostanza rilevata oltre il limite di rilevabilita.
o Esito positivo: presenza di
» Livelli rilevati coerenti con
o Esito non interpretabile a causa di:
o Campione insufficiente
0 Degradazione del campione
o Interferenze analitiche
o Altro:

Firma dell’operatore incaricato
Io sottoscritto, operatore incaricato del prelievo, dichiaro che il campione ¢ stato raccolto secondo procedure standardizzate,
garantendo tracciabilita, integrita e catena di custodia.

Nome e cognome:
Firma dell’operatore: Data:  /  /
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