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Resum

Resum

La creixent utilitzacié del cabell i del fluid oral per a I'analisi de drogues
d’abus, ha portat a la necessitat d’assegurar que els resultats obtinguts
utilitzant aquestes matrius son fiables i lliures d’error. L’objectiu d’aquesta
tesi és desenvolupar eines que permetin avaluar la qualitat dels resultats dels
laboratoris que analitzen drogues d’abus en cabell i en fluid oral i avaluar
Iefecte de diferents accions sobre la qualitat final dels resultats. Per aixo
s’han organitzat exercicis interlaboratori i s’han realitzat estudis per

desenvolupar material d’assaig adequat.

Pel que fa a I'analisi de drogues d’abus en cabell, s’han realitzat nou exercicis
interlaboratori. A través de I'avaluaci6 dels resultats qualitatius 1 quantitatius
informats pels laboratoris i mitjancant ’estudi de la metodologia emprada, ha
estat possible coneixer la qualitat dels resultats obtinguts, detectar les fonts
d’error i conéixer quines mesures correctives caldria desenvolupar. Pel que fa
al material d’assaig, aquests exercicis han permes conéixer la influéncia que
té, en els resultats, el tipus de cabell (tallat o polvoritzat) del qual es parteix

per realitzar Panalisi.

Pel que fa a l'analisi de drogues d’abus en fluid oral, s’ha desenvolupat 1
validat un meétode analitic que ha permes identificar i quantificar 6-
monoacetil morfina, morfina, codeina, cocaina i benzoilecgonina en mostres
de fluid oral. Per altra banda, s’han realitzat estudis d’estabilitat de les
principals drogues en fluid oral que han permes establir les condicions
optimes de preparacié, transport i conservacié del material d’assaig i, per
ultim, s’han realitzat dos exercicis interlaboratori que han permes coneixer la
qualitat dels resultats analitics obtinguts pels laboratoris i també estabilitat
de les principals drogues en dos dispositius de recollida comercials, utilitzats

per enviar mostres de fluid oral als laboratoris.
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Resum

Abstract

The use of hair and oral fluid for drugs of abuse testing has increased over
the last years. For this reason, the assurance that results provided using these
matrices are reliable and error-free is needed. The objective of this thesis is
to develop tools to assess the quality of results provided by laboratories
analysing drugs of abuse in hair and in oral fluid and to evaluate the effect on
the quality of results of different actions carried out. For this reason,
intercomparison exercises have been organized and some studies have been

performed to develop appropriate quality control materials.

Regarding the analysis of drugs of abuse in hair, nine different
intercomparison exercises have been organized. The evaluation of qualitative
and quantitative results reported by laboratories together with the study of
the methodology used, has led to know the quality of the results, to identify
the sources of error and to know the corrective actions that should be
developed. Concerning the quality control material, these exetrcises have
enabled to know the influence on the results of the type of hair (cut in short

segments or pulverized) used to perform the analysis.

Concerning the analysis of drugs of abuse in oral fluid, a method has been
developed to identify and quantify 6-monoacetyl morphine, morphine,
codeine, cocaine and benzoylecgonine in oral fluid samples. On the other
hand, stability studies of the main drugs of abuse in oral fluid have been
done to establish the optimal preparation, transport and storage conditions,
and finally, two intercomparison exercises have been conducted to know the
performance of analytical laboratories when analysing drugs of abuse in oral
fluid and to know the stability of some drugs of abuse in two commercial
collection devices typically used to ship oral fluid samples to testing

laboratories.
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Prefaci

Una millora en la comprensié dels mecanismes d’incorporacié de drogues en
cabell i fluid oral i nous avencos en la metodologia analitica utilitzada, han fet
possible la utilitzacié d’aquestes dues matrius per a analisi de drogues d’abus
en diferents ambits com el de la toxicologia clinica i forense, en I'ambit

laboral i en els tests de control en carretera.

La importancia d’aquestes aplicacions 1 la possibilitat de la utilitzacié
d’aquestes matrius per detectar la preséncia de drogues i prendre decisions
administratives i legals que podrien tenir un impacte molt greu sobre la vida
d’un individu i sobre la societat en general, ha portat a la necessitat de
desenvolupar eines que permetin coneixer la qualitat dels resultats analitics i
que permetin assegurar que els resultats obtinguts son fiables i lliures d’error.
Aixo és possible aconseguir-ho a través de Dorganitzacié d’exercicis
interlaboratori i, per aixo, cal disposar de materials d’assaig que siguin
homogenis, estables i representatius en quant al tipus i a la concentracié de

droga i metabolits que es poden trobar en mostres reals.

Pel que fa referencia a 'analisi de drogues d’abus en cabell, no hi havia cap
exercici interlaboratori on haguessin participat laboratoris italians. Per tant, hi
havia una manca d’informacié en quant a la qualitat dels resultats analitics
informats per aquests laboratoris. En aquest sentit, ’any 2002, es va crear el
Programa de Garantia Externa de la Qualitat en ’Analisi de Drogues d’Abus
en Cabell (HAIRVEQ) dirigit als laboratoris italians. Des de 'any 2002 fins
el 2006, es van realitzar un total de 9 exercicis. A través de 'avaluacié dels
resultats qualitatius i quantitatius informats pels laboratoris participants en els
diferents exercicis, es va coneixer la qualitat dels resultats obtinguts, detectar
les fonts d’error 1 conéixer quines mesures correctives era necessari

desenvolupar. Pel que fa al material d’assaig, aquests exercicis van permetre



Prefaci

concixer que la qualitat dels resultats analitics no depén del tipus de mostra
de cabell de la qual es parteix per realitzar analisi i que, per tant, tant el
cabell tallat en petits fragments com el cabell polvoritzat poden ser utilitzats

com a material d’assaig en exercicis interlaboratori.

Pel que fa referencia al fluid oral, 'dnic programa de garantia externa de la
qualitat publicat fins el moment, havia estat portat a terme entre els anys
2002 i 2004, amb mostres recollides i preparades amb un sol dispositiu
comercial (Intercept). Per tant, la informaci6 existent sobre la qualitat de les
analisis de drogues en fluid oral era molt limitada. Calia, doncs, organitzar
exercicis interlaboratori per poder coneixer la qualitat de les analisis. Pero,
per poder realitzar aquests exercicis, era necessari preparar material d’assaig
adequat (estable, homogeni i representatiu) i, per aixo, calia realitzar estudis
que permetessin establir les condicions optimes de preparacio, transport i

conservacio del material.

En aquest sentit, es van realitzar estudis d’estabilitat d’amfetamina,
metamfetamina, 3,4-metilendioximetamfetamina (MDMA), 3,4-
metilendioxiamfetamina (MDA), cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetil
motfina, motrfina i codeina en fluid oral i en fluid oral estabilitzat, a diferents
condicions de temperatures 1 temps. Aquests estudis van permetre establir les
condicions optimes de preparacid, transport i conservacié del material
d’assaig en exercicis interlaboratori. Per poder realitzar aquests estudis va ser
necessari desenvolupar un metode que permet la identificacié 1 quantificacié
de 6-monoacetil morfina, morfina, codeina, cocaina i benzoilecgonina en
fluid oral. La idoneitat del metode es va comprovar analitzant mostres de
fluid oral procedents d’un estudi d’excrecié de codeina realitzat en voluntaris
sans i analitzant mostres de fluid oral procedents de pacients consumidors de

drogues d’abus.
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Finalment, I'any 2007 es va crear TORALVEQ, Programa de Garantia
Externa de la Qualitat en ’Analisi de Drogues d’Abus en Fluid Oral. Es van
portar a terme dos exercicis, un I'any 2007 i un el 2008. Aquests van
permetre coneixer la qualitat dels resultats analitics obtinguts pels laboratoris
que analitzen drogues d’abus en fluid oral i detectar les fonts d’error. A
Pexercici realitzat I'any 2008, com a material d’assaig, es van emprar mostres
de fluid oral preparades utilitzant dos dispositius de recollida de fluid oral
comercials. Aix0 va permetre estudiar I’estabilitat de les drogues en els dos

dispositius comercials.
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Estructura de la tesi

Estructura de la tesi

Aquesta tesi consta d’una introduccié general, objectius i 2 capitols que

conformen el cos de la tesi 1 per dltim les conclusions i els annexes.

La introduccié consta de tres parts: en la primera, es parla del cabell i del
fluid oral com a matrius alternatives utilitzades per a I'analisi de drogues
d’abus; en la segona, es patla de les eines necessaries per assegurar la qualitat
als laboratoris d’analisi i, la tercera, parla dels projectes i les normatives
desenvolupades per assegurar la qualitat dels resultats fruit de I'analisi de

drogues d’abus en cabell i fluid oral.

En el capitol 2 es presenten els objectius de la tesi.

Els capitols 3 1 4 conformen el cos de la tesi i cadascun d’ells inclou

introduccié, material i métodes, resultats i discussio.

En el capitol 3 es tracta I’analisi de drogues d’abus en cabell i es descriuen els
nou exercicis interlaboratori realitzats. Com a resultats s’inclouen tres articles

cientifics publicats.

En el capitol 4 es tracta analisi de drogues d’abus en fluid oral. Es divideix
en dues parts. A la primera, es descriu el desenvolupament d’un metode
analitic que permet la identificacié i quantificacié de les principals drogues
d’abus en fluid oral. A la segona, es descriuen, per una banda, els estudis
d’estabilitat de drogues en fluid oral i fluid oral estabilitzat realitzats a
diferents condicions de temperatura i temps i, per laltra, els resultats
obtinguts en els dos exercicis interlaboratori realitzats en I'analisi de drogues
d’abus en fluid oral, el segon dels quals ha permes estudiar Iestabilitat de les

drogues en dos dispositius de recollida de fluid oral comercials. Com a



Estructura de la tesi

resultat de la primera part, s’inclou un poster cientific (Annex 1) i com a
resultat de la segona part s’inclouen tres articles cientifics publicats (apartat

resultats) 1 dades addicionals (Annex 2).

Finalment, es presenten les conclusions principals de la tesi.
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1.1. MATRIUS BIOLOGIQUES NO
CONVENCIONALS UTILITZADES EN
I’ANALISI DE DROGUES D’ABUS

Fins a finals dels anys 80, I'analisi de drogues estava restringit a la utilitzacié
de dues matrius biologiques: orina i plasma. No obstant, en els darrers anys,
una millor comprensié dels mecanismes d’incorporacié dels farmacs i
drogues en el que s’anomenen matrius biologiques no convencionals, 1 els
avencos en la metodologia analitica utilitzada (técniques de recollida,
preparacié de mostres 1 instrumentacié analitica), han fet possible la
utilitzacié d’aquestes matrius en el camp de la toxicologia analitica. El cabell
va ser una de les primeres matrius no convencionals utilitzades als anys 60 i
70 per avaluar 'exposicié a arsenic, plom i mercuri (Hammer et al., 1971;
Kopito et al., 1967). Des de llavors, moltes matrius no convencionals han
estat estudiades 1 utilitzades per a I’analisi de drogues i farmacs en diferents
camps. Algunes de les matrius no convencionals utilitzades sén: el liquid
amniotic, la llet materna i el meconi, en toxicologia clinica; les ungles,
I’humor vitri i la medul 1a ossia, en toxicologia postmortem i el fluid oral, el

cabell i la suor, en ’ambit laboral.

Cadascuna de les matrius no convencionals ens permet obtenir informacié
diferent respecte al petfode de consum i respecte a la relacié entre la deteccid
1 sili el subjecte es troba sota els efectes de la droga o farmac en el moment
de la recollida de la mostra. Per exemple, relacionat amb la intervenci6 en un
organ o lloc concret, és important poder detectar concentracions de les
drogues 1 farmacs en matrius com llagrimes, ungles, liquid cefaloraquidi,
secrecié bronquial, liquid seminal i liquid intersticial, donat que la detecci6 de
drogues i farmacs en aquestes matrius demostra la presencia d’una droga o
farmac a 'organ diana o al lloc d’accié amb possibles relacions amb canvis

fisiologics 1 morfologics. Altres matrius com la bilis o els excrements ens
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permeten obtenir informacié relacionada amb la ruta d’excrecié (circulaci6
enterohepatica) de drogues i metabolits diferents dels que es poden mesurar
a Porina. En el camp de la toxicologia forense, sén matrius interessants
I’humor vitri, el liquid pericardic i la sang (Drummer, 2004). Matrius com el
cabell i les ungles ens permeten obtenir informacié d’un consum retrospectiu
d’una droga a llarg termini (de setmanes a anys) i aquesta informacié és molt
util en casos forenses (quan s’investiga la causa d’una mort) o en casos clinics
(quan s’investiga la causa d’una malaltia cronica). El fluid oral i la suor ens
permeten obtenir informacié d’'un consum recent i, I'analisi de drogues en
aquestes matrius, ens permet associar el consum amb el comportament del
subjecte. Altres matrius importants, utilitzades per determinar 'exposicié a
drogues durant 'etapa de 'embaras i en el moment del naixement sén: sang
fetal, sang del cord6 umbilical, liquid amniotic, cabell i meconi (Lozano et al.,

2007).

De tots els fluids i matrius mencionats, n’hi ha alguns que tenen importancia
en arees especifiques, mentre que d’altres ens permeten obtenir informacié
util per a diverses aplicacions en toxicologia. El fluid oral i el cabell sén les
matrius no convencionals més comunament utilitzades per a 'analisi de
drogues d’abis en el camp de la toxicologia clinica i forense (Gallardo i
Queiroz, 2008). Cal remarcar que un dels avantatges més importants que
presenten aquestes matrius és que la tecnologia necessaria per recollir-les és

minima (no es necessita un entorn medic).

El principal avantatge que presenten la utilitzacié de fluid oral i cabell
enfront les matrius convencionals és que la seva recollida és senzilla, no
invasiva i es pot portar a terme sota estricta vigilancia, la qual cosa evita
I’adulteracié, manipulacié o substitucié de la mostra. Aquestes matrius
permeten obtenir informacio relativa a si el subjecte es troba sota els efectes

d’una droga en el moment de l'obtencié de la mostra (degut al bon
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paral lelisme entre concentracions plasmatiques del farmac i el fluid oral) o
bé coneixer la seva historia toxicologica de forma retrospectiva a llarg termini
(analisi de cabell). Entre els inconvenients destaca que les concentracions a
les quals es troben les drogues i els seus metabolits en aquestes matrius solen
ser molt petites. Tot 1 aix0, les tecniques analitiques cada cop esdevenen més
sensibles i especifiques, la qual cosa permet que es puguin detectar i
quantificar drogues a més baixes concentracions. Actualment, per a I’analisi
de drogues en aquestes matrius, s’utilitza, principalment, cromatografia de
gasos o cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses o a

espectrometria de masses en tandem.

1.1.1. Cabell

El pel (anomenat cabell quan és el pel del cuir cabellut) és una estructura que
apareix a la pell dels mamifers vertebrats. En els diferents individus es
diferencia només en el color, la quantitat i la textura. Esta constituit per
proteines, principalment queratina (65-95%), aigua (15-35%), lipids (1-9%) i
minerals (0.25-0.95%) (Harkey, 1993). Es forma en un fol licle de la dermis
(capa inferior de la pell). Cadascun dels pels consisteix en una arrel que esta
ubicada en un follicle pilés i en una tija que es projecta per sobre de la
superficie de 'epidermis 1 que esta formada de fora cap a dins per tres capes:
cuticula, escor¢a 1 medul la. El fol licle pilés esta envoltat per un sistema
capil lar que li propotrciona les substancies necessaries per al seu creixement
(Pragst i Balikova, 2000). El nombre total de fol licles pilosos en adults és

aproximadament de 5 milions, 1 milié dels quals es troba al cap.
El pél creix de 0.6 a 1.4 cm per mes, depenent del tipus 1 del lloc on es troba.

No creix de manera indefinida, sind que té un creixement ciclic que

s’anomena cicle pilés. Cada fol licle té el seu propi cicle, independent dels
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que hi hagi al seu voltant. Les diferents fases del cicle es descriuen a
continuaci6 (veure Figura 1.1):
e Anagen: fase d’activitat del fol licle pilés d’una durada aproximada
de tres anys. Periode en queé el pel creix a rad de 0.2 a 0.5 mm diaris.
e (Catagen: és una fase de transici6, de regressié de lactivitat del
fol licle pilés d’unes tres setmanes de durada. Perfode en que les
cel lules de la matriu s’atrofien i s’atura el creixement del pel.
e Telogen: fase de repos i de caiguda del pel d’uns tres mesos de
durada. Després d’aquesta fase comenca un nou cicle de creixement

del pél.

Factors com la raca, malalties, deficiéncies nuttitives i edat influeixen tant en

la taxa de creixement del pel com en la durada de la fase telogen.

Activation

Anagen Catagen Telogen Anagen

Figura 1.1. Diferents etapes del cicle de creixement del pel: anagen, catagen i

telogen. (Figura de Kronstrand i Scott, 2007)

La proporcié de pél en fase anagen/telogen vatia depenent del lloc on estigui
situat el pel 1 aquesta caracteristica, juntament amb la taxa de creixement

diferent, fa que hi hagi diferéncies en les concentracions de drogues trobades
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en pel recollit de diferents parts del cos. De fet, no només el pel del cuir
cabellut (cabell) és utilitzat per a I'analisi de drogues d’abus. També es pot
utilitzar pel pubic, del brag, de la cama, de I’axil 1a o bé de la barba, quan no
hi ha cabell disponible per realitzar 'analisi. No obstant, cal anar en compte
quan s’interpreten els resultats en aquestes mostres, perque hi ha estudis on
s’han trobat diferéncies entre les concentracions trobades al cabell i al pel

pubic o axil lar (Mangin i Kintz, 1993).

Esta acceptat que existeixen tres mecanismes d’incorporacié de drogues al
cabell:
e per difusi6 passiva des de la sang durant el creixement del cabell,
® per contaminacié fisiologica, a través de la suor i del séu, que es
produeix banyant el cabell quan aquest surt de la pell,

® per contaminacid externa, per exposicié passiva del cabell a la droga.

Lanalisi del cabell és util només si les drogues mesurades provenen d’una

ingesta, no d’altres fonts.

La principal incorporacié de drogues al cabell es produeix per difusié de la
droga des dels capil lars arterials a les cel lules de la matriu, a la base del
fol licle (Huestis i Cone, 1998). Per tant, en cabell, es troben aquelles formes
de drogues més liposolubles, que no estan unides a proteines i que en sang es
troben en forma no ionitzada, perque sén les que millor difonen a través de
les membranes. Normalment la droga inalterada és més liposoluble que els
seus metabolits, per tant és la que trobem principalment en cabell (Kintz,

1996).
La incorporaci6 de les drogues es veu afectada pel contingut de melanina del

cabell, per la basicitat de les drogues i per si aquestes s6n o no liposolubles.

S’ha estudiat com afecta la quantitat de melanina i s’ha vist que la
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concentracié de drogues basiques en cabell pigmentat pot arribar a ser 10
vegades més gran que en cabell no pigmentat (Pragst i Balikova, 20006). Es
creu que melanina i proteines sén els principals components del cabell

involucrats en la uni6 de les drogues.

La millor zona per recollir mostres de cabell és la part posterior del cap, el
que s’anomena vértex posterior. En aquesta part és on el cabell creix més
homogéniament i és on la relacié anagen/telogen és més alta, és a dir, on el
nombre de cabells en 'etapa de creixement és més alt. Cal tallar el cabell tant
a prop com sigui possible del cuir cabellut amb l'ajut de tisores i cal
emmagatzemar la mostra a temperatura ambient, protegida de la llum i de la

humitat (SoHT, 2004).

Les drogues i els seus metabolits s’incorporen al cabell i romanen estables si
aquest no es sotmet a tractaments agressius. Diferents estudis han pogut
detectar drogues un any després del seu consum (Welch et al., 1993; Kintz,
2004a; Pragst i Balikova, 2006; Kronstrand i Druid, 2007). Factors que
poden afectar a Iestabilitat de les drogues en el cabell sén els tractaments
cosmetics, P'exposicié a condicions ambientals extremes, les condicions
d’emmagatzematge inadequades o bé el dany sever del cabell (Pétsch i

Skopp, 1996; Jurado et al., 1997; Skopp et al.,1997; Jurado, 2007).

Una de les limitacions més importants de ’analisi de drogues en cabell és la
contaminacié externa (ambiental). Es molt important solucionar aquest
problema perqué hi ha risc d’informar resultats falsament positius. Per
minimitzar aquest fet, és basic que els procediments d’analisi en cabell
incloguin una etapa de rentat/descontaminacié. A la literatura hi ha descrits
diferents processos de rentat que inclouen solvents organics, tampons
aquosos, aigua, sabons o bé combinacions de diferents productes (Nakahara,

1999; Kintz, 2007a). No hi ha un consens general sobre els procediments de
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rentat que cal emprar i s’assumeix que Ueliminacié total de les drogues no és
possible. Alguns investigadors proposen criteris per diferenciar entre el
consum de drogues i la contaminacié externa, establint una relacié entre la
concentraci6é trobada a I'dltim rentat i la concentracié trobada a la mostra
(Schaffer et al., 2005). El rentat del cabell abans de 'analisi no és I"inic
procediment per solucionar el problema de la contaminacié externa. La
Society of Hair Testing (SoHT) recomana abordar la contaminacié externa
utilitzant diferents estrategies, entre les quals hi ha la deteccié de metabolits
(que només poden provenir del consum de la droga, no pas de la
contaminacié externa) i la utilitzacié de relacions entre la droga inalterada i

els seus metabolits per informar resultats positius (SoHT, 2004).

Una altra limitacié de I'analisi de drogues en cabell és la dificultat d’establir
una relacié entre la concentracié de droga trobada i la dosi i el temps del
consum. Mentre que hi ha autors que presenten dades indicant que hi ha una
relaci6 lineal entre la dosi i les concentracions trobades en cabell (Welp et al.,
2003), n’hi ha d’altres que postulen la manca de relacié degut a la variabilitat
de la incorporacié de drogues al cabell entre subjectes, a la difusié de les
drogues al llarg del cabell i a la incorporacié de drogues a través de la suor i
el seu (Wennig, 2000). No obstant aixo, el que si sembla és que 'analisi de
drogues en cabell permet distingir diferents patrons de consum: baix,

moderat o alt (Pepin i Gaillard, 1997).

L’avantatge més important que té la utilitzacié del cabell enfront de 'orina i
la sang és que permet obtenir informacié sobre el consum retrospectiu d’una
substancia, de setmanes a mesos depenent de la llargada del cabell, mentre
que la sang i Porina només permeten detectar el consum d’hores o dies. Per
aixo Panalisi del cabell es complementa amb les analisis en sang i/o orina.
L’avaluacié del consum retrospectiu es realitza a través de Ianalisi

segmentant el cabell. Donat que el cabell creix aproximadament 1 cm per
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mes (SoHT, 2004), es pot associar el consum d’una droga a un perfode
determinat. Cal pero tenir en compte la variabilitat en la taxa de creixement
del cabell i també les diferéncies intra i inter-subjectes. Aquest tipus d’analisi
només es pot portar a terme en cabell, no en pél pubic o pel de I'axil 1a. Tot 1
que aquest tipus de pel ha estat utilitzat igual que el cabell en toxicologia
forense, el fet que tingui una taxa de creixement més baixa que el cabell i que
es pugui contaminar de la suor, el séu o lorina (pél pubic), no permet
relacionar la concentracié de la droga trobada en aquests dos tipus de pel i el

periode de consum.

En resum, la utilitzacié del cabell per a I'analisi de drogues té els seglients
avantatges:

e les drogues i els seus metabolits s’incorporen al cabell i romanen
estables durant molt de temps, sempre i quan es conservi el cabell
protegit de la llum i de la humitat,

e la recollida de cabell és senzilla, no invasiva i és reproduible, molt
util per si cal agafar mostres identiques per confirmar els resultats,

e ¢s una mostra dificil d’adulterar i manipular,

e 1o hi ha risc de transmissié de malalties a través de la recollida de les
mostres,

e cls resultats trobats ens permeten distingir entre un consum baix,

moderat o alt d’una droga.

La utilitzaci6 del cabell, pero, també té una serie de limitacions que cal tenir
en compte. Aquestes son:

e possibilitat d’informar resultats falsos positius degut a la
contaminacié ambiental (externa) del cabell. Com ja s’ha comentat,
aquest problema es pot solucionar incloent una etapa de rentat en la
seva analisi 1 buscant metabolits de les drogues. Aquests metabolits,

pero, normalment sén més polars que les drogues i els trobarem en
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cabell a concentracions més baixes, la qual cosa obliga a utilitzar
tecniques més sensibles per a I'analisi,

es pot produir migracié de les drogues al llarg del cabell que pot
donar lloc a resultats falsos positius en subjectes que es troben en
programes de desintoxicacio,

biaixos fisiologics 1 no fisiologics (incorporacié de les drogues a
través de la suor o del scu, efectes racials, tractaments cosmetics)
que poden afectar al resultat quantitatiu i a la relaci6 entre la dosiila
concentraci6 de la droga trobada en cabell,

manca de material de referéncia per controlar la qualitat de les
analisis, pel que es fa molt dificil controlar tant els rendiments

d’extraccié com la quantificacioé.

Lanalisi de drogues en cabell es compon de quatre etapes: rentat

(descontaminaci6), extraccié de les drogues del cabell (digestié del cabell),

urificacio dels extractes obtinguts (si cal) i analisi instrumental. I.’analisi de
p g

drogues en cabell, normalment, es porta a terme realitzant primer una analisi

de cribratge per tecniques immunologiques, que permet la deteccié per grups

de substancies 1, després, realitzant una analisi de confirmacié per técniques

cromatografiques acoblades a un detector d’espectrometria de masses o

d’espectrometria de masses en tandem, que permet identificar i quantificar

les drogues i metabolits que puguin estar presents en el cabell.

Abans de I'analisi instrumental i un cop s’ha rentat el cabell cal, doncs:

extreure les drogues i els seus metabolits de la matriu de cabell on
romanen lligats als seus constituents (melanina, proteines),
concentrar les drogues i els seus metabolits en un solvent que sigui

compatible amb les tecniques instrumentals utilitzades.

No hi ha un métode universal d’extraccié de les drogues del cabell, depén de

la naturalesa i estabilitat quimica del compost a extreure. Es poden
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diferenciar els seglients metodes d’extraccié: extraccié en condicions
basiques, adequat per compostos estables com amfetamines i cannabinoids
(Quintela et al., 2000), extraccié en condicions acides suaus, adequat per
opiacis 1 cocaina (Girod i Staub, 2000), hidrolisi enzimatica utilitzant, per
exemple, glucuronidasa (Quintela et al., 2000) i extracci6 utilitzant solvents
com metanol o etanol (Scheidweiler 1 Huestis, 2004). Després de Ietapa
d’extraccié és necessari purificar els extractes per minimitzar les possibles
interferencies i concentrar les drogues i els seus metabolits en un solvent que
sigui compatible amb els técniques instrumentals utilitzades. Quan I’analisi es
realitza per técniques cromatografiques, aquesta etapa es porta a terme,
majoritariament, mitjancant una extraccié liquid-liquid o una extraccié en

fase solida.

En els darrers anys s’han desenvolupat molts métodes que permeten el
cribratge 1 la confirmacié (identificacié 1 quantificacid) de drogues i els seus
metabolits en cabell (Segura et al., 1999; Kintz, 2004a; Schaffer i Hill, 2005;
Kintz, 2007a; Laloup et al., 2008; Raes et al., 2008). Aixo ha fet possible la
utilitzacié del cabell per a I'analisi de drogues, tant en toxicologia clinica com
forense. Han estat molts els camps on el cabell s’ha utilitzat. A continuacié es
detallen algunes de les aplicacions de I’analisi de drogues i farmacs en cabell:
e  S’ha utilitzat per determinar el consum de drogues en 'ambit laboral
(Caplan i Goldberger, 2001), en 'obtenci6 o retirada del carnet de
conduir (Stramesi et al., 2008; Kronstrand et al., 2010) i en el control
antidopatge (Kintz i Samyn, 2002).
e Consum de drogues 1 responsabilitat penal. S’ha utilitzat per
determinar si els sospitosos d’homicidis es trobaven sota els efectes
de drogues o farmacs en el moment del crim (Klein et al., 2000).
e Abus de drogues i intoxicacié cronica. Sha emprat per coneixer la
historia de consum de drogues d’un individu (Pichini et al., 20006) i

per controlar el consum en programes de desintoxicacié
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(Goldberger et al., 1998; Pichini et al, 2007), per determinar
Iexposicié 1 el consum de tabac (Pellegrini et al., 2010; Pichini et al.,
2007), per determinar 'exposici6 a drogues durant ’etapa d’embaras
(Pichini et al., 2003; Lozano et al., 2007) i per detectar intoxicacions
per contaminaci6 i adulteracié d’aliments (Tsatsakis et al., 2004).

e Toxicologia postmortem. Sha utilitzat per demostrar Pefecte del
consum de drogues en malalties greus, per determinar el consum de
drogues en suicidis 1 per demostrar la relacié entre 'abts de drogues
i accidents mortals (de transit, laborals, etc) (Kintz, 2004b).

e Actes criminals. S’ha emprat el cabell per determinar si les victimes
havien estat drogades (Kintz, 2007b).

e DMonitoratge terapeutic de farmacs. S’ha utilitzat per controlar el
seguiment del tractament amb farmacs (Nakahara, 1999; Pichini et
al., 2007).

e Alcohol. El cabell s’ha emprat per diferenciar entre un consum

social 1 un abus (Pragst et al., 2000; Jurado et al., 2004).

1.1.2. Saliva / Fluid oral

La saliva és el fluid recollit directament de les glandules salivals i el fluid oral
és el recollit a la cavitat oral on, a més de saliva, també hi ha quantitats petites
de fluid crevicular de les genives (Kintz 1 Samyn, 2002). Shan utilitzat
indistintament tant saliva com fluid oral per anomenar el fluid d’analisi, pero

actualment és més utilitzat el terme fluid oral.

El fluid oral és un fluid complex produit, majoritariament, per les tres
glandules salivals principals: parotida, submandibular i sublingual (Huestis i
Cone, 1998; Spiehler, 2004). Aquestes tres glandules formen unitats

anatomiques perfectament distingibles i es situen fora de la cavitat oral

(Figura 1.2).
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Figura 1.2. Localitzaci6 de les tres glandules salivals principals: parotida (1),
submandibular (2) i sublingual (3). (Figura de Aps i Martens, 2005)

La secrecié de fluid oral esta controlada pel sistema nervidés simpatic i
parasimpatic. Generalment, I'estimulacié del sistema nerviés simpatic, via
noradrenalina, déna lloc a nivells baixos de fluid, mentre que 'estimulacié
del sistema nervidés parasimpatic, via acetilcolina, indueix la secrecié de

quantitats elevades de fluid (Spiehler, 2004).

El percentatge de fluid oral secretat per cadascuna de les glandules varia
depenent de la situacié: repos o estimulacié. En repos, el 70% del fluid oral
és produit per la glandula submandibular, el 25% per la glandula parotida i la
resta per la glandula sublingual i altres glandules més petites que es troben
disperses per tota la mucosa oral. Durant I'estimulacié, la produccié de fluid
oral per part de la glandula parotida augmenta 1 pot arribar a ser del 50%,

pero els percentatges varien en funcié del tipus, la intensitat i la durada de
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Pestimulaci6. L’estimul més important per secretar fluid oral és la presentacié

ila ingesta de menjar.

La composicié del fluid oral varia depenent del flux, pero consisteix en,
aproximadament, un 90% d’aigua i un 10% d’electrolits, amilasa, glucosa,
urea, lipids, proteines (enzims) i hormones. En condicions normals, un adult
produeix entre 500 1 1500 mL de fluid oral al dia, amb un flux entre 0.1-10
mL/min. Les concentracions dels electrolits i el volum de fluid oral produit
estan influenciats pel moment del dia 1 també pel tipus d’estimulacié de la
salivacié (Aps i Martens, 2005). Aquesta és la principal diferéncia entre el
fluid oral i el plasma, en el qual les concentracions dels diferents components

varien dins un rang molt estret.

La concentracié d’ié bicarbonat al fluid oral depen del tipus de glandula, del
tipus d’estimulaci6 i del flux de fluid oral produit. Pot ser més alta o més
baixa que la concentracié en plasma. Com a resultat de I'augment de la
concentracié de bicarbonat, el pH del fluid oral augmenta. Quan el fluid oral
és recollit de manera no estimulada, t¢ un pH entre 5.6 i 7, perd quan és
recollit de manera estimulada, la concentracié de bicarbonat augmenta i aixo
provoca un increment del valor del pH, que pot arribar a assolir el valor que

té al plasma (7.4) o més alt (Kidwell et al., 1998; De la Torre et al., 2004).

Existeixen tres grans rutes d’incorporacié de les drogues des del corrent
sanguini al fluid oral: per un procés de difusié passiva, per un procés actiu
contra gradient de concentraci6 i per ultrafiltraci6 a través dels porus de les
membranes. El mecanisme predominant de pas és per difusié passiva des del
corrent sanguini al fluid oral i esta regulat per les caracteristiques fisico-
quimiques de la droga, com sén el pes i el volum molecular, les constants de
dissociaci6, la lipofilicitat de la droga i la quantitat de droga lligada a

proteines (Huestis i Cone, 1998; Laloup et al., 2008; Spiehler i Cooper, 2008).
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Per a un compost liposoluble, la relacié teorica entre la concentracié total de
la droga en fluid oral i en plasma es pot expressar per l'equacié de

Henderson-Hasselbach modificada:

Per a drogues basiques:

C_F: [1+10(pr_pHF)]+£
C, [1+10(pK,-pH,)] f.

Per a drogues acides:

Cr _ [+10(pH, —pK,)] o
C, [1+10(pH,-pK,)] f.

On Cr i1 Cp s6n la concentracié total de droga en fluid oral i en plasma,
respectivament, pKjy és el logaritme negatiu de la constant de dissociaci6 per
drogues basiques, pK. és el logaritme negatiu de la constant de dissociacié
per drogues acides, pHr és el pH del fluid oral, pHp és el pH del plasma, fp
és la fracci6 de droga lligada a proteines en plasma i fr és la fraccié de droga

lligada a proteines en fluid oral.

D’acord amb aquestes equacions, drogues poc lligades a proteines que sén
bases febles es concentraran en fluids que tenen un pH inferior al del plasma.
Aquestes drogues assoliran concentracions similars a les del plasma en fluids
que tinguin un pH similar al del plasma. La situacié oposada la trobem amb
drogues que son acids febles. Per a les drogues que no sén acides ni basiques,
la relaci6 concentracié fluid oral/plasma sera propera a la unitat. Les
principals drogues d’abus, particularment psicoestimulants com cocaina i
amfetamines, soén bases febles amb un pKa superior a 8-9. Per aquesta rad, i
donat que el fluid oral té un pH inferior al del plasma, 'excrecié d’aquestes

substancies en fluid oral és, almenys teoricament, rellevant. Hi ha diversos
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estudis que demostren que aquestes substancies tendeixen a concentrar-se en

fluid oral (Cone, 1993; Kidwell et al., 1998; Moolchan et al., 2000).

En el fluid oral trobem principalment la droga inalterada (Cone i Huestis,
2007) degut a que és més liposoluble que els seus metabolits i, per tant, és
més facil que passi per difusié passiva del corrent sanguini al fluid oral

(Crouch, 2005 i Drummer, 2005).

Quan I'administracié de la droga és per via oral, fumada o per via intranasal,
per exemple heroina, metamfetamina, marihuana i cocaina, es produeix
contaminacié de la cavitat oral i aix0 provoca un augment de les
concentracions de les drogues trobades en fluid oral, superiors a les
calculades a partir de 'equacié de Henderson-Hasselbach modificada (De la
Torre et al., 2004). En alguns casos, després d’'un petiode d’unes 2 hores, els
nivells de les drogues en fluid oral reflecteixen millor les concentracions de

les drogues en plasma (Crouch, 2005).

La relaci6 de les concentracions entre el fluid oral 1 el plasma es veu afectada
per la manera en qué es recull el fluid oral (Crouch, 2005). Aixo, juntament
amb el fet que per algunes drogues la relacié concentracié droga fluid
oral/plasma presenta una variabilitat intra-individual molt alta, limita la
utilitat de les mesures individuals de drogues en fluid oral per predir les

concentracions de drogues en plasma.

El fluid oral és la matriu alternativa més utilitzada, en substitucié del plasma,
per al monitoratge de diferents farmacs i drogues i1 per a estudis
farmacocinetics i farmacotoxicologics. Aixo és degut als diferents avantatges
que presenta la seva utilitzacié (Huestis i Cone, 1998; Kidwell et al., 1998;
Choo 1 Huestis, 2004; Kadehjan, 2005; Laloup et al., 2008; Spiehler i Coopert,
2008):
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La recollida és senzilla i no invasiva, la qual cosa fa que sigui molt
util per a estudis que es realitzen en nens, en gent gran, en dones
embarassades i en pacients amb problemes d’irritacié de la pell o bé
amb risc d’infeccié. També és util en situacions on cal recollir més
d’una mostra.

Tot el procés de recollida es pot portar a terme sota estricte
vigilancia, aixd minimitza la possibilitat d’adulteraci6, substitucié o
diluci6 de la mostra.

Existeixen dispositius comercials que permeten recollir i realitzar
I'analisi de drogues en fluid oral, la qual cosa facilita 'analisi.

Les concentracions de drogues en fluid oral, en principi, teflecteixen
les concentracions de la fracci6 de droga lliure en plasma,
responsable dels efectes farmacologics.

Permet detectar un consum recent de les drogues i hi ha evidencies
que, quan una droga es detecta en fluid oral, és molt probable que el
subjecte es trobi sota els seus efectes (Pichini et al., 1990)

Drogues que sén bases febles es detecten en concentracions més
elevades i durant més temps en fluid oral que en plasma.

El fluid oral presenta baixa complexitat com a matriu, la qual cosa

facilita la seva analisi.

El fluid oral, pero, també presenta una série de limitacions que cal tenir en
compte (Huestis i Cone, 1998; Kidwell et al., 1998; Choo i Huestis, 2004;
Kadehjan, 2005; Laloup et al., 2008; Spiehler i Cooper, 2008):

El volum recollit és baix i, per tant, hi ha limitacié de fluid oral

disponible per realitzar ’analisi.
El volum recollit varia en funcié del dispositiu de recollida utilitzat.

Es pot produir contaminacié oral depenent de la ruta

d’administracié de la droga; aixo incrementa la possibilitat de
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deteccid, pero redueix la correlacié amb la concentracié de la droga
en plasma.

e Les concentracions de les drogues en fluid oral es veuen afectades
pel metode utilitzat per recollir-lo, ja que, depenent del sistema
emprat, es produeixen canvis en el pH del fluid oral i en el flux
recollit; aixo afecta a les concentracions de les drogues (Kidwell et
al., 1998).

e Les concentracions que es troben en fluid oral sén baixes. Aixo,
juntament amb el fet que el volum de fluid oral disponible per
realitzar I’analisi és limitat, fa necessari la utilitzacié de metodologies
analitiques sensibles.

e El fluid oral no permet estudiar el consum retrospectiu (llargs
periodes) d’una droga. El fluid oral permet detectar només un
consum recent similar al que és possible detectar utilitzant plasma

(Verstraete, 2004).

Hi ha dues maneres d’enfocar I'analisi de drogues en fluid oral, depenent de
com es realitza I'analisi de cribratge, que a la vegada depen de com es realitza
la recollida de fluid oral. El primer consisteix en recollir el fluid oral dins un
recipient adient o bé emprant un dispositiu de recollida comercial i analitzar
la mostra utilitzant un metode de cribratge, normalment per tecniques
immunologiques, i després sotmetre la mostra a una analisi de confirmacid
per técniques cromatografiques. La segona manera d’abordar l'analisi de
drogues en fluid oral consisteix en utilitzar un sistema que permeti recollir el
fluid oral i realitzar la primera analisi (de cribratge) en el mateix lloc de la
recollida (Point of care testing, POCT) i després transportar la mostra al

laboratori i realitzar ’analisi de confirmacié per tecniques cromatografiques.

La recollida de fluid oral sense utilitzar un dispositiu comercial es pot fer

escopint, o bé deixant que el fluid oral caigui lliurament dins un recipient
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adient. Tot i que les mostres recollides d’aquestes dues maneres sén les
preferides, donat que reflecteixen millor les concentracions de les drogues en
fluid oral, el procés de recollida és bastant desagradable i, per aixo,
normalment es solen emprar els dispositius de recollida comercials. Aquests
consisteixen en un coté absorbent que s’introdueix a la boca durant uns
minuts 1 després es submergeix en un tampé del propi dispositiu que conté
estabilitzadors que permeten extreure i estabilitzar les possibles drogues i
metabolits presents. En els ultims temps s’han desenvolupat i s’han realitzat
un gran nombre d’estudis relacionats amb els dispositius de recollida
comercials (Niedbala et al., 2001a; Crouch, 2005; Dickson et al., 2007; Walsh
et al., 2007; Crouch et al., 2008; Drummer, 2008; Langel et al., 2008; Bosker i
Huestis, 2009). Actualment hi ha molts dispositius comercials disponibles,
alguns exemples en sén: Cozart ® DDS (Cozart Biosciences Ltd., Abingdon,
Oxfordshire, United Kingdom), Salivette® (Sarstedt AG, Rommelsdorf,
Germany), Intercept® (OraSure Technologies, Bethlehem, PA, USA), Finger
Collector ® (Avitar Technologies, Inc., Canton, MA, USA), ORALscreen™
(Avitar Technologies, Inc, Canton, MAUSA) i Quantisal™ (Immunalysis
Corporation, Pomona, CA, USA). Tots ells presenten problemes que cal
tenir en compte:

e ¢l volum de fluid recollit és baix, limitant la quantitat de mostra

disponible per analitzar diferents drogues,
e ¢l volum recollit és molt variable, tant entre els diferents dispositius
com considerant un sol dispositiu.

El primer problema es va solucionant perque es desenvolupen técniques
analitiques més sensibles que permeten detectar concentracions més baixes
de les drogues i diverses drogues a la vegada i, per tant, es necessita menys
volum de mostra. El segon és més problematic i es deu a la variabilitat en el
volum de fluid oral recollit del subjecte i a la variabilitat en el volum de
tampo que conté el dispositiu. Aixo fa variar les concentracions de drogues

en el fluid oral, donat que la concentracié depen del grau de dilucio.
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La concentracié de drogues al fluid oral també depen de I'estimulacié que es
produeix quan s’introdueix un coté a la boca. Es impossible prevenir i
controlar Pestimulacié si s’empren dispositius de recollida comercials. Altres
maneres d’estimular la produccié de fluid oral sén: utlitzar acid citric o
pastilles amb diferents gustos, o bé mastegar substancies inerts (parafina,
tefl6, etc) (Crouch et al., 2004). L’estimulacié de la produccié de fluid oral
presenta una scrie d’avantatges, com per exemple, permet obtenir volums
més elevats de fluid oral. Pero també cal tenir en compte que estimular la
produccié de fluid oral fa augmentar el seu pH i aix6 provoca que les
concentracions de les drogues disminueixin (Choo 1 Huestis, 2004; Crouch,
2005; Bosker i Huestis, 2009). Finalment, una de les limitacions més
importants dels dispositius comercials és I'adsorcié de drogues als cotons i a
les parets dels dispositius, la qual cosa pot portar a informar mostres
erroniament com a negatives (Gallardo i Queiroz, 2008). Les cases
comercials intenten solucionar aquest problema utilitzant barreges que
contenen diferents productes, els quals contribueixen a estabilitzar les

drogues i ajuden a la seva recuperacio.

En els dltims temps s’han publicat gran nombre d’estudis relacionats amb
I'analisi de drogues d’abis en fluid oral (Drummer, 2006; Cone i Huestis,
2007; Pil i Verstraete, 2008) i moltes drogues i els seus metabolits han estat
detectats en fluid oral obtingut de consumidors habituals de drogues (Cone,
2001; Hofman, 2001; Samyn et al., 2007; Concheiro et al., 2008). També
s’han desenvolupat molts metodes que permeten el cribratge i la confirmacié
de drogues en fluid oral (Gallardo i Queiroz, 2008; Lillsunde, 2008; Bosker 1
Huestis 2009). Tot aixo ha fet que el fluid oral sigui cada cop més utilitzat
per a l'analisi de drogues en diferents ambits com el de la toxicologia clinica i
forense (Kintz i Samyn, 2002), en el tests de control de carretera per detectar
si els conductors es troben sota els efectes de les drogues en el moment de la

recollida (Samyn et al., 2002; Verstracte, 2005a; Crouch et al., 2008;
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Blencowe et al., 2011; Wille et al., 2010), en I'ambit laboral, particularment
quan s’ha produit un accident i cal valorar el consum de drogues (Caplan 1
Goldberger, 2001; Verstraete i Pierce, 2001; Bush, 2008; Walsh, 2008;
Moore, 2011) i també ha estat utilitzat per a la deteccié del consum de
drogues en altres situacions, com per exemple, per determinar la presa de
drogues en consumidors habituals (Pichini et al,, 2002) i per controlar el
consum en persones que es troben a la presé o en centres correccionals, o bé

en sospitosos d’algun crim.

1.2. QUALITAT ALS LABORATORIS D’ANALISI

1.2.1. Assegurament de la qualitat dels resultats

analitics

Els resultats analitics obtinguts pels laboratoris es poden utilitzar per prendre
decisions cliniques i legals que poden tenir molta repercussié per a la vida
d’un individu i per a la societat en general. Per aquesta rad, és molt important
desenvolupar eines que permetin assegurar 'obtencié de resultats analitics

fiables en base als quals es puguin prendre decisions cotrectes.

Per assegurar la qualitat dels resultats analitics, els laboratoris d’assaig han
d’'implementar sistemes de qualitat que permetin controlar tots aquells
aspectes que poden influir en I'obtencié d’un resultat analitic fiable, és a dir,
tots els factors implicats en l'analisi d’una mostra. En el context dels
laboratoris d’analisi, un del sistemes de qualitat més important esta basat en
la norma ISO/IEC 17025 (ISO/IEC, 2005b). Segons aquesta norma,
Pestrategia d’assegurament de la qualitat dels resultats inclou tot un conjunt
de mesures que el laboratori ha de prendre per garantir la qualitat dels

resultats. Aquestes mesures son (Figura 1.3):
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e La utilitzacié de metodes analitics validats, de manera que permetin
assegurar que els objectius de qualitat seran assolits.

e la correcta aplicacié dels procediments d’analisi mitjancant el
control de tots els factors que hi intervenen (entrenament del
personal, control de les condicions ambientals, calibratge dels
equips, qualitat dels reactius 1 materials de referéncia,...).

e El desenvolupament d’un sistema de control intern que permeti
verificar 1 demostrar que el nivell de qualitat exigit es compleix en
condicions de treball normals.

e La participacié en programes de garantia externa de la qualitat que
permeti al laboratori comparar la qualitat dels seus resultats analitics

amb la qualitat dels resultats d’altres laboratoris.

EQUIPS, MATERIALS DE

REFERENCIA, PERSONAL... CONTROL DE QUALITAT INTERN

QUALITAT

f

VALIDACIO DE METODES EXERCICIS INTERLABORATORI

Figura 1.3. Esquema dels principals aspectes implicats en 'assegurament de

la qualitat als laboratoris d’analisi.

L"4s de metodes analitics adequats és molt important per tal d’assegurar la
fiabilitat dels resultats que s’obtenen. La manera objectiva de demostrar si un

metode és adequat per a la finalitat i objectius perseguits, és mitjancant la
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validacié del metode analitic. Validar un meétode consisteix en verificar i
documentar la seva validesa, aixo és, la seva adequacié a uns determinats
requisits previament establerts per I'usuari, per poder resoldre un problema
analitic concret. Aquests requisits son els que defineixen els parametres o
criteris de qualitat que ha de tenir el metode per poder resoldre el problema

analitic.

Tot i que es mantinguin totes les mesures establertes per assegurar 'obtencié
d’un resultat correcte, la possibilitat d’error durant la realitzacié del
procediment esta present i, per aixo, és necessari disposar d’una eina que
permeti detectar i corregir els possibles errors. Aquesta eina és establir un
sistema de control de qualitat. Aquest es defineix com el conjunt d’activitats i
tecniques operacionals, empreses pel personal dun laboratori, per a
’avaluacié continuada de la fiabilitat del seu treball i dels resultats obtinguts.
El control de qualitat avisa quan un procediment analitic produeix resultats
amb errors superiors als preestablerts. Existeixen dos tipus de control de
qualitat: intern i extern, i ambdods sén necessaris per assolir la maxima

qualitat dels resultats analitics (Ferrara et al., 1998).

Els procediments de control intern de qualitat estan adrecats a la detecci6 de
problemes quan es treballa en condicions normals i es basen en I'analisi de
mostres de referéncia (material de referéncia), juntament amb les mostres
que analitza el laboratori (mostres de rutina). El control intern de qualitat
permet detectar els canvis relacionats amb factors variables (estabilitat de
reactius 1 materials de referencia, substitucié de personal, manteniment
d’equips, contaminacio, etc) que fan referéncia a l'error aleatori (Petersen et
al, 1996). Quan es treballa amb meétodes qualitatius (adregats a la
identificacié d’una droga), el control intern de qualitat es basa en I’avaluacié
de diferents parametres qualitatius en els materials de referéncia i en les

mostres de rutina (Jiménez et al., 2002). Quan es treballa amb metodes
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analitics quantitatius (adrecats a 'obtencié d’una concentracié de la droga), el
control intern de qualitat es basa en la verificaci6 de la concentracid
d’aquesta droga en el material de referencia i en la utilitzacié de grafics de
control, per establir els criteris d’acceptacié dels resultats i per controlar la

qualitat dels resultats al llarg del temps (Compafié i Rios, 2002).

Els errors associats a factors permanents no poden ser corregits mitjangant
els sistemes de control intern de la qualitat. Per aixo és necessati el control
extern, la participacié en programes de control extern de la qualitat. Aquests
permeten detectar errors que afecten a lexactitud. La participacié en
programes externs (Badia et al., 1998) permeten al laboratori, per una banda,
concixer i millorar la qualitat dels resultats analitics comparant el seu
rendiment amb altres laboratoris i, per I’altra, avaluar la qualitat dels metodes
analitics utilitzats per analitzar les mostres (Compafi6 i Rios, 2002; Ferrara et

al., 1998).

1.2.2. Control extern de la qualitat

Un programa de control extern de la qualitat, també anomenat exercici
intetlaboratori o d’intercomparacio, es basa en l'acceptacié, per part de
diferents laboratoris, de portar a terme unes mateixes analisis, sota la
coordinacié d’una organitzacié, amb I'objectiu d’avaluar la qualitat del seu
treball, d’avaluar un métode o bé determinar alguna propietat d’un material
(el contingut d’un element o compost, etc.). La missié6 principal de
Porganitzacié responsable d’un exercici interlaboratori és la d’establir els
objectius del mateix, les condicions de patticipacié dels laboratotis, assegurar
la qualitat i estabilitat de la mostra objecte d’estudi, aixi com realitzar un
tractament estadistic dels resultats. El laboratori participant cal que es
comprometi a seguir les condicions establertes per 'organitzacié, que varien

segons el tipus d’exercici en que participi.
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Tot 1 que normalment només s’utilitzen els termes exercicis interlaboratori o

d’intercomparacié, en realitat, segons l'objectiu que tinguin, els exercicis

intetlaboratori es poden classificar en:

Exercicis d’intercalibracié, coneguts com assaigs d’aptitud. Tenen
com a objectiu avaluar I'exactitud 1 precisié dels resultats generats
per una série de laboratoris.

Exercicis col laboratius. Tenen com a finalitat la validacié de
metodes analitics.

Exercicis de certificacié. Tenen com a finalitat la certificacié de

materials de referéncia.

Els assaigs d’aptitud constitueixen un tipus d’exercici intetlaboratori que

respon al vocable anglosaxé proficiency testing. Sén un programa sistematic de

proves on s’analitzen mostres de composicié coneguda per avaluar la

capacitat que té el laboratori per generar resultats amb un nivell acceptable

de competéncia.

Com a document normatiu referent als assaigs d’aptitud cal destacar la Guia

ISO/IEC 17043 (ISO/IEC, 2010) (Conformity assessment - General requirements

Jor proficiency testing). Segons aquesta norma, la utilitzacié dels exercicis

interlaboratori esta creixent internacionalment per a diferents proposits,

alguns dels quals son:

Avaluar el funcionament dels laboratoris en quant a mesures
especifiques i fer un seguiment del seu funcionament de manera

continua.

Identificar problemes i iniciar accions correctives que poden estar

relacionades amb els equips o amb l'analista.
Establir 'eficacia i competencia de metodes analitics.
Proporcionar confianca addicional als clients del laboratori.

Identificar diferéncies interlaboratori.

32



Introducci6

Orientar als laboratoris participants tenint en compte els resultats

obtinguts.
Avaluar el funcionament d’un procediment analitic concret.

Assignar valors a materials de refereéncia i avaluar la idoneitat de la

seva utilitzacié en un procediment especific.

Altres documents normatius que fan referéncia a la participacié de

laboratoris en assaigs d’aptitud son els segiients:

Selection, Use and Interpretation of Proficieny Testing (PT) Schemes by
Laboratories - 2000 (EURACHEM, 2000),

EA-03/04: Use of Proficiency Testing as a Tool for Accreditation in Testing
(EA-EUROLAB-EURACHEM, 2001),

The International Harmonizged Protocol for the Proficiency Testing of Analytical
Chemistry Laboratories (IUPAC Technical Report) (Thompson et al.,
2006),

ILAC-G13:08/2007: ILLAC Guidelines for the Requirements for the
Competence of Providers of Proficiency Testing Schemes 1LAC, 2007).

Els assaigs d’aptitud tenen com a objectiu avaluar el bon funcionament dels

laboratoris, ja sigui: pet examinar la qualitat d’un laboratori individual, per

assegurar que un grup de laboratoris aconsegueix una exactitud acceptable en

els seus resultats i que els errors que comet estan sota control estadistic

(només existeixen etrors aleatoris), o bé per estimular l'interés per la qualitat

dels resultats generals.

En aquests exercicis s’avalua I’exactitud i precisié dels resultats generats pels

laboratoris participants. Constitueixen una eina basica per a 'harmonitzacié i

el reconeixement mutu de resultats entre laboratoris. Serveixen també per

ajudar a identificar errors i detectar les necessitats de capacitacié del personal

del laboratori.
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Els assaigs d’aptitud estan oberts a tots els laboratoris que desitgin participar;
tot 1 que alguns estan obligats a realitzar-los, com a conseqiéncia de ser
laboratoris acreditats. Fs desitjable la participacié del maxim nombre
possible de laboratoris i que es portin a terme rondes periodiques amb
mostres similars, per tal de millorar la qualitat dels resultats amb el temps. Es
pretén que el nivell de qualitat dels laboratoris participants sigui cada cop
més alt. Aquests exercicis estan organitzats per entitats externes als

laboratoris, que disposen de mitjans i experiéncia per gestionar els exercicis.

En els assaigs daptitud no es fixa una metodologia experimental
determinada per efectuar les determinacions, siné que cada laboratori ha
d’utilitzar la metodologia habitual que utilitza per a I'analisi de les mostres.
D’aquesta manera, cada laboratori coneixera quin és el nivell de qualitat del
seu treball diari. Si es prenen precaucions especials, la informacié obtinguda
correspondra al nivell més alt de qualitat a qué pot arribar el laboratori
treballant en aquelles condicions, perdo no a la seva manera habitual de

treballar.

Els assaigs d’aptitud es caracteritzen per lexisténcia d’una organitzacié o
laboratori coordinador, independent i de prestigi, que és el responsable de
gestionar tot 'exercici, 1 per I'existéncia d’un grup de laboratoris que son els
que hi participen (laboratoris participants). L’esquema d’un assaig d’aptitud
és el segiient (Compafi6 i Rios, 2002) (Figura 1.4):

e El coordinador ha de subministrar mostres representatives,
homogenies i estables 1 distribuir-les periodicament als laboratoris
participants. La mostra pot o no anar acompanyada d’informacié
analitica, com per exemple, un metode analitic comu (en el cas dels
exercicis col laboratius).

e Els laboratoris participants han d’analitzar aquestes mostres en un

perfode limitat de temps, tractant-les com si fossin mostres de rutina
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1 han d’enviar els resultats al coordinador, adjuntant informacié
analitica, com per exemple, la metodologia analitica utilitzada per a
Panalisi.

e El coordinador ha de recollir els resultats i avaluar-los amb I'objectiu
de treure conclusions sobre la qualitat dels resultats i detectar
possibles problemes. Finalment, ha d’incloure aquesta avaluaci6é en
un informe de resultats que ha d’enviar a tots els laboratoris que han

participat en Pexercici.

Existeix una base de dades europea d’assaigs d’aptitud anomenada EPTIS

(European Information System on Proficiency Testing Schemes)

(www.eptis.bam.de) que conté informacié relativa a assaigs d’aptitud

organitzats arreu del moén.

COORDINADOR LABORATORIS PARTICIPANTS
- 1 MOBTRES
Preparaci6 de les mostres
Enviament de les mostres J
Analisi de les mostres
Emissi6 dels resultats analitics
RESULTATS
Avaluaci6 dels resultats
Informes de resultats
(Avaluacié de la qualitat
INFORMES L

Figura 1.4. Esquema de funcionament d’un exercici intetlaboratori.
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Un aspecte molt important en els exercicis interlaboratori és la seleccié del
material que s’utilitzara per realitzar I'assaig. En aquest sentit, cal definir el
tipus de mattiu i la natura i el rang de valors del parametre (o parametres)
objecte d’estudi. No tots els materials sén aptes per ser utilitzats en un
exercici interlaboratori. L’organitzaci6 responsable de I'exercici ha de garantir
que el material subministrat als laboratoris sigui representatiu, homogeni i
estable (Compané i Rios, 2002):

e Representatiu, pel que fa referéncia: al tipus i a la concentracié de la
droga i dels seus metabolits, a la matriu, al tipus d’unié entre els
analits 1 la matriu, a Pestat fisic del material i a la presencia de
possibles substancies que puguin interferir en I'analisi.

e Homogeni: les diferents aliquotes del material que s’envien als
laboratoris han de contenir la mateixa concentracié de droga i

metabolits.

e Hstable: les drogues i metabolits contingudes en el material han de

ser estables.

El material utilitzat ha de ser el més semblant possible a les mostres reals.
Les substancies hi han de ser presents en la forma quimica apropiada i en
concentracions properes a les que es troben en mostres reals. Aquest és un
factor molt important que cal tenir en compte quan s’utilitzen mostres
addicionades com a material d’assaig, que es preparen addicionant quantitats
conegudes de droga sobre matriu blanca (que no conté la droga). Per aquesta
rad, la millor opcid, sempre que sigui possible, és utilitzar mostres reals:
mostres cliniques procedents d’estudis d’excrecié en voluntaris sans o de

consumidors de les drogues.
Una altra caracteristica que ha de complir el material d’assaig és que sigui

suficientment homogeni per a cada analit, perque les mostres que s’enviin als

laboratoris no difereixin significativament en les concentracions. Aixd
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permet la comparabilitat entre laboratoris i permet assegurar que les
desviacions que el laboratori obté en els resultats son atribuibles a algun
factor relacionat amb la realitzacié de I'analisi. El material a utilitzar en un
assaig es prepara i es divideix en diferents unitats que son les que s’enviaran a
cadascun dels laboratoris participants. Cal comprovar que el material és
homogeni dins de cada unitat i també entre unitats. Aixo es fa analitzant un
nombre determinat de replicats d’'un nombre de mostres un cop estan

envasades en la forma final en que seran conservades (ILAC, 2000).

El material d’assaig utilitzat ha de ser estable. La inestabilitat dels analits o de
la matriu pot comprometre greument la qualitat del material i dels resultats
que s’obtenen de lanalisi. Existeixen molts factors que poden estar
involucrats en la inestabilitat del material: efectes fisics, deguts a la llum o la
temperatura; l’activitat quimica, deguda a possibles reaccions quimiques; i
Pactivitat microbiana, deguda a bactéries, virus, fongs, etc. Quan es prepara el
material, cal aplicar procediments que evitin aquests efectes i garanteixin
Pestabilitat dels analits. I’estabilitat del material s’ha de verificar, és a dir, cal
assegurar que el material no patira cap canvi mentre duri I'assaig. Per aixo,
abans d’enviar el material, s’han d’establir les condicions Optimes de
transport, manipulacié, emmagatzematge i caducitat del material (Compafi6 i
Rios, 2002). Aquestes dades son els resultats dels estudis d’estabilitat.
L’objectiu d’aquests estudis és identificar i avaluar qualsevol degradaci6 dels
analits o de la matriu. L’activitat microbiana i la degradacié térmica sén els
efectes més habituals de degradaci6é de les mostres biologiques. Per aquesta
rad, la majoria d’estudis d’estabilitat en mostres biologiques es basen en
avaluar estabilitat del material conservant-lo a diferents temperatures. Les
condicions en qué es realitzen aquests estudis han de reproduir les
condicions en les quals es sotmetra el material durant la realitzacié de I'assaig

per planificar el transport i les condicions d’emmagatzematge del material.
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1.3. QUALITAT EN L’ANALISI DE DROGUES
D’ABUS EN CABELL I EN FLUID ORAL

En els dltims temps s’ha realitzat un gran nombre d’estudis relacionats amb
I'analisi de drogues d’abus en cabell i fluid oral. Aixo ha fet possible que
aquestes dues matrius siguin cada cop més utilitzades per a l'analisi de
drogues d’abus en diferents ambits, com el de la toxicologia clinica i forense,
en 'ambit d’analisi de drogues en el lloc de treball i en els tests de control en

carretera (Drummer, 2006; Kintz, 2007a; Bosker 1 Huestis, 2009).

La rellevancia de les matrius cabell i fluid oral en 'analisi de drogues d’abus
ha estimulat, per una banda, el desenvolupament de recomanacions i
normatives d’utilitzacié de les mateixes, com les Mandatory Guidelines for
Federal Workplace Drug Testing Programs del Substance Abuse and Mental Health
Services Administration (SAMHSA, 2004; Bush, 2008), les Recommendations for
hair testing in forensic cases de 1a Society of Hair Testing (SoHT, 2004), en el cas del
cabell, i la inclusié en lleis internacionals de Driving Under the Influence of Drugs
(Walsh et al., 2004), en el cas del fluid oral. Per altra banda, també ha
estimulat la realitzaci6 de projectes per estudiar D'aplicacié potencial
d’aquestes matrius per a I'analisi de drogues d’abus, com sén els projectes
europeus Roadside Testing Assessment (ROSITA 1 ROSITA-2) (ROSITA;
Verstraete, 2005b; Lillsunde, 2008; Bosker i Huestis, 2009) 1 Driving Under the
Influence of Drugs, Aleohol and Medicines (DRUID) (DRUID; Lillsunde, 2008;
Bosker i Huestis, 2009). Ambdés projectes han estudiat el fluid oral com a
possible matriu per identificar drogues en els tests de control en carretera.
Fruit d’aquests projectes han sorgit recomanacions per a la utilitzacié de fluid

oral en aquest ambit (Bosker i Huestis, 2009).

Degut a la creixent utilitzacié d’aquestes matrius, és molt important

desenvolupar eines que permetin coneéixer la qualitat dels resultats analitics 1
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que permetin assegurar que els resultats obtinguts son fiables i lliures d’error.
Els exercicis interlaboratori s6n eines fonamentals per avaluar la qualitat dels
resultats analitics (ISO/IEC, 2005b) i, pet a poder realitzar aquests exetcicis,
és necessari disposar de materials d’assaig que siguin homogenis, estables i
representatius en quant al tipus i a la concentracié de droga i metabolits que
es poden trobar en mostres reals (Ferrara et al., 1998; Compan6 i Rios, 2002;

Thompson et al., 20006).

Pel que fa referéncia a la representativitat del material d’assaig, durant molts
anys, els pocs exercicis interlaboratori existents en cabell i en fluid oral han
estat orientats a la toxicologia forense i han tingut una finalitat informativa-
educativa, degut a que fins el moment la utilitzacié d’aquestes matrius ha
estat molt restringida a Panalisi de casos aillats en toxicologia forense. Aixo
ha fet que aquests exercicis tinguessin un nombre restringit de laboratoris
participants i, per tant, ha fet possible la utilitzacié de casos clinics com a
material d’assaig. Donat Pincrement en la utilitzacié d’aquestes matrius, es
preveu que el nombre de laboratoris patticipants en els exercicis
interlaboratori vagi augmentant i, per tant, fa pensar que la utilitzacié de
materials d’assaig obtinguts de casos clinics cada cop sera menys viable,
degut a la limitacié en l'obtencié de grans quantitats de mostra contenint
concentracions adequades de droga. Caldra, doncs, dissenyar de nou aquests
programes per tal d’adaptar-los a les noves realitats en I'analisi de matrius
biologiques no-convencionals. Una de les opcions és utilitzar com a material

d’assaig mostres addicionades sobre matriu blanca.

En quant a 'homogeneitat i 'estabilitat del material d’assaig, hi ha una manca
d’informacié referent a les condicions optimes, de preparacid i conservacio
d’aquests materials, que permetin assegurar que les drogues s’han incorporat
de forma homogenia al material d’assaig i no es degradaran durant el temps

que duri 'exercici.
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L’objectiu general d’aquesta tesi és desenvolupar eines que permetin avaluar

la qualitat dels resultats dels laboratoris que analitzen drogues d’abus en

cabell 1 fluid oral i avaluar P’efecte de diferents accions sobre la qualitat final

dels resultats. Per aquest motiu, s’han organitzat exercicis interlaboratori i

s’han realitzat estudis per desenvolupar materials d’assaig adequats.

Els objectius especifics del present treball son:

1. Respecte a 'analisi de drogues d’abus en cabell:

a.

Avaluar la influeéncia del tipus de mostra de partida en la qualitat
dels resultats obtinguts.

Organitzar exercicis interlaboratori que permetin avaluar la
qualitat dels resultats analitics i detectar les fonts d’error.

Portar a terme intervencions de tipus educatiu per millorar la
qualitat dels resultats analitics i avaluar I'impacte d’aquestes

accions en la qualitat dels resultats.

2. Respecte a I'analisi de drogues d’abus en fluid oral:

a.

Desenvolupar i validar un métode analitic que permeti identificar i
quantificar 6-monoacetil morfina, motfina, codeina, cocaina i
benzoilecgonina en fluid oral.

Realitzar estudis d’estabilitat de les principals drogues en fluid oral
que permetin establir les condicions optimes de preparacio,
transport 1 conservacié de mostres de fluid oral per ser utilitzades
com a material d’assaig en exercicis interlaboratori.

Organitzar exercicis interlaboratori que permetin avaluar la

qualitat dels resultats analitics i detectar les fonts d’error.
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3.1. INTRODUCCIO

Els primers exercicis interlaboratori en I'analisi de drogues d’abus en cabell
foren organitzats per la Society of Hair Testing (SoHT), la Société Francaise
de Toxicologie Analytique (SFTA) i el National Institute of Standards and
Technology (NIST) (Kintz, 1995; Sniegoski 1 Welch, 1996; Kintz i Cirimele,
1997; Sachs, 1997; Deveaux et al., 2000; Jurado i Sachs, 2003). Un dels
objectius de la SOHT és l'organitzacié d’exercicis interlaboratori (Sachs, 1997;
Jurado 1 Sachs, 2003). Aquests exercicis es van utilitzar per conéixer la
qualitat dels resultats informats pels laboratoris 1 per avaluar I'eficacia de les
metodologies utilitzades en les diferents parts de I'analisi de drogues d’abus
en cabell. Els laboratoris que participen en els exercicis de la SoHT sén

experts en I'analisi de drogues en cabell.

Com en altres paisos d’Europa, a Italia existeixen laboratoris que realitzen
analisis de drogues en cabell (Strano-Rossi et al., 1995; Chiarotti et al., 1996;
Tagliaro et al., 1997; Montagna et al., 2000; Ricossa et al., 2000). En acceptar-
se I'analisi de drogues en cabell com a prova complementaria per a 'obtencié
del carnet de conduir, va fer que aquest tipus de determinacions sortissin del
matc de la toxicologia legal i forense, 1 fossin practicades per laboratoris
clinics. Els resultats obtinguts permetien prendre decisions cliniques i legals
que eren acceptades pel Govern Italia i, per tant, era important avaluar la
qualitat dels resultats analitics obtinguts per aquests laboratoris. L’any 2002
es va organitzar un exercici interlaboratori en I'analisi de drogues d’abus en
cabell on van participar laboratoris italians (Montagna et al, 2002).
L’objectiu, pero, d’aquest exercici va ser avaluar P'eficacia d’un procediment
analitic determinat, amb la qual cosa els laboratoris participants no van
utilitzar la metodologia que empraven normalment en el seu laboratori per a
I'analisi de les mostres de rutina, per tant, aquest exercici no va permetre

avaluar la qualitat dels resultats d’aquests laboratoris quan utilitzaven els seus
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procediments. Hi havia una manca d’informacié sobre la qualitat dels
resultats analitics 1 sobre P'existéncia d’una harmonitzaci6é en la metodologia

analitica utilitzada per a ’analisi de drogues d’abus en cabell.

Per tal d’avaluar la qualitat en I’analisi de drogues d’abus en cabell, 'any 2002,
I'Institut Municipal d’Investigacié Medica (IMIM) de Barcelona i I'Istituto
Superiore di Sanita (ISS) de Roma van crear el Programa de Garantia
Externa de la Qualitat en I’Analisi de Drogues d’Abds en Cabell
(HAIRVEQ), finangat pel Departament d’Afers Socials del Govern Italia i
obert a tots els laboratoris que realitzaven analisis de drogues en cabell. Des
de lany 2002 fins el 2006, es van realitzar un total de 9 exercicis
interlaboratori. A través de I'avaluaci6 dels resultats qualitatius i quantitatius
informats pels laboratoris italians en els diferents exercicis, i mitjangant la
comparaci6 dels resultats i la metodologia emprada per aquests laboratotis 1
laboratoris experts en 'analisi de drogues d’abus en cabell, va ser possible
coneixer la qualitat dels resultats obtinguts pels laboratoris italians, detectar
les fonts d’error 1 coneixer quines mesures cotrectives era necessati
desenvolupar. Pel que fa al material d’assaig utilitzat en els exercicis, van
permetre coneixer la influencia que té, en els resultats, el tipus de cabell (tallat

o polvoritzat) del qual es parteix per realitzar 'analisi.

En aquest capitol es descriuen els exercicis interlaboratori organitzats i els

resultats obtinguts.
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3.2. MATERIAL I METODES

3.2.1. Material d’assaig utilitzat en els exercicis

interlaboratori

El material d’assaig utilitzat en els exercicis del programa HAIRVEQ es va
preparar a partir de cabell procedent de consumidors de drogues tractats a la

Unitat de Toxicomanies de I’Hospital del Mar de Barcelona.

El cabell recollit es va rentar utilitzant un meétode estandarditzat (Kintz 1
Magin, 1995) consistent en submergir-lo en diclorometa durant dos minuts a
temperatura ambient. Aquest procediment es va repetir dues vegades.
Seguidament, es va tallar el cabell en petits segments (de pocs mil limetres de
llargada), amb tisores, 1 es va homogeneitzar. Quan va caler polvoritzar-lo, el
cabell es va col locar en un molinet de boles a velocitat maxima durant 10
minuts. Finalment, les mostres es van distribuir en tubs contenint 100 mg de
cabell 1 es van conservar protegides de la llum, a temperatura ambient, fins el

seu enviament als laboratoris participants.

Préviament a 'enviament de les mostres als laboratoris, quatre laboratoris de
referéncia van determinar el contingut i van verificar '’homogeneitat del
material, analitzant, cadascun d’ells, quatre porcions de cabell. Per tal
d’avaluar ’homogeneitat de les mostres, es va establir que el coeficient de
variacié obtingut pels resultats informats fos al voltant del 20% (en ng/mg

de cabell).

Els laboratoris de referéncia van ser: I'Instituto Nacional de Toxicologia y
Ciencias Forenses de Sevilla (Espanya), Psychemedics Laboratories (Estats
Units), I'Istituto di Medicina Legale de Padova (Italia) 1 la Unitat de

Farmacologia de Ilnstitut Municipal d’Investigacié6 Medica de Barcelona
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(Espanya). Per a l'analisi de les diferents substancies, els laboratoris van
aplicar el metode d’analisi (rentat, digesti6 del cabell, purificacié dels
extractes 1 analisi instrumental) utilitzat en el seu laboratori per a 'analisi de
les mostres de rutina (Jurado et al., 1995; Pujadas et al., 2003; Cairns et al.,

2004a; Cairns et al., 2004b, Cairns et al., 2004¢; Frison et al., 2005).

Les mostres de cabell del programa HAIRVEQ van ser avaluades pels
seglients compostos: opiacis (heroina, 6-monoacetil mortina, morfina i
codeina), cocaina i benzoilecgonina, metadona, amfetamines (amfetamina,
metamfetamina, 3,4-metilendioximetamfetamina i 3,4-
metilendioxiamfetamina) i cannabinoids (A’-tetrahidrocannabinol i acid 11-
Nor-A%-tetrahidrocannabinol-9-carboxilic). Els laboratoris participants van
informar tant resultats qualitatius (preseéncia/abseéncia de les drogues) com

resultats quantitatius.

Des de Tany 2002 fins el 2006 es van realitzar 9 exercicis del programa
HAIRVEQ. Per dur-los a terme, es van enviar un total de 15 mostres. A la
Taula 3.1 es descriuen els exercicis organitzats per any i el contingut de les

mostres analitzades a cada exercici.
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Taula 3.1. Exercicis realitzats en el programa HAIRVEQ des de I'any 2002
fins el 2006. Composicié (mitjanatdesviacié estandard, ng/mg de cabell,

dels laboratoris de referencia) de les mostres.

a) G6-monoacetil motfina (6MAM), morfina (MOR), cocaina (COC),
metadona (MET), cocaina (COC) i benzoilecgonina (BZE).

Az EP Ne Md 6MAM MOR COD MET COoC BZE
1 23 S11 65.9%113.0 23.0£8.1 24%1.5 Pe 120.6£27.9 56.719.9
) » S22 158.4138.2 55.4+15.7 8.614.7 I 63.3+3.0 35.4%6.4
2002 S23 - - - - - -
5 - S34 4.81£0.9 3.7£04 0.9+0.1 Pe 152.3+11.9 27.4%£10.5
S35 - - - - 1.34+0.4¢ 0.3£0.02¢
S46 65.9%113.0 23.0£8.1 24%1.5 Pe 120.6£27.9 56.7£9.9
2003 4 23
S47 g B : : . :
S58 6.7£0.9 2.6£0.4 0.4%0.1 5.5¢ 175.1£19.3 68.314.9
2004 5 26
S59 6.6x1.8 2.3%0.8 0.4%0.2 5.4f 168.31£14.0 68.1£6.0
$610 : : ; : : :
2005 6 26 S611 - - - - - _
S612 - - - - 10.0+0.5 2.7+0.3
7 32 S13
2006 8 32 S15 4.9%1.0 3.6%£0.2 0.9£0.1 82.4f 150.8£10.4 29.91+6.5
9 32 S19
2 Any
b Exercici
¢ Nombre de laboratoris participants a 'exercici
d Mostres

o

No es disposa de cap valor quantitatiu dels laboratoris de referéncia
f Només es disposa del resultat d’un laboratori de referéncia
& Només es disposa del resultat de dos laboratoris de referencia
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b) 3,4-metilendioximetamfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxiamfetamina
(MDA),  A%tetrahidrocannabinol ~ (THC) i Acid  11-Nor-A%-
tetrahidrocannabinol-9-carboxilic (THCCOOH).

A2 Eb  Ne Md MDMA MDA THC THCCOOH
1 23 S11 - - - -
S22 - - - -
2 23
2002 S23 - - - -
S34 - - - -
3 23
S35 23%1.2  0.2£0.1¢ - -
S46 (=s11) - - _ _
2003 4 23
S47 - - - -
S58 - - - -
2004 5 26
S59 - - - -
S610 - - - -
2005 6 26 Sol1 25102  0.2%0.1 - -
S612 - - of of
32§13

2006 8 32 S15 (=s13) - - - -
32 S19 (=S15=S13)

a Any

b Exercici

¢ Nombre de laboratoris participants a exercici

d Mostres

¢ Només es disposa del resultat de dos laboratoris de referencia

£ No es disposa de cap valor quantitatiu dels laboratoris de referéncia

3.2.2. Laboratoris  participants en els exercicis

interlaboratori

El nombre de laboratoris participants a cada exercici s’indica a la Taula 3.1.
Una part d’aquests participants eren laboratoris clinics d’hospitals publics
pertanyents al Sistema de Sanitat Italia i una altra part eren laboratoris de
toxicologia forense pertanyents a Departaments de Medicina Legal Italians.
No eren laboratoris experts en I'analisi de drogues en cabell, donat que feia

poc temps que estaven realitzant aquest tipus d’analisi. La participacié en el
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HAIRVEQ era confidencial i voluntaria i no suposava cap cost, per tant, en
qualsevol moment el laboratori podia decidir deixar de participar. L’nic
criteri d’inclusié era que el laboratori estigués realitzant analisis de drogues en

cabell.

A Texercici portat a terme I'any 2005 (exercici 6), a més dels laboratoris
italians, també hi van participar laboratoris clinics i forenses d’arreu del moén,

pertanyents a la Society of Hair Testing (SoHT) (n=21).

3.2.3. Accions especifiques realitzades en els exercicis

interlaboratori

En els exercicis interlaboratori es van dur a terme una série d’accions

especifiques que es detallen a continuacioé.

Per estudiar la influencia, en els resultats, del tipus de mostra de cabell de la
qual es pattia per realitzar ’analisi (tallada o polvoritzada), a ’exercici portat a
terme l'any 2004 (exercici 5), es van enviar, com a mostres independents,
dues aliquotes de la mateixa mostra, una d’elles polvoritzada (S§58) i 'altra

tallada en segments de pocs mil limetres de llargada (559).

Per comparar la qualitat dels resultats obtinguts entre laboratoris no experts 1
laboratoris experts, a lexercici del 2005 (exercici 6) hi van participar
laboratoris de la SOHT (laboratoris experts), a més dels laboratoris italians

(no experts).

Per concixer si la qualitat de les analisis millorava al llarg de la realitzacié dels
exercicis, es van portar a terme dues accions especifiques. Per una banda, en
Pexercici realitzat 'any 2003 (exercici 4), es va tornar a enviar la mostra

enviada en el primer exercici (S46=S11) i es van comparar els resultats
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informats. Per altra banda, en els tres exercicis realitzats I'any 2006 (exercicis
7,819) es va enviar la mateixa mostra, a la vegada que es van portar a terme
diferents accions educatives enfocades a millorar la qualitat dels resultats. Els
laboratoris que van participar en els tres exercicis van ser els mateixos. En el
primer exercici (exercici 7), es va enviar la mostra i es va indicar als
laboratoris que Ianalitzessin utilitzant les metodologies que empraven
rutinariament en el seu laboratori. En el segon exercici (exercici 8), els
laboratoris van tornar a rebre la mateixa mostra, pero en aquest cas se’ls van
fer una serie de recomanacions dels procediments a utilitzar per a I'analisi
d’opiacis, cocaina, amfetamines i cannabinoids en cabell, 1 se’ls van enviar
mostres reals de composicié coneguda. Els procediments contenien
informacié de com preparar la mostra (rentat, quantitat de cabell a analitzar,
patrons interns), de les mostres de control a utilitzar (nombre, concentracié i
preparacié), de com analitzar les mostres (digestié del cabell, extraccio,
derivatitzacié 1 analisi instrumental), de l'avaluacié i interpretacié dels
resultats 1 de les concentracions de tall recomanades. Després del segon
exercici, es va realitzar una reunié amb els laboratoris participants per posar
en comu els resultats obtinguts i per resoldre qualsevol problema sorgit en
I'aplicacié dels procediments enviats i en la interpretacié dels resultats
obtinguts. En el tercer exercici (exercici 9), es va enviar la mateixa mostra per
a que els laboratoris I'analitzessin amb les noves metodologies que havien
desenvolupat i es va realitzar ’avaluacié final dels laboratoris. En cap dels

exercicis, els laboratoris sabien que es tractava de la mateixa mostra.

3.2.4. Avaluaci6 dels resultats qualitatius i quantitatius

dels laboratoris participants

Es van avaluar els resultats qualitatius i quantitatius informats pels laboratoris
participants tenint el compte els resultats trobats pels laboratoris de

referéncia.
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Els resultats qualitatius (determinacié de la preséncia o abséncia d’una

substancia) es van avaluar identificant els resultats falsos negatius 1 els

resultats falsos positius informats pels laboratotis.

Els resultats quantitatius informats per cada laboratori es van avaluar

calculant el valor de z-score:

z-score = (Xi-w) / o

On X; és el resultat obtingut pel laboratori participant, p és el valor assignat
per a la substancia estudiada i 6 és la variabilitat acceptable. En els diferents
exercicis, es van utilitzar diferents criteris per establir aquests dos parametres.
En els exercicis del 2002 i 2003, es va utilitzar la mitjana i la desviacié
estandard dels resultats dels laboratoris de referencia, com a valor assignat i

com a variabilitat acceptable, respectivament.

Donat que els valors de z-scote calculats d’aquesta manera eren dependents
dels resultats dels laboratoris de referencia, als exercicis del 2004 i 2005 es va
utilitzar, com a variabilitat acceptable, una desviacié estandard relativa (o)
calculada a partir del model de precisié de Horwitz (Horwitz et al., 1980;
Horwitz 1 Albert, 1997). Horwitz va definir una equacié que relaciona la
concentracié d’analit a la mostra amb la dispersié dels resultats que es pot

esperar en un exercici interlaboratori:

%%RSDorgit, = 2 (1-0.5%I0g0)
On %RSD és la desviaci6 estandard relativa i C és la concentracié de I'analit
expressada com a fraccié decimal o potencia de 10. Aquesta equaci6 indica

que el %0RSDrori: només depen de la concentracid, per tant, és totalment

independent de la naturalesa de l'analit i del procediment analitic utilitzat.
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Com a valor assignat, es va utilitzar la mitjana dels resultats informats pels
laboratoris de referencia, pero calculant la mitjana robusta d’aquests resultats,
per tal de donar menys pes en el calcul als valors més allunyats de la resta
(Analytical Methods Commitee, Royal Society of Chemistry, 1898a 1 1989b).
Els parametres robustos es van calcular seguint la guia International Standard
ISO 13528:2005. Statistical methods for use in proficiency testing by interlaboratori
comparisons ISO, 2005a).

Finalment, en els exercicis de lany 20006, es van avaluar els resultats
quantitatius mesurant dos valors de z-score diferents: un es va calcular
utilitzant, com a valor assignat, la mitjana robusta dels resultats dels
laboratoris participants i, com a variabilitat acceptable, la desviaci6 estandard
relativa calculada amb I'equacié de Horwitz. L’altre valor de z-score es va
calcular utilitzant la mitjana i la desviacié estandard robustes dels laboratoris
participants. El criteri que es va seguir per avaluar els resultats quantitatius en

base al valor de z-score obtingut va ser: resultats satisfactoris quan |z|<2,

resultats dubtosos quan 2<|z| <3 i resultats no satisfactoris quan |z|23.

Per cadascun dels exercicis, es va mesurar la dispersié de tots els resultats

quantitatius informats, calculant el coeficient de variacié (CV%).

En els exercicis portats a terme 'any 2006, també es va mesurar I'exactitud
dels resultats informats pels laboratoris, calculant error relatiu (ERR%) de la
mitjana dels laboratotis participants respecte a la mitjana dels laboratoris de

referéncia.

Per tal d’avaluar si s’havia produit millora al llarg de la participacié en els
exercicis, es van comparar els resultats de la mostra S11 (exercici 1, any 2002)
i la mostra S46 (exercici 4, any 2003). Es va desenvolupar un sistema de

puntuaci6 de laboratoris basat en els resultats de z-score obtinguts. Els valors
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entre 011, es van puntuar com a 1; els valors entre 11 2, com a 2; els valors
entre 2 1 3, com a 3; els valors més alts de 3, com a 4. Les puntuacions
obtingudes pels laboratoris per cadascuna de les substancies es van sumar i

es van comparar els resultats.

En Texercici 5 (any 2004), per comparar els resultats informats pels
laboratoris en les mostres S58 1 S59 (mostres idéntiques pero una
polvoritzada i D'altra tallada en petits segments), es va aplicar el test no
parameétric de Wilcoxon (x=5%) utilitzant el paquet estadistic SPSS 12.0
(SPSS, Inc., Chicago, 1L). Es van comparar només els resultats d’aquells
laboratoris que havien informat valors quantitatius per ambdues mostres: es
van comparar els resultats de 17 laboratoris per cocaina, de 16 per morfina,

de 15 per benzoilecgonina, de 13 per 6-monoacetil morfina i 8 per codeina.

En Texercici 6 (any 2005), per comparar els resultats dels laboratoris del
programa HAIRVEQ 1 dels laboratoris de la SoHT, informats per 3,4-
metilendioximetamfetamina 1 3,4-metilendioxiamfetamina en S611 i per
cocaina 1 benzoilecgonina en S612, es va utilitzar el test no parametric U de
Mann-Whitney utilitzant el paquet estadistic SPSS 12.0 (SPSS, Inc., Chicago,
IL).
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3.3. RESULTATS

Els resultats obtinguts en els diferents exercicis es descriuen en les segiients

publicacions:

S. Pichini, M. Ventura, M. Pujadas, R. Ventura, M. Pellegrini, P. Zuccaro, R.
Pacifici, R. de la Torre. HAIRVEQ: an external quality control scheme for
drugs of abuse analysis in hair. Forensic Sci Int. 2004;145(2-3):109-115.

M. Ventura, S. Pichini, M. Pujadas, R. Ventura, R. Di Giovannandrea, P.
Zuccaro, R. Pacifici, K. Langohr, C. Jurado, R. de la Torre. Four Years’
Experience in External Proficiency Testing Programs for Hair Testing of
Drugs of Abuse in Italy (HAIRVEQ) and comparison with the Society of
Hair Testing Program in 2005. Ther Drug Monit. 2007;29(1):11-19.

M. Ventura, C. Stramesi, S. Pichini, R. Ventura, M. Pujadas, R. Di
Giovannandrea, P. Zuccaro, R. Pacifici, K. Langohr, R. de la Torre.
HAIRVEQ 2006: Evolution of laboratories’ performance after different

educational actions. Forensic Sci Int. 2008;176(1):2-8.
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Pichini S, Ventura M, Pujadas M, Ventura R, Pellegrini M, Zuccaro P,
Pacifici R, de la Torre R. HAIRVEQ: an external quality control scheme

for drugs of abuse analysis in hair. Forensic Sci Int. 2004;145(2-3):109-
115.
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Evolution of laboratories’ performance after different educational actions.

Forensic Sci Int. 2008;176(1):2-8.
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3.4. DISCUSSIO

Material d’assaig utilitzat en els exercicis interlaboratori

Per poder realitzar exercicis interlaboratori, és important disposar de material
d’assaig que sigui representatiu, en quant al tipus i a la concentracié de
drogues 1 metabolits que es poden trobar en mostres reals, que sigui
homogeni i que sigui estable. Per tal d’aconseguir-ho, la millor opcié és
utilitzar mostres reals: mostres cliniques procedents d’estudis d’excreci6é en
voluntaris sans, o bé mostres procedents de consumidors de les drogues.
Una alternativa és preparar mostres carregades que siguin representatives de
mostres reals, que es preparen addicionant quantitats conegudes de droga
sobre matriu blanca (que no conté la droga). Pero, en el cas del cabell, aquest
opcié no és la recomanada donat que no es pot assegurar que les drogues
s’incorporin al cabell igual com si es tractés de mostres reals (Sniegoski i
Welch, 1996; SoHT, 2004). En el programa HAIRVEQ), en tots els exercicis
es van utilitzar mostres reals procedents de consumidors de drogues, de la
mateixa manera que a la resta d’exercicis interlaboratori de drogues d’abis en
cabell (Kintz, 1995; Sniegoski i Welch, 1996; Kintz i Cirimele, 1997; Sachs,
1997; Deveaux et al., 2000; Montagna et al., 2002; Jurado i Sachs, 2003).

Una altra caracteristica que ha de complir el material d’assaig és que sigui
suficientment homogeni per a cada analit, pet a que les mostres que s’enviin
als laboratoris no difereixin significativament en les concentracions. En el
programa HAIRVEQ, 'homogeneitat de cadascuna de les mostres va ser
avaluada pels quatre laboratoris de referencia, tal i com s’havia realitzat en els
exercicis interlaboratori en cabell portats a terme per la SOHT (Sachs, 1997;
Jurado 1 Sachs, 2003). En el nostre cas, es va establir que el coeficient de
variaci6é dels resultats obtinguts pels laboratoris de referéncia fos al voltant

del 20% (en ng/mg de cabell). En alguns casos, pero, es van acceptar
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coeficients de variacié superiors, donat que I'aplicacié de metodes d’analisi
diferents per part dels laboratoris de referencia i la baixa concentracid
d’alguns dels analits presents a les mostres, podia explicar un augment de
dispersi6 en els resultats (Kintz, 1995; Sniegoski i Welch, 1996; Deveaux et
al., 2000; Montagna et al., 2002; Jurado i Sachs, 2003).

Un dels avantatges de la utilitzacié del cabell per a Ianalisi és Ielevada
estabilitat de les drogues en ell (Welch et al., 1993; Kintz, 2004a; Pragst i
Balikova, 2006; Kronstrand i Druid, 2007). Els factors que poden afectar a
Pestabilitat de les drogues en el cabell sén els tractaments cosmetics,
Iexposici6 a  condicions ambientals extremes, les condicions
d’emmagatzematge inadequades o bé el dany sever del cabell (Potsch i
Skopp, 1996; Jurado et al., 1997; Skopp et al.,1997). En el nostre cas, les
mostres es van preparar, enviar als laboratoris de referéncia i es van
conservar protegides de la llum i a temperatura ambient, fins el seu
enviament als laboratoris participants, tal i com recomana la SOHT (SoHT,

2004).

Un altre aspecte que cal considerar en el cas del cabell és que, per poder
realitzar P'analisi, abans és necessari fragmentar-lo. Els laboratoris poden
tallar-lo en segments de pocs mil limetres de llargada o bé tallar-lo i
posteriorment polvoritzar-lo utilitzant un molinet de boles. Per tant, la
mostra de partida per a la realitzacié de P'analisi pot ser cabell tallat o bé
cabell polvoritzat. Fins I’any 2004, totes les mostres enviades en el programa
HAIRVEQ havien estat mostres polvoritzades. A la resta d’exercicis
intetlaboratori de drogues en cabell, s’havien utilitzat tant mostres de cabell
polvoritzades (Kintz, 1995; Kintz i Cirimele, 1997; Sachs, 1997; Deveaux et
al, 2000) com tallades en petits segments (Sniegoski i Welch, 1996;
Montagna et al., 2002; Jurado i Sachs, 2003). Polvoritzar les mostres, pero,

presenta un desavantatge enfront a utilitzar mostres tallades en petits
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fragments: la neteja del molinet de boles utilitzat per polvoritzar les mostres
és molt laboriosa i, moltes vegades, no s’aconsegueix netejar-lo
completament. Aixd pot provocar que es produeixi contaminacié entre les
mostres. Per tant, si els resultats no depenguessin del tipus de mostra del
qual es parteix per realitzar ’analisi, es podria utilitzar sempre cabell tallat en
petits fragments, evitant aix{ la possible contaminacié entre mostres per
aquest factor. Fins el moment, perd, no hi havia cap treball publicat on
s’hagués estudiat aquest problema. Per aixo, en I'exercici realitzat 'any 2004,
es van enviar, com a mostres independents, dues aliquotes de la mateixa
mostra, una polvoritzada (858) i I’altra tallada en segments petits (S59) i es
van comparar els resultats obtinguts. Comparant els resultats qualitatius, no
es van trobar diferéncies importants entre ambdues mostres: en la S58 es van
informar un total de 15 resultats erronis (15 falsos negatius) i en la S59, un

total de 17 resultats erronis (16 falsos negatius i 1 fals positiu).

Respecte als resultats quantitatius, es van comparar els resultats individuals
informats per cadascuna de les substancies, utilitzant el test no parametric de
Wilcoxon (x=5%). Per a cadascun dels analits només es van tenir en compte
els valors quantitatius informats pels laboratoris que havien analitzat
ambdues mostres. Per cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetil morfina i
morfina no es van trobar diferéncies, estadisticament significatives, entre els
resultats quantitatius informats per les dues mostres. Només per a codeina es
van trobar diferéncies, probablement degudes a la baixa concentracié de
codeina a les mostres (0.4£0.1 ng/mg a S58 1 0.4£0.2 ng/mg a S59) i a que
es disposava de pocs valors. Per tant, es pot concloure que la qualitat dels
resultats analitics no depen del tipus de mostra de cabell de la qual es patteix
1 que, per tant, ambdoés tipus poden ser utilitzats com a material d’assaig en

exercicis interlaboratori.
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Pel que fa referencia al material d’assaig, s’ha conclos que la
qualitat dels resultats analitics no depén del tipus de mostra
de cabell de la qual es parteix per realitzar ’analisi i que, per
tant, el cabell tallat en petits fragments i el cabell polvoritzat
poden ser utilitzats indistintament com a material d’assaig en

exercicis interlaboratori.

Qualitat dels resultats analitics des d’un punt de vista qualitatiu

Durant tots els exercicis del programa HAIRVEQ es van informar un elevat
nombre de resultats falsos negatius i falsos positius. En els primers exercicis,
realitzats en els anys 2002 i 2003, un 82% dels laboratoris van informar 74
errors: 40 falsos negatius i 34 falsos positius (veure Taula 3.2). En els
exercicis posteriors, el nombre d’errors i el percentatge de laboratoris que els
van informar va ser inferior. En els dltims exercicis realitzats, ’any 2006, 13
laboratoris (41%) van informar 26 errors per les tres mostres avaluades: 19
falsos negatius 1 7 falsos positius. Tot i que el nombre i la composicié de les
mostres que es van analitzar en els diferents exercicis sén diferents, al llarg de
la participacié en el Programa HAIRVEQ es va produir una disminuci6 en el
nombre d’errors i també en el percentatge de laboratoris que els van
informar. Per tant, la qualitat dels resultats dels laboratoris participants va

millorar de forma significativa.
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Taula 3.2. Exercicis realitzats en el programa HAIRVEQ. Composicié

qualitativa i errors qualitatius informats pels laboratoris.

a N %
Aa Eb  Mc COMPOSICIO FNd FPe
LABf LABs
1 S11  6MAM, MOR, COD, MET, COC, BZE 6 4
5 S22 6MAM, MOR, COD, MET, COC, BZE 2 3
2002 S23 - 13
3 S34  6MAM, MOR, COD, MET, COC, BZE 5 1 19 82%
S35 MDMA, MDA, COC, BZE 24 4
S46  6MAM, MOR, COD, MET, COC, BZE 3 1
2003 4
S47 - - 8
S58  6MAM, MOR, COD, MET, COC, BZE 15 0
2004 5 11 42%
S59  6MAM, MOR, COD, MET, COC, BZE 16 1
S610 - - 9
2005 6 S611  MDMA, MDA 7 18 13 50%
S612  COC, BZE, THC, THCCOOH 5 8
7 S13 10 1
2006 8 S15  6MAM, MOR, COD, MET, COC, BZE 4 1 13 41%
9 S19 5 5
a Any
b Exercici
¢ Mostres

d Nombre de falsos negatius
¢ Nombre de falsos positius
£ Nombre de laboratoris que van informar resultats falsos negatius o falsos positius

g Percentatge de laboratoris que van informar resultats falsos negatius o falsos positius

6MAM: 6-monoacetil motfina, MOR: mortfina, COD: codeina, MET: metadona, COC:
cocaina, BZE: benzoilecgonina, MDMA: 34-metilendioximetamfetamina, MDA: 3,4-
metilendioxiamfetamina, THC: A%tetrahidrocannabinol, THCCOOH: Acid 11-Notr-A?-
tetrahidrocannabinol-9-carboxilic.

La majoria de falsos negatius van ser informats en aquelles mostres en que

els analits estaven presents en concentracions baixes, tot 1 que en tots els

casos, excepte per a MDA a les mostres S35 1 S611, les concentracions

estaven per sobre dels limits de quantificacié recomanats per la SoHT
(SoHT, 2004) i de les concentracions de tall proposades pel SAMHSA
(SAMHSA, 2004; Bush, 2008).
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Respecte als falsos positius, en tots els exercicis es va observar que la majoria
eren informats per a les mostres blanc, que no contenien cap droga d’abus.
Comparant les tres mostres blanc analitzades al llarg del programa
HAIRVEQ, la S23 analitzada I'any 2002, la S47 analitzada el 2003 i la S610
analitzada el 2005, el nombre de falsos positius i el percentatge de laboratoris
que els van informar va disminuir al llarg dels anys: 13 i 8 falsos positius van
ser informats en la S23 i en la S47, respectivament, pel 22% dels laboratoris i

9 falsos positius van ser informats per I'11% de laboratoris a la S610.

Taula 3.3. Exercicis del programa HAIRVEQ realitzat juntament amb el
programa de la SOHT. Composicié qualitativa i errors qualitatius informats

per ambdos grups de laboratoris.

N %
ANY E» Mb  COMPOSICIO FNe¢ FPd
LABe LABf
HAIRVEQ laboratoris
S610 - - 9
2005 6 S611 MDMA, MDA 7 18 13 50%
S612 COC, BZE, THC, THCCOOH 5 8
SoHT laboratoris
S610 - _
2005 6 S611 MDMA, MDA 1 4 3 18%
S612 COC, BZE, THC, THCCOOH 0
2 Exercici
b Mostres
¢ Nombre de falsos negatius
d

Nombre de falsos positius
Nombre de laboratoris que van informar resultats falsos negatius o falsos positius
- Percentatge de laboratoris que van informar resultats falsos negatius o falsos positius

o

COC: cocaina, BZE: benzoilecgonina, MDMA: 3,4-metilendioximetamfetamina, MDA: 3,4-
metilendioxiamfetamina, THC: A%-tetrahidrocannabinol, THCCOOH: Acid 11-Not-A°-
tetrahidrocannabinol-9-carboxilic.

Comparant els resultats obtinguts pels laboratoris del programa HAIRVEQ 1
els del programa de la SoHT a lexercici de 'any 2005 (Taula 3.3), els
laboratoris del HAIRVEQ van informar molts més resultats erronis, tant

falsos positius com falsos negatius i el percentatge de laboratoris que ho van
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informar va ser molt més alt: 13 laboratoris del HAIRVEQ (50%) enfront a
3 laboratoris de la SoHT (18%). Comparant les metodologies emprades per
ambdos grups de laboratoris, no es van observar difereéncies importants pel
que fa referencia a la digestié del cabell, a la purificacié dels extractes i a
Panalisi instrumental. Unicament en aquest ultim cas, alguns laboratoris del
programa HAIRVEQ van utilitzar metodologies no recomanades per a
Panalisi de drogues en cabell, metodologies que utilitzaven un sistema de
detecci6é diferent a Pespectrometria de masses, com per exemple, deteccid
ultravioleta. El fet de no observar grans diferéncies entre les metodologies
utilitzades entre ambdés grups de laboratoris, posa de manifest que els
resultats qualitatius erronis informats pels laboratoris del programa
HAIRVEQ estaven relacionats principalment amb la mala aplicacié de la

metodologia (manca de validacio) i en la interpretaci6 erronia dels resultats.

Pel que fa referencia als resultats de tipus qualitatiu, al llarg
de la participacio en el HAIRVEQ s’ha produit una reduccio
en el nombre d’errors i en el percentatge de laboratoris que els
informen. Els errors informats estan relacionats amb
Paplicaci6 de metodologies que no han estat validades en
termes de sensibilitat i especificitat per a ’analisi de drogues
en cabell, amb la utilitzaci6 de técniques d’analisi amb
sistemes de detecci6 diferents a ’espectrometria de masses i

amb la interpretacié erronia dels resultats analitics.
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Qualitat dels resultats analitics des d’un punt de vista

quantitatiu

Al voltant d’un 60% dels laboratoris van informar resultats quantitatius per a
la majoria de les substancies en els diferents exercicis del programa

HAIRVEQ realitzats.

La dispersié (mesurada pel CV%) dels resultats quantitatius va ser alta al llarg
de tots els exercicis del programa HAIRVEQ. En molts casos, es van obtenir
CV% superiors al 70%. Donat que entre els resultats informats pels
laboratoris participants es van detectar valors aberrants (valors molt allunyats
de la majoria de resultats) i aquests resultats provocaven un augment
important de la dispersi6, en els exercicis realitzats 'any 20006, es va voler
minimitzar Pefecte d’aquests valors aberrants utilitzant la mitjana 1 desviacié
estandard robusta per calcular el CV%. L’estadistica robusta no elimina els
valors aberrants pero els dona menys pes en el calcul (Analytical Methods
Commitee, Royal Society of Chemistry, 1898a 1 1989b). En aquests exercicis,
per la majoria d’analits, es van obtenir CV% més baixos que per la resta
d’exercicis del HAIRVEQ i similars als trobats en altres programes de
control de qualitat d’analisi de drogues en cabell (Sachs, 1997; Jurado i Sachs,
2003).

En Pexercici realitzat any 2005, juntament amb la SoHT, gairebé per a tots
els analits, la dispersi6 dels resultats va ser més alta en els resultats informats
pels laboratoris del programa HAIRVEQ que en els informats pels
laboratoris de la SoHT, tot i que no es van trobar diferencies estadisticament

significatives entre les medianes d’ambdds grups.

Pel que fa referencia a la dificultat d’analisi de les diferents drogues i els seus

metabolits, en el programa HAIRVEQ es va observar que, en sis de les nou
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mostres de MOR/6MAM enviades i en vuit de les onze mostres de
BZE/COC analitzades, la dispersié dels resultats informats pels metabolits
era supetior a la dispersié dels resultats informats per les drogues inalterades.
Aquest fet, que ja va ser observat per Sachs en un dels exercicis realitzats per
la SoOHT (Sachs, 1997), sembla indicar que els metabolits no es poden
determinar amb la mateixa precisié que les drogues. Una possible explicacio
podria ser que els metabolits es troben en cabell a concentracions més baixes
que les drogues i tenen una naturalesa més hidrofila. Aixo dificulta la seva

analisi, provocant un augment de dispersi6 en els resultats informats.

En els programes en cabell realitzats fins el moment, només s’havia avaluat la
dispersié conjunta de tots els resultats quantitatius informats pels laboratoris
participants, mitjancant el calcul del CV% o del rang de resultats informats
(Kintz, 1995; Kintz 1 Cirimele, 1997; Sachs, 1997; Deveaux et al., 2000;
Montagna et al., 2002; Jurado i Sachs, 2003). En el programa HAIRVEQ, a
part d’avaluar la dispersié conjunta de tots els resultats, es va realitzar una
avaluacié individual de cadascun dels resultats quantitatius informats pels
laboratoris, a través del calcul del valor de z-score. D’aquesta manera, cada
laboratori va poder coneixer la desviacié del seu resultat respecte al valor
assignat. Per poder calcular aquest valor, és necessari establir un valor
assignat per I'analit estudiat, aix{ com la variabilitat acceptable per a 'assaig.
Aquests valors es poden establir de diferents maneres (ISO, 2005a). Respecte
al valor assignat, en el cas del programa HAIRVEQ), es va utilitzar la mitjana
dels resultats informats pels laboratoris de referéncia (valor consens de
laboratoris experts) o bé la mitjana robusta dels laboratoris participants,
donat que en cabell no és recomanable utilitzar mostres carregades i, pet
tant, no podem disposar de cap concentracié teorica. Respecte a la
variabilitat acceptable per a I’assaig, en el programa HAIRVEQ es va utilitzar
la desviacié estandard dels laboratoris de referéncia, la desviacié estandard

robusta dels laboratoris participants o bé la desviacié estandard relativa
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calculada a partir del model de precisié de Horwitz, depenent de I'exercici. El
fet de no haver usat un valor fix de variabilitat acceptable (per exemple,
desviacié estandard relativa de Horwitz) per calcular el valor z-score en els
diferents exercicis, no permet utilitzar el percentatge de resultats satisfactoris,
basat en z-score, per realitzar un seguiment global de la qualitat dels resultats
quantitatius des de Dinici al final del programa HAIRVEQ. El que si es va
poder observar és que la qualitat dels resultats millorava amb el temps de
participacié en el programa, mitjancant la comparacié de resultats de les
mostres S46 (exercici 4, 2003) 1 S11 (exercici 1, 2002) en 6 laboratoris que
van participar en els dos exercicis, usant el sistema de puntuacié de
laboratoris basat en z-score descrit a lapartat 3.2.4 (veure Figura 1 de

Particle Pichini et al., 2004; pagina 65).

Pel que fa referéncia als resultats de tipus quantitatiu, al llarg
de la participacié en el HAIRVEQ la dispersi6 de resultats és
alta, tot i que en els exercicis realitzats I’any 2006 s’observa
una disminucié dels CV% respecte als anys anteriors i aquests
CV% so6n similars als trobats en altres programes de control de
qualitat d’analisi de drogues en cabell.

Pel que fa referencia a la dificultat d’analisi de les diferents
drogues i els seus metabolits, s’arriba a la conclusié que els
metabolits es poden determinar amb menys precisié que les

drogues inalterades.
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Accions educatives realitzades per corregir les fonts d’error

detectades

En el programa HAIRVEQ es van realitzar diferents accions educatives

dirigides a corregir les fonts d’error detectades.

En els exercicis realitzats els anys 2002 i 2003, es va enviar als laboratoris
informacié sobre les metodologies proposades per a l'analisi de drogues
d’abus en cabell (Pichini et al, 1999), juntament amb mostres reals de
composicié coneguda, per tal d’ajudar-los a desenvolupar i implementar la
metodologia idonia per a cada grup de compostos. També es van enviar
patrons metanolics de les substancies problema i dels seus analegs deuterats,
aquests ultims amb la finalitat que els laboratoris els utilitzessin com a

estandard interns en el procediment d’analisi de la mostra.

Després d’aquests exercicis, es va observar que molts dels laboratoris del
programa HAIRVEQ no eren capagos d’analitzar correctament drogues en
cabell. Els resultats obtinguts van suggerir que els errors podien explicar-se
per l'aplicacié de metodologies que no havien estat validades en termes de
sensibilitat i especificitat per a I’analisi de drogues en cabell, per la utilitzaci6
de concentracions de tall no adequades per aquest tipus d’analisi o bé per la
utilitzacié de tecniques d’analisi amb sistemes de deteccié diferents a

I’espectrometria de masses.

En base a aquests resultats, en els exercicis realitzats el 2004 1 2005, es van
tornar a enviar, als laboratoris, solucions metanoliques de les substancies
problema i dels seus analegs deuterats, juntament amb els procediments
proposats per a P'analisi de drogues en cabell, recomanant la seva validacié
tenint en compte els requeriments de l'analisi de drogues en cabell, i

aconsellant el seu us als laboratoris per tal de millorar els resultats de les
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analisis. Els resultats obtinguts en aquests exercicis, que incloien la
comparaci6 dels procediments i resultats entre els laboratoris del programa
HAIRVEQ 1 els del programa de la SoHT, van reforcar la idea que les
metodologies usades en els laboratoris del programa HAIRVEQ no havien
estat previament validades per comprovar que funcionaven correctament en
el propi laboratori 1 va mostrar que les fonts d’error es trobaven tant en la
preparacié i analisi de la mostra com en I'avaluacié dels resultats analitics.
Donat que, després d’aquests exercicis, pocs laboratoris del programa
HAIRVEQ van demostrar ser capagos de realitzar correctament I’analisi de
drogues en cabell, tant qualitatiu com quantitatiu, els tres exercicis de I'any
2006 es van programar incloent una serie d’accions especifiques per tal

d’ajudar a millorar la qualitat dels resultats.

En els tres exercicis de I'any 20006, es va enviar la mateixa mostra i es va
avaluar la qualitat dels resultats després de portar a terme diferents accions
educatives. En el primer exercici es va demanar als laboratoris que
analitzessin la mostra aplicant les metodologies que estaven utilitzant
rutinariament; en el segon exercici es va demanar que I'analitzessin utilitzant
uns procediments recomanats i, en el tercer, es va demanar que utilitzessin
els procediments que empraven en aquell moment per a 'analisi de mostres
de rutina, que haurien de ser els mectodes suggerits validats seguint les
recomanacions enviades. Entre el segon i el tercer exercici, es va realitzar una
reunié on es va recalcar als laboratoris la importancia de seguir els
procediments recomanats i la importancia de validar-los abans d’utilitzar-los

rutinariament.

Respecte als resultats qualitatius, del primer al segon exercici (després
d’enviar procediments recomanats), es va observar una reducci6 de gairebé el
50% del nombre d’errors i dels laboratoris que els van informar. Perd en el

tercer exercici el nombre d’errors va tornar a augmentar, sobretot en el cas
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dels falsos positius. Cal tenir en compte, pero, que dels 5 falsos positius, 3

van ser informats pel mateix laboratori.

Respecte als resultats quantitatius, la dispersié va ser alta en els tres exercicis,
pero del primer al tercer exercici es va observar una petita millora per alguns
analits (morfina, metadona, cocaina i benzoilecgonina) i I'exactitud dels
resultats, mesurada per ERR%, va millorar del primer al tercer exercici, pero
només per 6-monoacetil morfina i per cocaina. Per tant, després de les
accions realitzades I'any 2000, els resultats des d’un punt de vista qualitatiu
van millorar per la majoria de laboratoris i, respecte als resultats quantitatius,
la dispersié va continuar sent alta, tot i que els CV% van millorar respecte als

observats en els exercicis anteriors.

En base als resultats obtinguts i després de la reuni6 realitzada amb els
laboratoris entre el segon i el tercer exercici, es va reforcar la idea que les
fonts d’error estaven relacionades amb els segiients aspectes:

e Processament incorrecte de la mostra, com per exemple, la no
utilitzacié d’estandard intern o bé la no utilitzacié de corbes de
calibratge per quantificar les substancies.

e Utilitzacié6 de técniques d’analisi no adequades per a I'analisi de
drogues en cabell, com per exemple, la utilitzacié de cromatografia
liquida o cromatografia de gasos no acoblada a espectrometria de
masses (per exemple, cromatografia liquida acoblada a detectors
ultraviolat).

e Manca d’una validacié adequada de les metodologies en termes de
sensibilitat 1 especificitat.

e Avaluaci6 incorrecta dels resultats, com per exemple, la utilitzaci6é de
concentracions de tall diferents a les recomanades per a I'analisi de
drogues en cabell i la interpretacié incorrecta dels resultats obtinguts

per espectrornetria de masses.
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El programa HAIRVEQ ha estat 1til, no només per avaluar la
qualitat dels resultats informats pels laboratoris, siné també
per identificar les fonts d’error i coneixer les eines que era
necessari desenvolupar per ajudar als laboratoris a millorar la

qualitat dels seus resultats analitics.

Després de cinc anys de participaci6 en el programa
HAIRVEQ, hi ha laboratoris que informen molts errors de
tipus qualitatiu i amb una dispersié de resultats elevada. Tot i
haver identificat les fonts, hi ha errors que no es corregeixen,
probablement degut a la manca de recursos dels laboratoris,
com per exemple, per adquirir instrumentacié adequada o bé

per formar al personal.
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41. DESENVOLUPAMENT DE METODOLOGIA
ANALITICA

4.1.1. Introducci6

Una part de la tesi ha consistit en conéixer 1 assegurar la qualitat dels resultats
analitics obtinguts pels laboratoris que analitzen drogues d’abus en fluid oral.
Aix0 s’ha fet a través de 'organitzacié d’exercicis interlaboratori 1 per poder
dur-los a terme ha estat necessari realitzar estudis per desenvolupar materials

d’assaig adequats.

Les primeres drogues estudiades en fluid oral van ser amfetamina,
metamfetamina, 3,4-metilendioximetamfetamina, 3,4-
metilendioxiamfetamina, 6-monoacetil morfina, morfina, codeina, cocaina i

benzoilecgonina.

Per poder realitzar tots els estudis calia disposar de métodes que permetessin
identificar 1 quantificar aquestes drogues en fluid oral. Respecte a les
amfetamines 1 metilendioxi derivats disposavem d’un mectode analitic
(Navarro et al., 2001), pero, per a 'analisi de la resta de compostos, en aquell
moment no es disposava de cap metode. Per aixo es va desenvolupar i
validar un meétode que permetés la identificacié 1 quantificacié de 6-
monoacetil morfina, morfina, codeina, cocaina i benzoilecgonina en fluid

oral.
Per desenvolupar una metodologia per a la deteccié de drogues en fluid oral,

cal tenir en compte el volum limitat de mostra de la qual es disposa (1-3 mL)

1 els requeriments de sensibilitat, ja que les concentracions de les drogues en
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fluid oral sén similars a les que es poden trobar en plasma pero almenys un

ordre de magnitud més baixes que les que es poden trobar a 'orina.

Les tecniques cromatografiques acoblades a espectrometria de masses sén les
tecniques recomanades per a la quantificacié de drogues en matrius
biologiques. De fet, en els dltims anys havien estat publicats diversos
metodes que utilitzaven tant cromatografia de gasos com cromatografia
liquida acoblada a espectrometria de masses (Mortier et al., 2002; Gunnar et

al., 2005; Wood et al., 2005; Wylie et al., 2005a).

En aquest capitol es descriu el desenvolupament i la validacié d’'un metode
analitic per identificar 1 quantificar 6-monoacetil morfina, morfina, codeina,
cocaina i benzoilecgonina en fluid oral utilitzant cromatografia de gasos
acoblada a espectrometria de masses. La idoneitat del métode analitic es va
comprovar analitzant mostres reals procedents d’un estudi d’excrecié de
codeina realitzat en dos voluntaris i analitzant mostres de pacients
consumidors de drogues d’abus. Tots els resultats es presenten en aquest
capitol i també estan recollits en un poster cientific que va ser presentat al
XXV Congreso Sociedad Espaiiola de Bioguimica Clinica y Patologia Molecular”
(Bilbao, 20006). El poster s’inclou com Annex 1 d’aquesta tesi.

4.1.2. Material i métodes

4.1.2.1. Solucions de referéncia

Les solucions mare de cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetil morfina,
morfina i codeina van ser preparades amb metanol a una concentracié d’1
mg/mL. Les solucions de cocaina i motfina procedien d’Alcaliber S.A.
(Madrid, Espanya), les solucions de benzoilecgonina i 6-monoacetil morfina

procedien de Cerilliant (Austin, Texas, USA) i la de codeina procedia de
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Radian (Morton Groves, Illinois, USA). Les solucions de treball de
concentraci6 de 10 pg/mL, 1 pg/mL i 0.1 ug/mL van ser preparades a partir
de la solucié mare per dilucié 1:100, 1:1000 i 1:10000, respectivament,

utilitzant metanol.

Com a patrons interns es van utilitzar els analegs deuterats dels analits. En
aquest cas, la solucié metanolica d’l mg/mL de cocaina-ds procedia de
Radian (Morton Groves, lIllinois, USA), les de benzoilecgonina-ds, 6-
monoacetil morfina-ds 1 morfina-d; procedien de Cerilliant (Austin, Texas,
USA) i la de codeina-d; procedia de Sigma - Aldrich Chemie (Steinhelm,
Alemanya). Com en el cas dels analits, la solucié de treball d’1 pg/mlL va ser

preparada per dilucié 1:1000 de la solucié mare utilitzant metanol.

La concentracié de les solucions va ser verificada per espectrofotometria

UV. Totes les solucions van ser conservades a -20 °C.

4.1.2.2. Reactius i materials

Es va utilitzar aigua desionitzada obtinguda mitjancant un sistema de
purificacié Milli-Q (MilliPore Ibeérica, S.A., Madrid, Espanya) aixi com
metanol, 2-isopropanol, amonfac, acetonitril, hidroxid de potassi, dihidrogen
fosfat de potassi i1 acid acetic glacial subministrats per la casa comercial
Merck (Darmstadt, Germany). El metanol era de qualitat HPLC
(cromatografia liquida d’alta eficacia) i la resta de reactius eren de qualitat per
a analisi. A més, es va utilitzar cloroform de qualitat HPLC de la casa
Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, Espanya) i N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida amb 1% de trimetilclorosila (BSTFA 1%

TMCS) proporcionat per Sigma - Aldrich Chemie (Steinhelm, Alemanya).

109



Analisi de drogues d’abus en fluid oral

Els materials 1 equips auxiliars necessaris van ser: una centrifuga (P-Selecta,
model Meditronic BL-S, Abrera, HEspanya), una centrifuga refrigerada (P-
Selecta, model Macrofriger BL, Abrera, Espanya), un bany sec (P-Selecta,
model 0435941, Abrera, Espanya), un extractor solid-liquid (Supelco -
Sigma-Aldrich Corporation, model Visiprep 24, Steinhelm, Alemanya), un
evaporador de corrent de nitrogen Turbo-Vap LV (Zymarck corporation,
Hopkinton, Ma, Estats Units), una estufa de buit amb P,Os / KOH
(Gallenkamp, model OVA 031) i, per a fer Pextraccié solid-liquid, es van
utilitzar columnes Bond Elut Certify® (Vatian Sample Preparation Products,

Harbor City, CA, USA).

El tamp¢ fosfat de potassi 0.1 M pH 6.0 es va preparar dissolent 13.6 g de
dihidrogen fosfat de potassi en 1000 mL d’aigua Milli-Q i el pH es va ajustar
mitjancant una solucié d’hidroxid de potassi 1 M. El tamp6 acetat sodic 0.1
M pH 4.0 es va preparar barrejant 5.7 mL d’acid acétic glacial amb 1000 mL
d’aigua Milli-Q i el pH es va ajustar mitjancant una solucié d’hidroxid de
potassi 1M. Finalment, la solucié d’elucié utilitzada en Pextraccié solid-liquid
era una batreja de cloroform/isopropanol (80:20,v:v) que contenia amonfac

al 2%.

4.1.2.3. Preparaci6 de les mostres

A 1 mL de fluid oral, es van afegir 40 pl. d’una solucié metanolica dels
patrons interns (cocaina-d3, benzoilecgonina-d3, 6-monoacetil morfina-d3,
motfina-d3 i codeina-d3) de concentracié d’1 pg/mL. A continuacio, les
mostres van set portades a pH 6 afegint 1 mlL de tampé fosfat 0.1 M a pH 6,
homogeneitzades en un agitador vortex, centrifugades durant 5 minuts a
3500 rpm i sotmeses a una extracci6 solid-liquid, utilitzant columnes Bond
Elut Certify®. Primer es van activar i condicionar les columnes amb 2 mL de

metanol, 2 mL d’aigua Milli-Q 1 2 mL de tampé fosfat 0.1 M a pH 6. A
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continuacio es va aplicar la mostra, es van rentar les columnes amb 2 mL
d’aigua Milli-QQ, 1 mL de tampé acetat sodic 0.1 M a pH 4 1 2 mL de
metanol i es van deixar assecar durant més de 2 minuts. Seguidament, els
analits van ser eluits utilitzant 2 mL d’una barreja de cloroform/isopropanol
(80:20,v:v) que contenia amoniac al 2%. Els extractes resultants es van
evaporar a sequedat sota corrent de nitrogen en un bany d’aigua a 40°C 1
després es van col locar en una estufa de buit amb P>Os un minim de 60
minuts. Els tubs secs es van reconstituir amb 20 pl. d’acetonitril i 20 pl. de
BSTFA 1% TMCS 1 es van incubar en un bany sec a una temperatura de
60°C durant 30 minuts. Després de la incubacid, els extractes derivatitzats
van ser transferits a vials d’injeccié 1 2 pl van ser injectats al sistema

cromatografic.

4.1.2.4. Analisi instrumental

Les analisis cromatografiques es van realitzar en un cromatograf de gasos
(HP 5890A), amb un injector automatic (HP 7673A) i acoblat a un detector
d’espectrometria de masses (HP 5970) (Hewlett Packard, Palo alto, CA,
USA). Es va utilitzar una columna capil lar de silice fosa amb una fase
estacionaria de 5 % fenilmetilsilicona (12 m x 0.2 mm de diametre intern,
0.33 um de gruix de pel licula) (Agilent Technologies, California, USA). El
gas portador va ser heli a un flux d’1 mL/min (mesurat a temperatura del
forn de 180°C). El programa de temperatures del forn va ser: temperatura
inicial 100°C i, després, va anar augmentant 20°C/minut fins assolir una
temperatura de 290°C, que es va mantenir durant 5 minuts. El temps total de
’analisi per a cada mostra va ser de 14 minuts. Els extractes van ser injectats
en mode splitless. Les temperatures del bloc d’injeccié i de la interfase es van
mantenir a 280°C. Es va treballar en ionitzacié per impacte electronic (70eV)
1 amb adquisici6 en mode SIM (Monitoritzacié selectiva d’ions)

monitoritzant tres ions caracteristics per cadascun dels analits en el temps de
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retencié corresponent. Aquests tres ions es van utilitzar per identificar els
analits a les mostres (verificant la seva preséncia al temps de retencié esperat
i calculant la relaci6 entre els diferents ions) i un d’ells per a la quantificacio.

Els ions utilitzats per a cadascun dels compostos s’indiquen a Taula 4.1.

Taula 4.1. Analits, derivats analitzats, temps de retencié absolut i relatiu i

m/z dels ions utilitzats per identificar i quantificar cadascun dels analits a les

mostres.
Analit Derivat analitzat tr? trrP ] m(z n
diagnostic ©
Cocaina Cocaina 72 0.84 82,182, 303
Benzoilecgonina Benzoilecgonina-O-TMS 7.5 0.87 105, 240, 361
Morfina Mortfina-bis-O-TMS 85 099 401,414,429
Codeina Codeina-O-TMS 83 097 178,313,371
6MAM 6MAM-O-TMS 8.8 1.02 287,340, 399
Cocaina-ds Cocaina-ds 7.2 0.84 185, 306
Benzoilecgonina-d; ~ Benzoilecgonina-ds;-O-TMS 7.5  0.87 243
Motfina-ds Motfina-ds;-bis-O-TMS 8.6 1.00 432
Codeina-d; Codeina-d;-O-TMS 83 0.97 374
6MAM-d3 6MAM-d3-O-TMS 8.8  1.02 402

2 Temps de retenci6 absolut

bTemps de retencié relatiu

¢ Ions utilitzats per identificar els analits; els ions utilitzats per quantificar els analits s’indiquen
en cursiva i subratllats.

6MAM: 6-monoacetil morfina

4.1.2.5. Protocol de validacid

El métode analitic desenvolupat va ser validat. Es van avaluar els seglients
parametres:  selectivitat/especificitat, ~ contaminacié  entre  mostres,
homo/heteroscedasticitat, linealitat, limit de deteccié i quantificacio,
rendiment d’extraccid, precisié i exactitud intra-assaig, precisié i exactitud

inter-assaig i idoneitat de I'analisi d’una mostra diluida.
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La selectivitat/especificitat mesura la capacitat del meétode per determinar
inequivocament un analit en una mescla complexa sense ser interferit per
altres components que en formen part, com per exemple impureses dels
reactius o altres compostos de la propia matriu. Per avaluar la
selectivitat/especificitat del metode es van analitzar cinc mostres de fluid oral
blanc, procedents de cinc voluntaris sans que no havien estat sotmesos a cap
tractament farmacologic i es va verificar 'absencia de pics interferents en el

temps de retenci6 dels analits i dels patrons interns.

La contaminacié entre mostres es mesura per avaluar la capacitat del metode
per donar resultats d’'una mostra independentment de la mostra analitzada
anteriorment. Per avaluar la contaminacié entre mostres es va analitzar una
mostra de fluid oral blanc (sense patrons interns), just després d’una de les
mostres de calibratge de concentracié més alta i es va verificar 'absencia de

pics interferents en el temps de retenci6 dels analits i dels patrons interns.

I’homocedasticitat del procediment indica la independeéncia de la variancia
de la resposta (relacié area analit i area patrd intern als m/z corresponents)
respecte a la concentracié d’analit. Quan la variancia de la resposta depen de
la concentracid, el procediment és heterocedastic. En aquest cas, la recta de
calibratge es calcula mitjancant el métode de minims quadrats ponderats per
la inversa de la concentracié. L’homo/heteroscedasticitat del procediment es
va avaluar analitzant les mostres de calibratge per quadruplicat. Per a
cadascun dels analits, es van calcular les relacions entre les arees de 'analit i
del patré intern corresponent. Es va aplicar el test de Dixon per a un nivell
de significacié del 5% als replicats de cada concentracié, per detectar els
valors aberrants i es va avaluar el comportament de la variancia de la resposta
al llarg de la recta de calibratge utilitzant el test de Levene per a un nivell de

significacié del 5%.
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Linealitat és la demostraci6 que la relacié entre la concentracié d’analit (x) ila
resposta del metode (y) s’ajusta a una equaci6 del tipusy = a + bx,onaib
sén els parametres propis de 'equaci6é obtinguda. Per avaluar la linealitat, es
va utilitzar una recta de calibratge amb sis punts de concentracié (4, 10, 20,
40, 100 i 400 ng/mL) per a cadascun dels analits. Donat que el volum de
dissolvent organic afegit al fluid oral no podia superar el 5% del volum total
de mostra, per preparar les mostres de calibratge es va afegir el volum adient
de la solucié metanolica de treball en un tub, es va portar a sequedat sota una
corrent de Ny i, posteriorment, es va redissoldre amb 1 mL de fluid oral

blanc.

En el primer assaig de validacio, les mostres de calibratge van ser preparades
i analitzades per quadruplicat, per avaluar I’homo/heterocedasticitat del
procediment. Per a la resta d’assajos es van preparar per duplicat. Per
comprovar I'ajust dels valors a un model lineal, es va emprar una regressié de
minims quadrats ponderats per la inversa de la concentracio, ja que per tots

els analits els procediments van ser heterocedastics.

Els limits de detecci6 1 de quantificacié es defineixen com la concentracid
minima d’un analit que pot ser detectada i quantificada, respectivament, de
manera reproduible. Els limits de detecci6 i1 de quantificacié es van definir
com 3.3 1 10 vegades el valor del soroll, respectivament. Com a estimacié
d’aquest es va agafar la desviaci6 estandard dels valors resposta (relacié area
analit i area patré intern als m/z cortesponents) pel nivell de concentracié

inferior.

El rendiment d’extraccié es calcula per comparacié entre la resposta
obtinguda quan una quantitat d’analit es determina prescindint de Ietapa
d’extraccié del procediment analitic i quan s’analitza seguint el procediment

analitic complet. El rendiment d’extraccié es va calcular a 40 ng/mL (n=4).
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Per calcular-lo, es van analitzar mostres de fluid oral blanc carregades a
aquestes concentracions. La senyal corresponent al 100% d’extraccié es va
obtenir per I'analisi d’extractes de fluid oral blanc que es van carregar amb les
solucions de referéncia, un cop realitzada Dextracci6. El rendiment
d’extraccié es va calcular per comparacié de la resposta obtinguda en les
mostres extretes amb la mitjana de les respostes obtingudes en les mostres

corresponents al 100 % d’extraccio.

La precisi6 intra-assaig, també anomenada repetibilitat, és el grau de
concordanga entre una serie de resultats independents obtinguts en analitzar
mostres identiques, amb el mateix metode analitic, en el mateix laboratori,
pel mateix operador 1 utilitzant els mateixos equips en un mateix assaig.
L’exactitud intra-assaig és el grau de concordanga entre el valor mesurat,
expressat com la mitjana d’una série de mesures realitzades en el mateix lot
experimental, i el valor de referéncia acceptat, en el nostre cas, el valor de
concentracié nominal. La precisi6 i 'exactitud intra-assaig es van calcular a
partir de I'analisi de tres replicats de mostres control de dues concentracions
diferents (16 i 200 ng/ml). La precisié intra-assaig es va determinar
calculant, per a cada nivell de concentracid, la dispersié dels resultats
obtinguts expressada com la desviacié estandard relativa (RSD%), mentre
que Pexactitud intra-assaig es va determinar calculant I’error relatiu (ERR%0)

per a cada nivell de concentracio.

Les mostres control es van preparar enriquint fluid oral blanc amb el volum
adient de solucions de referencia dels analits. El volum de dissolvent organic

afegit al fluid oral no va superar el 5% del volum total de mostra.
La precisi6 inter-assaig és el grau de concordanga entre una serie de resultats

independents obtinguts en analitzar mostres idéntiques en diversos lots

experimentals. L’exactitud inter-assaig és el grau de concordanga entre el

115



Analisi de drogues d’abus en fluid oral

valor mesurat, expressat com la mitjana d’una série de mesures realitzades
durant diversos lots experimentals, i el valor de referencia acceptat, en el
nostre cas, el valor de concentracié nominal. La precisié i exactitud intet-
assaig es van calcular a partir dels resultats obtinguts per les mostres control
analitzades en diferents dies. La precisié es va expressar com la desviacio
estandard relativa (RSD%) i I'exactitud es va expressar com lerror relatiu

(ERR%) de les concentracions.

La idoneitat de I'analisi d’una mostra diluida mesura la capacitat per donar
resultats fiables per a mostres de concentracions més altes que el limit
superior de la recta de calibratge, després d’haver-les diluit amb fluid oral
blanc i de corregir els resultats obtinguts pel factor de dilucié. Per tal
d’avaluar aquest parametre, es van analitzar, a més de les mostres control ja
descrites, mostres del control supetior (200 ng/mL) diluides a la meitat amb
fluid oral blanc. Es va aplicar un test I de comparacié de variancies i un test
t d’Student entre els valors de concentraci6 obtinguts per les mostres control
superior i els valors de concentracié obtinguts per les mostres control

diluides, després de multiplicar-los per dos.

4.1.2.6. Mostres biologiques utilitzades

El fluid oral blanc utilitzat per a la preparacié de les mostres de calibratge i
de les mostres control, procedia de voluntaris sans que no estaven sotmesos
a cap tractament farmacologic i es va recollir a la Unitat de Farmacologia de
IIMIM. Es va recollir fluid oral de diversos voluntaris, es va barrejar, es va

centrifugar i es va analitzar per verificar 'absencia de substancies interferents.
Per tal de comprovar la idoneitat del metode desenvolupat per a I'analisi de

mostres reals, es van analitzar mostres de fluid oral procedents d’estudis

d’excrecié de codeina en voluntaris sans i també mostres de fluid oral
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procedents de consumidors de drogues, pacients de la Unitat de
Toxicomanies de ’'Hospital del Mar de Barcelona. A T'estudi d’excrecié de
codeina hi van participar 2 voluntaris sans als quals se’ls va administrar una
dosi unica de 28.7 mg de codeina, en forma de comprimit, per via oral.
L’especialitat farmaceutica va ser Codeisan, del Laboratori Belmac (Madrid,
Espanya). El voluntari 1 era un home de 50 anys d’edat i el voluntari 2 era
una dona de 34 anys d’edat. L’estudi es va dur a terme a la Unitat de
Farmacologia de 'IMIM. Es van recollir mostres de fluid oral abans de

P’administracié 1ales 1, 2, 3, 4, 6, 8 1 24 hores després de 'administracio.

A la Taula 4.2 s’indiquen les mostres recollides procedents de consumidors
de drogues, juntament amb el sexe del voluntari i la informacio
proporcionada pel pacient respecte a la droga consumida, la dosi i el temps

aproximat des de I"dltima administracio.

Taula 4.2. Mostres procedents de pacients de la Unitat de Toxicomanies de
I’Hospital del Mat.

. S Droga Dosi declarada Temps des de
Pacient exe EoEEmEGh (mg) Pultim consum

1 Dona Heroina 250 23 h

2 Home Cocaina 1000 4 dies

3 Home Cocaina 2000 24 h

4 Home Heroina 500 12h
Cocaina 500 12 h

5 Home
Heroina 250 48 h

6 Dona Cocaina 500 15h

7 Dona Heroina 250 25h
Cocaina 500 13 h

8 Dona
Heroina 100 5h

9 Home Cocaina 2000 2 dies
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4.1.3. Resultats i discussio

4.1.3.1. Procediment analitic

El meétode analitic desenvolupat consta d’una primera part de preparacié de
les mostres, partint de 1 mL de fluid oral. Donat que després d’una
administracié de cocaina, heroina, morfina i codeina, en aquesta matriu es
troben els compostos en forma lliure, no és necessari realitzar cap tipus
d’hidrolisi a les mostres. A continuacid, aquestes mostres es porten a pH 6
abans de P'extracci6 en fase solida. En aquestes condicions de pH, els analits
estudiats, que tenen un pKa entre 8-9, es troben en forma ionitzada, que és
I'adient per a la realitzacié de Pextracci6. Seguidament, es realitza I'extraccid
en fase solida 1 els analits sén eluits utilitzant una barreja de
cloroform/isopropanol (80:20, v:v) que conté amoniac al 2%. La datrera part
consisteix en la derivatitzacié dels extractes secs utilitzant el reactiu BSTFA
1% TMCS que reacciona amb els grups hidroxil 1 carboxil donant lloc a la
formacié dels derivats trimetilsilil (TMS). En aquest cas, es formen els
derivats TMS de tots els analits estudiats excepte de cocaina. A la Taula 4.1
s’indica el derivat analitzat, els temps de retencié absolut i relatiu, els ions
m/z utilitzats per a la identificaci6 i I'ié6 m/z utilitzat per a la quantificacié de

cocaina, benzoilecgonina, morfina, codeina i 6-monoacetil morfina.

A la Figura 4.1 es presenten els cromatogrames obtinguts per a cadascun
dels analits i dels patrons interns en una de les mostres control. A la Figura
4.2 s’inclouen els espectres de masses de cocaina i dels derivats TMS de la

resta de compostos estudiats.
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Figura 4.1. Cromatogrames obtinguts per cadascun dels analits (a) i dels

patrons interns (b) en una mostra control.
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Figura 4.2.

a) Espectre de masses de Cocaina (dalt) i Benzoilecgonina-O-TMS (baix).
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b) Espectre de masses de Morfina-bis-O-TMS (dalt) i de Codeina-O-TMS
(baix).
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c) Espectre de masses de 6-Monoacetil morfina-O-TMS
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L’abséncia de pics interferents en el temps de retencié dels analits 1 dels
patrons interns a les cinc mostres de fluid oral blanc analitzades i també en la
mostra blanc analitzada just després de la mostra de concentracié més alta,
va permetre demostrar que el metode era prou selectiu i també I’abséncia de

contaminacio entre mostres.

El procediment va resultar ser heterocedastic per a tots els analits, és a dir,
que la variancia de la resposta (relacié entre 'area de l'analit 1 area del patré
intern als m/z corresponents) depenia de la concentracié dels analits. Per
aquesta rad, la recta de calibratge es va calcular mitjancant el metode de
minims quadrats ponderats per la inversa de la concentracié. Per a tots els
analits, les corbes de calibratge van mostrar una linealitat satisfactoria amb

coeficients de correlaci6 superiors al 0.99 en tots els casos.
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Els valors estimats dels limits de deteccié i quantificacié s’inclouen a la
Taula 4.3. Per a cocaina, codeina i 6-monoacetil morfina els limits de
detecci6 van ser inferiors a 1 ng/ml, i per a benzoilecgonina i motfina van
ser infetiors a 2 ng/mL. Respecte als limits de quantificacié, van ser infetiors
a 4 ng/mlL per a tots els analits, excepte per a benzoilecgonina (4.3 ng/mlL) i
per a motfina (4.8 ng/mL). Per a benzoilecgonina i morfina, tot i que els
limits de quantificacié van ser supetiors a 4 ng/mlL, en ambdds casos van set
inferiors a les concentracions de tall proposades pel SAMHSA per a I'analisi

de drogues en fluid oral (SAMHSA, 2004; Bush, 2008).

Taula 4.3. Limits de deteccié 1 quantificacié estimats, rendiments d’extracci6
calculats a 40 ng/mL (n=4) i concentracions de tall recomanades pel
SAMHSA pert a cada analit.

Conc. de tall Rendiment
. LDest LQest ..
Analit (SAMHSA) d’extraccio (%)
(ng/mL)  (ng/mL) »
(ng/mL) mitjana * sd
Cocaina 0.5 1.6 8 80.3+ 2.5
Benzo'ﬂecgonjna 14 4.3 8 56.3 + 8.8
Motfina 1.6 4.8 40 85.1 1.6
Codeina 0.2 0.6 40 89.5+22
6-Monoacetil 0.3 1.0 4 87.5+ 0.8

morfina

Els rendiments d’extraccié van ser superiors al 80% per a tots els analits,
excepte per benzoilecgonina, que va ser del 56% (Taula 4.3). Aquest baix
rendiment per benzoilecgonina es va acceptar donat que ens permetia
quantificar correctament la concentracié de tall proposada pel SAMHSA
(SAMHSA, 2004; Bush, 2008) i perque el rendiment d’extraccid per a la resta

d’analits estudiats era correcte.
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Els resultats obtinguts per a la precisié i exactitud intra i inter-assaig es
presenten a les Taules 4.4 i 4.5, respectivament. Respecte a la precisi6 intra i
inter-assaig, els resultats obtinguts van estar d’acord amb els limits acceptats
internacionalment per a aquest parametre (Guidance for industry, 2001). En
tots els casos, els valors de RSD% van ser inferiors al 15%, per tant, es va
considerar que el meétode era precis per a totes les substancies estudiades.
Respecte a exactitud intra i inter-assaig, I’error relatiu va ser inferior al 15%,

excepte en pocs casos, perd no va superar mai el 19%.

Finalment, els resultats obtinguts per a la idoneitat de I'analisi d’una mostra
diluida van ser adequats per a tots els analits. No es van trobar diferencies
estadisticament significatives entre la variancia ni entre les mitjanes dels
valors de concentracié obtinguts per a les mostres de control normals i els
valors de concentracié obtinguts per a les mostres de control diluides i

multiplicats per dos.
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Taula 4.4. Precisi6 i exactitud intra-assaig.

Conc. Concentracio .
. . . Intra-assaig
Analit teorica n mitjana * sd
(ng/mL) (ng/mlL) RSD%  ERR%
3 17.0 £ 0.6 3.6 4.0
16 3 16.8 £ 0.6 3.5 2.5
3 17.0 £ 0.4 2.5 3.4
Cocaina
3 2193+ 173 7.9 7.1
200 3 191.4 £ 42 2.2 6.6
3 187.8 £ 6.8 3.8 8.3
3 17.0+ 1.0 5.8 14.3
16 3 16.9 £ 0.7 3.9 13.9
2 170+ 04 2.3 9.6
Benzoilecgonina
3 217.7 £ 4.0 1.8 17.0
200 3 210.0 = 4.7 2.2 12.9
3 207.0 = 8.7 4.2 11.2
3 15.8 £ 0.1 0.8 3.3
16 3 18.2+ 0.3 1.6 18.8
3 18204 2.0 19.0
Motfina
3 2227+ 34 1.5 16.4
200
3 216.6 * 6.4 2.9 13.2
3 193.1 + 3.7 1.9 1.8
3 15.6 £ 0.3 2.1 2.0
16 3 15.7 £ 0.3 2.0 2.8
3 15.7 = 0.7 4.7 4.6
Codeina
3 192.1 £ 15.9 8.3 5.8
200 3 177.7 £ 3.0 1.7 7.0
3 1663+ 5.3 3.2 13.0
3 144 £ 0.3 1.8 12.2
16 3 14.0 £ 0.6 4.5 14.8
6-Monoacetil 3 14.2 £ 0.7 4.6 13.4
morfina 3 178.3 £ 19.2 10.8 13.0
200 3 1726 £ 7.3 4.2 15.8
3 181.8 £ 8.5 4.7 11.3
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Taula 4.5. Precisio i exactitud inter-assaig.

Conc. Concentracié Inter-assaig
Analit teorica n mitjana * sd ST e
(ng/mL) (ng/mL) ’ ’

16 9 17.0 £ 0.5 2.9 3.4
Cocaina

200 9 199.5 + 17.7 8.9 7.4

16 8 17.0 £ 0.7 3.8 12.6
Benzoilecgonina

200 9 2116 £ 7.2 34 13.7

16 9 174+ 12 7.0 13.7
Motfina

200 9 210.8 £ 14.2 6.7 10.4

16 9 157+ 0.4 2.8 3.1
Codeina

200 9 178.7 £ 14.1 7.9 8.6
6-Monoacetil 16 9 142 £ 0.5 3.6 13.5
motfina 200 9 1775+ 11.8 6.6 13.4

4.1.3.2. Analisi de mostres biologiques reals

Es va utilitzar el metode descrit per a lanalisi quantitativa de cocaina,
benzoilecgonina, 6-monoacetil morfina, morfina i codeina en mostres de
fluid oral procedents d’estudis d’excrecié de codeina en voluntaris sans 1 en
mostres de fluid oral procedents de consumidors de drogues, pacients de la

Unitat de Toxicomanies de I’Hospital del Mar de Barcelona.

Els resultats obtinguts en l'analisi de les mostres procedents d’estudis
d’excrecié de codeina es presenten a la Taula 4.6. Es va detectar codeina en
totes les mostres 1 en cap d’elles es va detectar morfina. Aquest fet també
havia estat observat en altres estudis publicats (Kintz et al., 1998; Kim et al,,
2002; Barnes et al, 2003 i Kacinko et al, 2004), usant dosis i vies
d’administracié de codeina diferents. lLes concentracions de codeina

obtingudes en els dos voluntaris van ser molt diferents entre si, pero en
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ambdos casos la concentracié de codeina va ser maxima una hora després de
I’administracié. Kintz 1 collaboradors van trobar les concentracions
maximes de codeina entre 1 i 3 hores després de 'administracié (Kintz et al.,
1998) i Kim i col laboradors entre 0.5 i 4 hores després de 'administraci6

(Kim et al., 2002).

Taula 4.6. Concentracions de codeina i morfina a les mostres procedents
del voluntari 1 (Vol 1) i del voluntari 2 (Vol 2) després de I'administracié de
codeina (28.7 mg de codeina).

Mostra Temps (h) Codeina Motfina

(ng/mL) (ng/mL)
Vol 1, mostra 1 0 - -
Vol 1, mostra 2 1 838.4 -
Vol 1, mostra 3 2 132.5 -
Vol 1, mostra 4 3 189.5 -
Vol 1, mostra 5 4 26.7 -
Vol 1, mostra 6 6 20.4 -
Vol 1, mostra 7 8 31.3 -
Vol 1, mostra 8 24 < LQ? -
Vol 2, mostra 1 0 - _
Vol 2, mostra 2 1 205.6 -
Vol 2, mostra 3 2 84.3 -
Vol 2, mostra 4 3 90.8 -
Vol 2, mostra 5 4 56.8 -
Vol 2, mostra 6 6 18.5 -
Vol 2, mostra 7 8 13.2 -
Vol 2, mostra 8 24 <LQ? -

2 Concentracions inferiors al limit de quantificacié (L.Q)

En el nostre estudi, a pattir d’'una hora, les concentracions de codeina van
anar disminuint fins a les 8 hores després de I'administracié. A la darrera

mostra recollida a les 24 hores, els senyals de codeina observats van ser
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inferiors al limit de quantificacié en els dos voluntaris. Els resultats obtinguts
indiquen que la codeina pot ser detectada fins més de 8 hores després de
I’administracié, pero el disseny de l'estudi no permet avaluar el temps de
detecci6. Caldria realitzar estudis addicionals amb recollida de mostres entre

8124 hores per avaluar el temps de deteccié després de 'administracio.

Els resultats obtinguts per a les mostres de pacients consumidors de drogues
de la Unitat de Toxicomanies de I'Hospital del Mar de Barcelona es
presenten a la Taules 4.7 i 4.8. Les mostres van ser analitzades per a aquelles
substancies que podien estar presents en el fluid oral, tenint en compte la

informaci6 proporcionada per cada pacient.

Taula 4.7. Concentracions de cocaina i benzoilecgonina en mostres de

pacients de la Unitat de Toxicomanies de ’'Hospital del Mar.

. Dosi declarada Cocaina Benzoilecgonina
Pacient Temps?
(mg) (ng/mL) (ng/mL)
2 1000 4 dies 108.1 23.2
3 2000 24h 360.4 1248.4>
consum no
4 - 52.5 211
declarat
5 500 12h 26.3 20.8
6 500 15h 198.6 57.1
8 500 13h 28.6 360.4
9 2000 2 dies 125.9 1154.2b

2 Temps transcorregut des de I'dltim consum
b Valors aproximats, donat que no es va poder repetir ’analisi de la mostra diluida per falta
de volum de mostra
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Taula 4.8. Concentracions de 6-monoacetil morfina (6MAM), morfina i

codeina en mostres de pacients de la Unitat de Toxicomanies de ’'Hospital
del Mar.

Pacient Dosi declarada Temps® 6MAM Motfina Codeina
(mg) (ng/ml) (ng/mL)  (ng/mL)
1 250 23h 5.8 131.2 10.3
4 500 12h 107.9 96.7 7.0
5 250 48 h <LQP < LQP <LQP
7 250 25h 6.7 12.2 < LQP
8 100 5h 31.6 204.8 34.7

2 Temps transcorregut des de I'dltim consum
b Concentracions inferiors al limit de quantificacié (LQ)

En les mostres recollides en pacients que havien indicat consum de cocaina
(Taula 4.7), en tots els casos es va poder quantificar cocaina i el seu
metabolit, benzoilecgonina. Tenint en compte la informacié proporcionada
pel consumidor i els resultats obtinguts, cocaina i el seu metabolit poden ser

detectats en fluid oral 4 dies després de 'administracio.

De les cinc mostres que provenien de pacients que havien consumit heroina
(Taula 4.8), en totes es van poder quantificar 6-monoacetil morfina, morfina
i codeina, excepte a la mostra 5, on es van detectar les tres substancies petod
no es van poder quantificar, probablement degut al temps transcorregut des
de 'administracid, 1 a la mostra 7, on es va detectar codeina pero no es va
poder quantificar. A la mostra 4 es van trobar concentracions de cocaina i
benzoilecgonina, encara que el pacient només havia declarat el consum

d’heroina.

Els analits trobats en el nostre estudi en les mostres de consumidors

d’opiacis i els trobats en les mostres de consumidors de cocaina, sén els
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mateixos trobats en els estudis publicats per Samyn i Van Haeren (Samyn i

Van Haeren, 2000) i per Niedbala i col laboradors (Niedbala et al., 2001a).

Els resultats obtinguts en I'analisi de les mostres procedents dels estudis
d’excreci6 i de consumidors habituals de drogues, demostren que el metode
descrit permet detectar 1 quantificar en fluid oral les diferents drogues d’abts

estudiades, aixi com els seus metabolits.

S’ha desenvolupat i validat un meétode analitic que permet
identificar i quantificar 6-monoacetil morfina, motfina,
codeina, cocaina i benzoilecgonina en fluid oral. La idoneitat
del metode per identificar i quantificar aquestes drogues en
mostres reals, s’ha comprovat analitzant mostres de fluid oral
procedents d’un estudi d’excreci6 de codeina, realitzat en
voluntaris sans, i analitzant mostres de fluid oral procedents

de consumidors de drogues d’abus.
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4.2. ESTUDIS D’ESTABILITAT i EXERCICIS
INTERLABORATORI

4.2.1. Introduccio

Els exercicis interlaboratori sén una eina important per avaluar la qualitat de
les analisis realitzades. Pel que fa al fluid oral, existeixen pocs treballs
publicats i la informaci6 sobre la qualitat de les analisis de drogues en aquesta
matriu és, per tant, limitada. Clartke 1 Wilson (Clarke i Wilson, 2005)
descriuen exercicis interlaboratori realitzats, entre els anys 2002 1 2004, amb
mostres recollides i preparades amb un sol dispositiu comercial (Intercept).
Dins el projecte europeu DRUID (Driving Under the Influence of Drugs,
Alcohol and Medicines), s’ha realitzat un exercici interlaboratori per validar
metodologies analitiques per a I'analisi de vint-i-dues substancies, entre les

quals hi ha les principals drogues d’abus, en fluid oral (Pil et al., 2010).

Lestabilitat de les drogues en les matrius biologiques pot afectar els resultats
de les analisis. En el cas del fluid oral, és important coneixer I’estabilitat de
les drogues en els tampons usats en els diferents dispositius de recollida
comercials 1 comprovar si eviten la degradacié 1 permeten una millor
recuperacié de les drogues (Drummer, 2008). Concixer Pestabilitat de les
drogues en fluid oral també és important per planificar el transport i les

condicions de conservacié dels materials d’assaig en exercicis interlaboratori.

S’han publicat diversos treballs sobre P'estabilitat de drogues d’abus en fluid
oral (Cone i Menchen, 1988; Crouch, 2005; Moore et al., 2006; Drummer,
2006; Dickson et al., 2007; Moore et al., 2007; Crouch et al., 2008; Langel et
al., 2008). En tots ells s’ha estudiat Pestabilitat de les principals drogues
d’abus (amfetamines, cannabinoids, cocaina, opiacis i cocaina) en dispositius

de recollida cometcials (Cozart ® DDS, Salivette®, Intercept®, Finger
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Collector®, ORALscreen™, Quantisal™, entre d’altres). Només en un dels
treballs es presenten resultats de Iestabilitat de cocaina en fluid oral recollit
sense utilitzar dispositius comercials (Cone i Menchen, 1988). Cone i
Menchen troben que la cocaina és estable en mostres de fluid oral recollides
de forma no estimulada, guardades a 4°C 1 22°C fins a 7 dies quan el fluid
oral és acidificat. Per tant, la informacié disponible sobre Iestabilitat de
drogues en fluid oral és molt limitada i cal realitzar estudis que permetin
determinar les condicions optimes de preparacid, transport i conservacio del

fluid oral.

En aquest treball es va avaluar, en primer lloc, estabilitat de drogues en fluid
oral per tal de preparar materials d’assaig per a exercicis interlaboratori. En
segon lloc, es van organitzar dos exercicis interlaboratori per avaluar la
qualitat de les analisis de drogues d’abus en fluid oral, en el segon dels quals
es va avaluar Pestabilitat de les drogues en dos dels dispositius comercials
més usats per a la recollida de fluid oral. En aquest capitol es descriuen els

resultats de tots aquest estudis.

4.2.2. Material i métodes

4.2.2.1. Estudis d’estabilitat de drogues en fluid oral

Es van realitzar estudis d’estabilitat d’amfetamina, metamfetamina, 34-
metilendioximetamfetamina (MDMA) i 3,4-metilendioxiamfetamina (MDA),
cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetil morfina, morfina i codeina en fluid
oral estabilitzat 1 no estabilitzat, a diferents condicions de temperatura i

temps de conservacio.
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422.1.1. Mostres

Es va estudiar Pestabilitat dels analits en fluid oral estabilitzat amb azida

sodica 1 tamp0 citrat, 1 en fluid oral sense estabilitzants.

Es van preparar tres mostres enriquint fluid oral blanc amb solucions patr6d
dels analits. Es va recollir fluid oral de voluntaris sans de la Unitat de
Farmacologia de 'IMIM, es va barrejar, i es va analitzar per verificar
I'abséncia de substancies interferents. La primera mostra es va enriquir amb
600 ng/ml d’amfetamina, metamfetamina, MDMA i MDA; la segona, amb
600 ng/ml de benzoilecgonina, motfina i codeina; i la tercera, amb 600

ng/ml de cocaina i 6-monoacetil morfina.

Cadascuna de les mostres es va dividir en dues fraccions: a la primera (A) es
va afegir 0.1% d’azida sodica (w/vol) i es va diluir 1:1 amb tampé a pH 4
(0.1IM acid citric, 0.1M citrat de sodi, aigua, 33:17:50, vol/vol/vol); i la
segona (B) es va diluir 1:1 amb fluid oral blanc. Un cop preparades, les
diferents fraccions es van distribuir en aliquotes de 1 ml en tubs de vidre 1
cada una es va sotmetre a condicions de temperatura i temps de conservacid

diferents.

4.2.2.1.2. Condicions de temperatura i temps de conservacié

Es va avaluar lestabilitat a curt i llarg termini i a diferents cicles de
congelaci6 i descongelacié. Lestabilitat a curt termini es va estudiar en les

seglients condicions:
e 2 37°C, durant 317 dies
e atemperatura ambient (entre 22 i 25°C), durant 7 dies

o 24°C, durant 7 dies
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A més, una aliquota de la fraccié A de cada mostra es va conservar a -20°C,
com a condici6 de referencia. L’estudi a 37°C es va realitzar usant una estufa
d’incubacié. Les aliquotes conservades a 37°C durant 3 dies van ser retirades
un cop passat aquest perfode, guardades a -20°C i analitzades conjuntament
amb les aliquotes conservades a 37°C, a temperatura ambient i a 4°C durant 7

dies.

L’estabilitat a llarg termini va ser avaluada a 4°C i a -20°C, durant 1 i 2 mesos.
A més, una aliquota de la fracci6 A de cada mostra va ser conservada a -

80°C, com a condici6 de referéncia.

L’estabilitat als cicles de congelacié/descongelacié (C/D) es va estudiar en
mostres de fluid oral conservades a -20°C. Les aliquotes es van analitzar
després de ser sotmeses a 3 cicles de C/D. Per realitzar un cicle de C/D,
Ialiquota es conservava a -20°C durant aproximadament una hora i, passat
aquest temps, es deixava descongelar a temperatura ambient. Aquest procés
es va repetir successivament fins a obtenir mostres sotmeses a 21 3 cicles de

C/D.

4.2.2.1.3.  Analisi de les mostres i avaluaci6 de resultats

Al final de cada condicié de conservacid, es van analitzar les mostres usant
tres metodes d’analisi diferents, en funcié dels analits presents a les mostres:
el metode descrit a Papartat 4.1 d’aquesta tesi 1 els metodes desenvolupats per
Navarro i col laboradors (Navarro et al., 2001) i per Pujadas i col laboradors

(Pujadas et al., 2007).

Cada condicié de conservaci6 es va analitzar per quintuplicat. Es va calcular

el valor mig de concentraci6 de les cinc aliquotes un cop els valors aberrants
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havien estat exclosos. Per a la deteccié de valors aberrants es va utilitzar el

test de Dixon per a un nivell de significacié del 5% (Miller i Miller, 2002).

Es van comparar estadisticament els valors de concentracié obtinguts per a
les fraccions A i B conservades a cada condicié de temps i temperatura

estudiades, amb les aliquotes conservades a les condicions de referéncia.

Lestabilitat als cicles de congelacié/descongelacié es va avaluar comparant
estadisticament els resultats per les aliquotes que no havien estat sotmeses a
cap cicle (C/D 0) (valor de referéncia) amb les aliquotes sotmeses a 1,2 0 3

cicles (C/D 1,C/D 2i C/D 3).

La comparacié estadistica dels valors de concentraci6é respecte al valor de
referencia es va realitzar aplicant un test d’analisi de la variancia (ANOVA)
per a un nivell de significacié del 5% als replicats de cada mostra. A més, per
a cada condicié estudiada, es va calcular el percentatge de variacié de la
concentracié de l'analit respecte al valor de referéncia. Tots els calculs
estadistics van ser portats a terme mitjangant el paquet estadistic SPSS versio

12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).

4.2.2.2. Exercicis interlaboratori

L’Institut Municipal d’Investigacié Medica (IMIM) de Barcelona i I'Istituto
Superiore di Sanita (ISS) de Roma van crear TORALVEQ (Programa de
Garantia Externa de la Qualitat en ’Analisi de Drogues d’Abus en Fluid
Oral). Es van organitzar dos exercicis intetlaboratori: ORALVEQ 2007 i
ORALVEQ 2008. En el primer, es van enviar mostres de fluid oral
estabilitzades com s’ha descrit a apartat anterior. En el segon, es van enviar
mostres de fluid oral preparades en dos dispositius comercials per tal

d’avaluar P’estabilitat de les drogues en aquests dispositius.
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422.2.1. Mostres

En Pexercici ORALVEQ 2007, es van enviar tres mostres de fluid oral (S1,

S2 1 S3) preparades tal com s’ha descrit a I'apartat 4.2.2.1.1, estabilitzades
amb 0.1% d’azida sodica i tamp6 citrat a pH 4. S1 era una mostra blanc que
no contenia cap droga d’abus, S2 es va carregar amb 300 ng/mL de 6-
monoacetil morfina, 800 ng/ml de morfina, 200 ng/ml de cocaina i 150
ng/ml de benzoilecgonina i S3 es va carregar amb 800 ng/ml de MDMA i
150 ng/ ml de MDA. Un cop preparades, les mostres es van homogeneitzar 1
es van distribuir en aliquotes de 4 ml en tubs Nunc-cryotubes TM (Nange

Nunc International, Rochester, NY).

En lexercici ORALVEQ 2008, es van preparar dues mostres (S4 i S5)

utilitzant dos dispositius comercials desenvolupats petr recollir fluid oral:
Cozart (Cozart Drug Detection System, Cozart, Abingdon, Oxfordshire,
United Kingdom) (Speedy et al., 2007) i Intercept (Orasure Technologies,
Bethlehem, PA, USA) (Niedbala et al., 2001b). Ambdés dispositius tenen un
coté que permet recollir el fluid oral, introduint-lo a la boca del subjecte, i un
tub que conté una dissolucié tampé on es submergeix el coté un cop s’ha
impregnat de fluid oral. La solucié resultant de la batreja fluid oral i

dissolucié tamp6 s’utilitza per a la realitzacié de I'analisi.

Per preparar les mostres S4 i S5 es va enriquir fluid oral blanc amb 600
ng/ml de O6-monoacetii morfina i cocaina, i 240 ng/ml de A°-
tetrahidrocannabinol (THC) i acid 11-Nor-Af-tetrahidrocannabinol-9-
carboxilic (THCCOOH). La mostra S4 es va prepatar diluint 1:3 el fluid oral
enriquit amb tampé Cozart, i la mostra S5 es va preparar diluint 1:3 el fluid

oral enriquit amb tampé Intercept.
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A la Taula 4.9 es descriu el contingut de les mostres S1, S2, 83, S4 1 S5,

segons els resultats informats pels laboratoris de referéncia.

Taula 4.9. Composici6 de les mostres de fluid oral dels exercicis
ORALVEQ. Concentracions informades pels laboratoris de referencia

(mitjanatdesviacié estandard, ng/mL).

a) O-monoacetil morfina (6MAM), morfina (MOR), cocaina (COC) i
benzoilecgonina (BZE).

Composicié
Any Ma
6MAM MOR COC BZE
S1 - - - -
2007 S2 281.0+17.7 692.4119.0 188.1£10.3  163.7£21.2
S3 - -

S4 719.8+106.7 67.9146.0P 2589182  3555+43.7b
S5 767.1173.6 54.1+54.0b 38141219  231.1+38.00

2008

2 Mostres

b Morfina i Benzoilecgonina no van ser addicionades al fluid oral a les mostres S4 i S5, es van
formar a partir de la degradacié de 6-monoacetil morfina i cocaina, respectivament

b) 3,4-metilendioximetamfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxiamfetamina
(MDA),  A%tetrahidrocannabinol ~ (THC) i Acid  11-Nor-A%-
tetrahidrocannabinol-9-carboxilic (THCCOOH).

Composicié
Any M=
MDMA MDA THC THCCOOH

S1 - - - -
2007 S2 - - - -

S3 800.5£70.9 147.6x7.2 - -

S4 - - 126.3£8.4 142.0b
2008 S5 - - 62.1£6.6 209.0b

@ Mostres

b Només es disposa del resultat d’un laboratori de referéncia
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42.22.2. Estudi ’homogeneitat

Préviament a Penviament de les mostres als laboratoris, es va verificar el seu
contingut 1 homogeneitat. I’homogeneitat de cada mostra va ser avaluada
analitzant 2 replicats de 8 aliquotes escollides al principi, al mig i al final del
procediment d’aliquotatge. Per a I’analisi de cadascuna de les mostres, es van
utilitzar tres metodes diferents, en funcié de l'analit present a la mostra: el
metode descrit a apartat 4.1 d’aquesta tesi i els metodes desenvolupats per
Navarro i col laboradors (Navarro et al., 2001) i per Pujadas i col laboradors

(Pujadas et al., 2007).

L’avaluacié de '’homogeneitat de les mostres es va realitzar comparant
estadisticament els resultats obtinguts en I’analisi dels 2 replicats de les 8
aliquotes, aplicant un test d’analisi de la variancia (ANOVA) per a un nivell

de significacié del 5%.

4.2.2.2.3. Laboratoris de referéncia

Tres laboratoris de referéncia van analitzar les mostres al mateix temps que
els laboratoris participants en els exercicis del programa ORALVEQ. Els
resultats informats per aquests laboratoris van ser utilitzats per corroborar la
concentracié dels analits a cadascuna de les mostres. Els tres laboratoris de
referéncia van ser:

- Setvicio de Toxicologia Forense, Instituto de Medicina Legal,
Facultad de Medicina, Universidad de Santiago de Compostela,
Espanya;

- Orasure Technologies, Inc., Bethlehem, PA, Estats Units;

- Section Toxicology, National Institute of Criminalistics and

Criminology, Brussel les, Belgica.
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Aquests tres centres sén experts en l'analisi de drogues en fluid oral. Sén
autors de nombrosos articles cientifics que tracten aquest tipus d’analisi, com
per exemple els que es citen a continuacié: Samyn i Van Haeren, 2000;
Niedbala et al., 2001a; Niedbala et al., 2001b; Kintz i Samyn, 2002; Samyn et
al., 2007; Concheiro et al., 2008; de Castro et al., 2008; Fritch et al., 2009;
Wille et al., 2009.

4.2.2.2.4. Laboratoris participants

Els laboratoris participants en els exercicis del programa ORALVEQ van ser
els mateixos a any 2007 i a Pany 2008, excepte un laboratori. A I'exercici del
2007 hi van participar 15 laboratoris europeus i 3 americans, i a 'exercici del
2008, 14 laboratoris europeus i1 3 americans. Una part d’aquests eren
laboratoris clinics d’hospitals publics i una altra part eren laboratoris de
toxicologia forense pertanyents a departaments de medicina legal. Els
laboratoris participants a PTORALVEQ van ser convidats a participar i la

participaci6 no suposava cap cost, era confidencial i voluntaria.

4.2.2.2.5. Avaluaci6 dels resultats qualitatius i quantitatius dels

laboratoris participants

Els resultats qualitatius (determinacié de la preséncia o absencia d’una

substancia) es van avaluar identificant els resultats falsos negatius i els falsos

positius informats pels laboratoris.

Els resultats quantitatius informats per cada laboratori es van avaluar

calculant el valor de z-score:

z-score = (Xj-pn) /o
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on Xj és el resultat obtingut pel laboratori participant, p és el valor assignat
pel compost estudiat i 6 és la variabilitat acceptable per a ’assaig. En ambdds
exercicis es van utilitzar la mitjana i la desviacié estandard robustes dels
resultats informats pels laboratoris participants, com a valor assignat i com a
variabilitat acceptable, respectivament. En Iexercici realitzat 'any 2008, els
valors clarament aberrants informats per alguns laboratoris participants
(aproximadament 10 vegades més grans que els valors informats per la resta
de laboratoris), van ser eliminats abans de realitzar els calculs. Els parametres
robustos es van calcular seguint la guia International Standard 1ISO 13528:2005.
Statistical methods for use in proficiency testing by interlaboratori comparisons (ISO,
2005a). El criteri que es va seguir per avaluar els resultats quantitatius en base

al valor de z-score obtingut va ser: resultats satisfactoris quan |z|<2,

resultats dubtosos quan 2<|z| <3 i resultats no satisfactoris quan |z|=3.

Per a cadascun dels exercicis es va mesurar la dispersié de tots els resultats
quantitatius informats, calculant el coeficient de variacié (CV%) utilitzant la

mitjana i la desviacié estandard robustes dels laboratoris patticipants.

També es va mesurar 'exactitud dels resultats informats pels laboratoris,
calculant lerror relatiu (ERR%) de la mitjana dels laboratoris participants

respecte a la mitjana dels laboratoris de referéncia.

En ambdés exercicis, els laboratoris participants van rebre un informe que
incloia una breu explicacié de I’avaluacié realitzada, juntament amb les
metodologies utilitzades pels laboratoris i els resultats qualitatius i

quantitatius obtinguts per tots els participants en els exercicis.
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4.2.2.2.6. Avaluaci6é de lestabilitat de les drogues en els dispositius

comercials

Per avaluar Destabilitat de les drogues en els dispositius comercials, es va
calcular la seva recuperacié a partir dels resultats quantitatius informats pels

laboratoris participants.

Per als analits addicionats a les mostres, 6-monoacetil morfina, cocaina,
THCCOOH 1 THC, la recuperaci6é es va calcular per comparacié entre la
mitjana robusta informada pels laboratoris participants i la concentraci6 de

substancia addicionada al fluid oral.

Per a morfina i benzoilecgonina, no addicionades a les mostres, la
recuperacié es va calcular per comparacié entre la mitjana robusta informada
pels laboratoris participants 1 les concentracions maximes de morfina i
benzoilecgonina que es podien obtenir a partir de 6-monoacetil morfina i

cocaina, respectivament, addicionades a les mostres.
La comparaci6 estadistica entre els valors de concentracié obtinguts per la

mostra 5S4 i els obtinguts per la mostra S5 es va realitzar aplicant un test t

d’Student.

4.2.3. Resultats

Els resultats obtinguts en els estudis d’estabilitat i en els exercicis

interlaboratori realitzats es descriuen en les seglients publicacions:

M. Ventura, S. Pichini, R. Ventura, P. Zuccaro, R. Pacifici, R. de la Torre.
Stability Studies of Principal Illicit Drugs in Oral Fluid: Preparation of

Reference Materials for External Quality Assessment Schemes. Ther Drug
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Monit. 2007;29(5):662-665. A ’Annex 2, es presenten dades addicionals

d’aquest treball que no figuren a la publicacio.

M. Ventura, R. Ventura, S. Pichini, S. Leal, P. Zuccaro, R. Pacifici, K.
Langohr, R. de la Torre. ORALVEQ: External quality assessment scheme of

drugs of abuse in oral fluid. Results obtained in the first round performed in

2007. Forensic Sct Int. 2008;182(1-3):35-40.

M. Ventura, S. Pichini, R. Ventura, S. Leal, P. Zuccaro, R. Pacifici, R. de la
Torre. Stability of Drugs of Abuse in Oral Fluid Collection Devices with

Purpose of External Quality Assessment Schemes. Ther Drug Monit.
2009;31(2):277-280.
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Ventura M, Pichini S, Ventura R, Zuccaro P, Pacifici R, de la Torre R.
Stability Studies of Principal Illicit Drugs in Oral Fluid: Preparation of
Reference Materials for External Quality Assessment Schemes. Ther Drug
Monit. 2007;29(5):662-665.
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Ventura M, Ventura R, Pichini S, Leal S, Zuccaro P, Pacifici R, Langohr
K, de la Torre R. ORALVEQ: External quality assessment scheme of
drugs of abuse in oral fluid. Results obtained in the first round performed

in 2007. Forensic Sci Int. 2008;182(1-3):35-40.
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Ventura M, Pichini S, Ventura R, Leal S, Zuccaro P, Pacifici R, de la Torre
R. Stability of Drugs of Abuse in Oral Fluid Collection Devices with
Purpose of External Quality Assessment Schemes. Ther Drug Monit.
2009;31(2):277-280.
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4.2.4. Discussio

Estabilitat de les drogues en fluid oral i en fluid oral recollit
utilitzant dispositius comercials. Desenvolupament de materials

d’assaig per a exercicis interlaboratori.

El fluid oral pot ser recollit dins un recipient adient (escopint o deixant-lo
caure lliurement), o bé utilitzant dispositius de recollida comercials i, per tant,
els laboratoris poden rebre ambdés tipus de mostres per a la seva analisi. Per
aquesta rad, és important conéixer Iestabilitat de les drogues en fluid oral,
recollit d’ambdues maneres, a les condicions de temps i temperatura en que
aquestes mostres es poden trobar tant pel que fa referencia a la preparacio i
conservacié de material d’assaig per a exercicis interlaboratori, com pel que
fa referencia al seu transport des del lloc de recollida al laboratori d’analisi i el

seu posterior emmagatzematge.

La primera part del treball va consistir en estudiar estabilitat de les drogues
en fluid oral recollit escopint dins un recipient adient, sense utilitzar cap tipus
de dispositiu comercial. Hi ha molts factors que poden influir en lestabilitat
de les drogues d’abus en matrius biologiques, com per exemple, el temps i la
temperatura de conservacib, la concentracié de la substancia, ’addicié
d’estabilitzadors i el material del qual esta fet el dispositiu que conté la matriu
biologica. Donat que estudiar tots els factors és inviable, en aquest treball es
va estudiar I’estabilitat de les drogues a les condicions de temperatura i temps
a les quals normalment es sotmeten les mostres de fluid oral que sén
recollides i que es transporten al laboratori per fer I'analisi de cribratge i/o
confirmacié, i també a les condicions més habituals d’enviament i
conservaci6 de materials d’assaig que sutilitzen per a exercicis

interlaboratori. Estudis previs fets per avaluar I'estabilitat de la cocaina en
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fluid oral, van demostrar que es requeria la preséncia d’acid citric per evitar la
degradaci6 de cocaina quan la mostra era sotmesa a determinades condicions
de temperatura (Cone i Menchen, 1988). Tenint en compte aquest fet, els
estudis d’estabilitat es van portar a terme en paral lel amb fluid oral amb
tampo citrat a pH 4 1 amb fluid oral sense tamponar. Al fluid oral tamponat,
també se li va afegir azida sodica, per evitar la possible degradacié de les

substancies per activitat microbiana.

Lestabilitat dels analits es va estudiar conservant les mostres a 4°C i —20°C
fins a un periode de 2 mesos, temperatures habituals de conservacié de les
mostres de fluid oral que sén recollides i que es transporten al laboratori per
a la seva analisi i, també, temperatures habituals de conservaci6 dels materials
d’assaig que sén preparats per ser utilitzats en exercicis interlaboratori.
També es va avaluar DPestabilitat dels analits, conservant les mostres a
temperatura ambient (entre 22 1 25°C), per un periode de 7 dies i, en
condicions de degradacié accelerada, a 37°C, durant 7 dies, per reproduir
condicions extremes en que es poden trobar les mostres quan sén
transportades. Finalment, donat que les mostres biologiques normalment es
conserven congelades a —20°C, també es va considerar important estudiar
estabilitat dels analits després de sotmetre les mostres a diversos cicles de

congelaci6 i descongelacio.

En totes les analisis, es va processar, en paral lel, una aliquota de la mostra
conservada en condicions de referéncia, per tal d’avaluar la degradacié dels
analits en les condicions d’estudi. Amb aquesta finalitat, es van utilitzar
aliquotes de les mostres conservades a -20°C, per a Pestabilitat a curt termini,
1a -80°C, per a l'estabilitat a llarg termini, temperatura i temps a les quals es

considera que la degradaci6 dels analits és poc probable.
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Els analits estudiats van ser amfetamina, metamfetamina, MDMA, MDA,
cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetil morfina, morfina i codeina. Es van
seleccionar aquestes substancies perque sén les que es troben en fluid oral
després d’una presa d’amfetamines, cocaina i heroina (Wood et al., 2005 i

Wylie et al., 2005b).

Es va estudiar Iestabilitat en mostres de fluid oral que contenien 300 ng/mL
dels analits estudiats. Es va seleccionar aquesta quantitat tenint en compte les
concentracions trobades per als diferents analits en mostres reals de fluid

oral (Wood et al., 2005 1 Wylie et al., 2005b).

Els resultats obtinguts van demostrar lestabilitat de totes les drogues
estudiades en fluid oral en absencia de tamp6 citrat a pH 4 i d’estabilitzador
(azida sodica) en les condicions de conservacié estudiades a curt i llarg
termini, excepte per a cocaina i 6-monoacetil morfina. Per a aquests dos
compostos, en absencia de tampd i azida sodica, es produia degradacid
donant lloc a la formacié de benzoilecgonina i motfina, respectivament, pet
hidrolisi dels enllacos ester. L’addicié al fluid oral de tamp6 citrat a pH 4 1
azida sodica va evitar la degradacié de cocaina i 6-monoacetil morfina.
Tampoc es va observar degradacié de cap dels analits en fluid oral enfront

els cicles de congelacié / descongelacio.

D’aquesta manera, es va trobar que lestabilitat d’amfetamina,
metamfetamina, MDMA, MDA, cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetil
morfina, morfina i codeina addicionades a fluid oral estabilitzat amb tampd
citrat a pH 4 i azida sodica, és adequada per a qué aquest fluid oral pugui ser
transportat durant una setmana a 25°C (i fins a una temperatura maxima de
37°C) 1 per conservar-lo a 4°C i a -20°C, durant almenys 2 mesos. Aixi, es

van poder determinar les condicions optimes de preparacié, transport i
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conservacié de mostres de fluid oral per ser utilitzades en exercicis

interlaboratori.

Els estudis d’estabilitat portats a terme han demostrat
Pestabilitat d’amfetamina, metamfetamina, MDMA i MDA i
de morfina, codeina i benzoilecgonina a diferents
temperatures i temps. Aquests estudis també han demostrat la
necessitat de tamponar i estabilitzar el fluid oral per aquelles
substancies amb enllagos esters a les seves estructures
(cocaina i 6-monoacetil morfina) per prevenir la hidrolisi i per

evitar la possible degradacié per microorganismes.

Tenint en compte els resultats obtinguts per cocaina i 6-monoacetil morfina,
i donat augment de la utilitzacié de dispositius comercials per recollir el
fluid oral (Crouch et al., 2008), es va estudiar I’estabilitat de les substancies
que presenten problemes amb el fluid oral sense tamponar i estabilitzar, i de
les substancies que poden presentar problemes de recuperacié degut a
P’adsorcié als materials, com el THC i el seu metabolit THCCOOH (Crouch
et al., 2004; Crouch, 2005; Dickson et al., 2007; Crouch et al., 2008; Langel et
al., 2008), en dos dispositius de recollida de fluid oral de les firmes Cozatt
(Cozart) 1 Orasure (Intercept). Es va estudiar la recuperacié de 6-monoacetil
morfina, cocaina, THC i THCCOOH en els dos dispositius comercials, a
partir de I'avaluacié dels resultats quantitatius de Pexercici ORALVEQ de
P'any 2008. Les concentracions dels analits es van escollir tenint en compte
les concentracions que es podien trobar en mostres reals i també es van
escollir suficientment altes per poder detectar possibles degradacions dels

analits, formaci6 de productes i detectar possibles problemes de recuperacio.

Tal 1 com es va observar amb el fluid oral recollit sense la utilitzacié de

dispositius comercials 1 sense tamponar a pH acid, en els dos dispositius de
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recollida comercials estudiats es va observar la conversido de 6-monoacetil
morfina a morfina i la conversi6 de cocaina a benzoilecgonina. Les
recuperacions, pero, per 6-monoacetil morfina i cocaina van ser millors que
les trobades quan no s’havien afegit preservatius al fluid oral. Aixo va posar
de manifest que les barreges que contenen els dispositius comercials
(preservatius, solucions tamponades, etc) contribueixen a estabilitzar les
drogues contingudes en les mostres de fluid oral, tot i que no aconsegueixen

estabilitzar-les totalment.

Tant en el dispositiu Cozart com en Dlntercept, es van observar
recuperacions adients per THCCOOH i molt baixes per THC. Aquests
resultats, ja préviament descrits a la literatura (Moore et al., 2000b), sén els
esperats, donat que es coneix que els problemes d’adsorcié d’aquests
compostos en les superficies dels tubs limita la seva recuperacié (Crouch,

2005 i Dickson et al., 2007).

Els resultats obtinguts han mostrat les mancances que
presenten els dispositius de recollida comercials estudiats: baixa
estabilitat de les substancies amb enllacos esters a les seves
estructures i baixa recuperacié dels cannabinoids per adhesi6 a
les parets dels dispositius. Aixd posa de manifest les dificultats
existents en la preparacié de materials d’assaig adequats per ser
utilitzats en exercicis interlaboratori, i també en la interpretacio
dels resultats de mostres de consumidors de drogues, pel que fa
a les concentracions realment presents en el fluid oral i al temps
transcorregut des de I’administraci6. No obstant aixo, ¢és
important dir que, independentment del dispositiu comercial
utilitzat, tots els laboratoris que van participar a ’exercici, van
arribar a les mateixes conclusions pel que fa referéncia al tipus

de drogues consumides en les mostres analitzades.
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Programa ORALVEQ. Resultats qualitatius: qualitat de les

analisis i errors detectats

A partir dels resultats informats pels laboratoris en 'exercici del programa
ORALVEQ realitzat el 2007, es va concloure que la qualitat de les analisis
des d’un punt de vista qualitatiu era bona. En les analisis de cribratge, per
tecniques immunologiques, no es va informar cap resultat fals negatiu i 5 dels
10 falsos positius informats podtien estar relacionats amb la interferéncia del
pH acid del tampé amb un dels immunoassaigs utilitzats. Pel que fa
referencia a les analisis de confirmaci6, es van informar 11 errors (8 falsos
positius i 3 falsos negatius), pero cal tenir en compte que els 8 falsos positius
es van concentrar en 3 dels 21 laboratoris participants. Els resultats falsos
negatius i falsos positius informats en aquest exercici no estan relacionats
amb la no utilitzaci6é de concentracions de tall (concentracié de droga a partir
de la qual es considera una mostra positiva) ni amb la utilitzacié6 de
metodologies analitiques no adequades, doncs gairebé tots els laboratoris van
utilitzar concentracions de tall i, per a les analisis de confirmacid, es va
utilitzar cromatografia de gasos o cromatografia liquida acoblada a
espectrometria de masses. En el cas de les concentracions de tall, en alguns
casos es van utilitzar concentracions més altes que les recomanades pel
SAMHSA (SAMHSA, 2004; Bush, 2008), pero aixo no va fer que
s'informessin  resultats erronis, donat que, en tots els casos, les
concentracions de les drogues presents a les mostres de fluid oral eren

superiors als valors de tall emprats pels laboratoris.

Pel que fa referéncia a ’exercici del programa ORALVEQ realitzat I'any
2008, també es va concloure que la qualitat de les analisis des d’un punt de
vista qualitatiu era bona. En aquest cas no es va informar cap resultat fals
positiu ni a les analisis de cribratge, per técniques immunologiques, ni a les

analisis de confirmacié. En canvi, si que es van informar resultats falsos
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negatius: 2 a les analisis de cribratge (un per a cada mostra) i 3 a les analisis
de confirmaci6 (2 per ala S41 1 per a la S5). Aquests falsos negatius van ser
informats per un nombre reduit de laboratoris: 3 dels 20 laboratotis que van
participar en l’exercici. A diferéncia del que va passar 'any 2007, sobretot en
el cas de les analisis de cribratge, en aquest exercici els resultats falsos
negatius s{ que van estar relacionats amb la utilitzacié de concentracions de
tall molt més elevades que les recomanades pel SAMHSA (SAMHSA, 2004;
Bush, 2008) i també a la utilitzaci6é de tecniques immunologiques dirigides a
la detecci6é de benzoilecgonina, en comptes de cocaina, per a la deteccio del
consum de cocaina, i a la deteccié de morfina, en comptes de 6-monoacetil
morfina, per a la deteccié del consum d’heroina. Cocaina i 6-monoacetil
morfina sén les drogues que es troben principalment al fluid oral quan es
produeix un consum de cocaina i heroina, respectivament (Huestis i Cone,

1998; Cone i Huestis, 2007).

La qualitat dels resultats qualitatius ha estat bona, tant pel
que fa referéncia a les analisis de cribratge com a les analisis
de confirmacié. Els falsos positius i falsos negatius trobats
han estat informats per un nombre reduit de laboratoris.
Alguns dels falsos negatius estan relacionats amb la utilitzacié
de concentracions de tall molt més elevades que les
proposades pel SAMHSA i a la utilitzacié6 de técniques
dirigides a la deteccié de compostos que no so6n els que es

troben principalment al fluid oral.
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Programa ORALVEQ. Resultats quantitatius: qualitat de les

analisis i errors detectats

Un elevat nombre de laboratoris van informar resultats quantitatius tant a

Pexercici del 2007 com a P’exercici del 2008.

Respecte a lexactitud dels resultats, 'error estandard (ERR%), calculat a
partit de la mitjana informada pels laboratoris de referéncia, va ser
aproximadament del 20% per a tots els analits. Respecte a la dispersio,
aquesta va ser bastant elevada a I'exercici del 2007 (CV% al voltant del 40%)
degut, principalment, a la preséncia de valors aberrants informats pet alguns
laboratoris, doncs aplicant estadistica robusta no s’eliminen aquests valors,
tot i que se’ls dona menys pes en els calculs. En Dexercici del 2008, la
dispersié dels resultats es va calcular utilitzant la mitjana 1 la desviacié
estandard robusta dels resultats informats pels laboratoris participants, tal i
com s’havia fet a l'exercici del 2007, perd en aquest cas es van eliminar
previament aquells valors considerats molt aberrants i que podien
distorsionar els resultats: valors aproximadament deu vegades més grans que
els resultats informats per la resta de laboratoris. Un total de set valors
(quatre per a la S4 1 tres per a la S5), informats per 3 laboratoris, no van ser
considerats per als calculs de la mitjana i la desviacié estandard robusta. Els
CV% calculats d’aquesta manera van ser al voltant del 30% per a tots els
analits, excepte per THC a la S5 i per benzoilecgonina, motfina i
THCCOOH a ambdues mostres que van ser molt més alts. Cal tenir en
compte, petd, que benzoilecgonina i morfina no es van addicionar al fluid
oral, sin6 que sén productes de degradacié per la hidrolisi espontania dels
enllacos esters de cocaina i 6-monoacetil morfina, respectivament, i THC 1
THCCOOH és conegut que presenten problemes de recuperacié per
adsorcié a les parets dels dispositius. Per tant, els alts CV% trobats per

aquestes quatre substancies cal atribuir-los majoritariament als problemes
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que ofereixen els dispositius comercials de recollida de fluid oral (baixa
recuperacié de cannabinoids per adsorcié a les parets dels dispositius i
degradacié de cocaina i 6-monoacetil morfina). Els CV% observats van ser
similars als trobats en els exercicis portats a terme per Clarke i Wilson entre
els anys 2002 i 2004, amb mostres de fluid oral recollides amb el dispositiu

comercial Intercept (Clarke i Wilson, 2005).

Als exercicis del programa ORALVEQ, tal i com s’havia realitzat en els
exercicis del HAIRVEQ, a part d’avaluar la dispersié conjunta dels resultats
informats per tots els laboratoris, també es va realitzar una avaluaci6
individual de cadascun dels resultats quantitatius, a través del calcul del valor
de z-score. D’aquesta manera, cada laboratori podia coneixer la desviacié del
seu resultat respecte al valor assignat. En ambdds exercicis de TORALVEQ,
com a valor assignat i com a variabilitat acceptable, es van utilitzar la mitjana
robusta i la desviaci6 estandard robusta dels laboratoris participants,
respectivament. Tant a P'exercici realitzat 'any 2007 com al realitzat I'any
2008, es va observar un elevat nombre de resultats satisfactoris (|z|<2):
entre un 75% i un 100%, depenent de l'analit. Aquest alt percentatge de
resultats satisfactoris s’explica, en part, perque la desviaci6 estandard robusta

dels laboratoris participants va ser alta.

Pel que fa referéncia als resultats quantitatius, es pot
concloure que tant Pexactitud com la dispersié dels resultats
es veu afectada, per una banda, per l’existéncia de valors
aberrants informats per un nombre reduit de laboratoris i, per
Paltra, per les mancances que presenten els dispositius de
recollida comercials de fluid oral: baixa recuperacié dels
cannabinoids per adhesié a les parets dels dispositius i
formaci6é de benzoilecgonina i morfina per la degradacié de

cocaina i 6-monoacetil morfina.
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L’exercici portat a terme 1’any 2007 va ser el primer exercici
interlaboratori d’analisi de drogues d’abus en aquesta matriu,
utilitzant fluid oral recollit sense cap mena d’estimulacié i

sense utilitzar dispositius de recollida comercials.

Un important assoliment dels exercicis del programa
ORALVEQ és que va obligar a alguns laboratoris, que no
analitzaven rutinariament mostres de fluid oral, a validar en
fluid oral metodologies analitiques desenvolupades i validades
inicialment pel cribratge i la confirmaci6 de drogues d’abtis en

altres matrius biologiques.
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ANALISI DE DROGUES D’ABUS EN CABELL

Material d’assaig

S’ha demostrat que la qualitat dels resultats analitics no depen del tipus
de mostra de cabell de la qual es parteix per realitzar 'analisi i que, per
tant, el cabell tallat en petits fragments i el cabell polvoritzat poden ser
utilitzats indistintament com a material d’assaig en exercicis

interlaboratori.

Qualitat dels resultats i fonts d’error

2.

Els exercicis intetlaboratori en cabell (HAIRVEQ) han estat utils, no
només per avaluar la qualitat dels resultats informats pels laboratoris,
sin6 també per identificar les fonts d’error i conéixer les eines que era
necessati desenvolupar per ajudar als laboratoris a millorar la qualitat
dels seus resultats analitics.

Els exercicis interlaboratori realitzats 1 les intervencions de tipus
educatiu portades a terme, han permes millorar la qualitat dels resultats
analitics des d’un punt de vista qualitatiu al llarg de la realitzacié del

programa.

S’ha observat una elevada dispersié de resultats quantitatius en els
laboratoris participants en el programa, que s’ha reduit en els ultims
exercicis fins als valors observats en altres programes de control de
qualitat d’analisi de drogues en cabell.

S’ha detectat que els metabolits, com benzoilecgonina o morfina, es

poden determinar amb menys precisié que les drogues inalterades.
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4. S’ha identificat que els errors estan relacionats tant amb el
processament incorrecte de la mostra (com per exemple, la no
utilitzacié6 d’estandard intern o bé la no utilitzacié de corbes de
calibratge per quantificar les substancies), com amb la utilitzacié de
tecniques d’analisi no adequades (com per exemple, la cromatografia
no acoblada a espectrometria de masses), o amb la manca d’una
validacié adequada de les metodologies en termes de sensibilitat i
especificitat, o amb una avaluacié incorrecta dels resultats (com per
exemple, la utilitzaci6 de concentracions de tall diferents a les
recomanades per a l'analisi de drogues en cabell i la interpretacid

incorrecta dels resultats obtinguts per espectrometria de masses).

5. S’ha observat que després de cinc anys de participacié en els exercicis
interlaboratori en cabell (HAIRVEQ), hi ha laboratoris que informen
molts errors de tipus qualitatiu i amb una dispersié de resultats
elevada. Tot i haver identificat les fonts, hi ha errors que no es
corregeixen, probablement degut a la manca de recursos dels

laboratotis.

ANALISI DE DROGUES D’ABUS EN FLUID ORAL

Metodologia analitica

6.  S’ha desenvolupat i validat un métode analitic que permet identificar i
quantificar 6-monoacetil morfina, morfina, codeina, cocaina i
benzoilecgonina en fluid oral.

La idoneitat del métode per identificar i quantificar aquestes drogues
en mostres reals, s’ha comprovat analitzant mostres de fluid oral

procedents d’un estudi d’excrecié de codeina, realitzat en voluntaris
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sans, 1 analitzant mostres de fluid oral procedents de consumidors de

drogues d’abus.

Material d’assaig

10.

S’ha demostrat que amfetamina, metamfetamina, MDMA, MDA,
benzoilecgonina, morfina i codeina sén estables en fluid oral o bé en
fluid oral estabilitzat amb tamp6 citrat a pH 4 1 azida sodica, conservat
a 37°C 1 a temperatura ambient (entre 22 i 25°C) durant 7 dies i

conservat a 4°C i a -20°C durant 2 mesos.

S’ha demostrat que per a compostos amb enllagos ester, com cocaina i
6-monoacetil morfina, és necessari estabilitzar el fluid oral amb tampd
citrat a pH 4 1 azida sodica. En aquestes condicions, els compostos soén
estables conservats a 37°C 1 a temperatura ambient (entre 22 1 25°C)

durant 7 dies i conservats a 4°C 1 -20°C durant 2 mesos.

S’ha demostrat I'estabilitat dels compostos en estudi en fluid oral

enfront cicles de congelaci6/descongelacio.

Shan determinat les mancances que presenten els dispositius de
recollida comercials estudiats: baixa estabilitat de les substancies amb
enllacos esters a les seves estructures i baixa recuperacié dels

cannabinoids per adhesio a les parets dels dispositius.

Qualitat dels resultats i fonts d’error

11.

L’exercici interlaboratori en fluid oral realitzat 'any 2007 (ORALVEQ

2007) va ser el primer exercici d’analisi de drogues d’abus en aquesta
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13.

14.

15.

Conclusions

matriu, utilitzant fluid oral recollit sense cap mena d’estimulaci6 i sense

utilitzar dispositius de recollida comercials.

La qualitat dels resultats dels laboratoris participants en els dos
exercicis interlaboratori en fluid oral realitzats, des d’un punt de vista
qualitatiu, ha estat bona, tant pel que fa referéncia a les analisis de

cribratge com a les analisis de confirmacio.

Les principals causes dels errors de tipus qualitatiu han estat: la
utilitzacié de concentracions de tall molt més elevades que les
proposades pel SAMHSA 1 la utilitzacié de tecniques dirigides a la
deteccié de compostos que no soén els que es troben principalment al

fluid oral.

S’ha vist que tant I'exactitud com la precisié globals dels resultats
obtinguts pels laboratoris es veu afectada, per una banda, per
Pexisténcia de valors aberrants informats per un nombre reduit de
laboratoris i, per I'altra, per les mancances que presenten els dispositius
de recollida comercials de fluid oral: baixa recuperacié dels
cannabinoids per adhesié a les parets dels dispositius i formacié de
benzoilecgonina i morfina per la degradaci6é de cocaina i 6-monoacetil

morfina.

Un important assoliment dels exercicis interlaboratori en fluid oral
(ORALVEQ) és que va obligar a alguns laboratoris, que no
analitzaven rutinariament mostres de fluid oral, a validar en fluid oral
metodologies analitiques desenvolupades 1 validades inicialment pel
cribratge 1 la confirmacié de drogues d’abus en altres matrius

biologiques.
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Annex 1

Poster que es va presentar al ““XX1” Congreso Sociedad Espariola de Bioquinica
Clinica y Patologia Molecular”. Bilbao. 20006.

S. Fernandez Roig, M. Ventura, S. Pichini, R. de la Torre, J. Segura, R.

Ventura.
Cuantificaciéon de cocaina, benzoilecgonina, 6-monacetilmorfina,

morfina, codeina, metadona y EDDP en saliva por cromatografia de

gases/espectrometria de masas.
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IMIM
heipitaidelmgr

Cuantificacion de cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetilmorfina,
morfina, codeina, metadona y EDDP en saliva

£ por cromatografia de gases/espectrometria de masas
il 5. Famindu Roig"?, M | Ventura®?, 5. Pichinit, R. De la Tore'?, J. hgun' 3 R. Vzmunl‘ ]

INTRODUCCION

* Las matrices convencionales Lsadas pan el andliss de
dwalmmhumruumn peen presentan
algunas limitaciones. Las alemativas, coma la
salt, po war alg problem:
.umm-lpmum,nmuulm
de la muestra asl como la comelacidn entre efecto
farmacaldgicd ¥ CONCEnTacion, que permitl conacer & 1
mmmmmﬂhdmmnmm
de [ recogida de I mussta

MATERIAL Y METODOS

Preparacidn de muestras
|elumen de saliva 1L
|

15T Estindares intermos
deutecados
|Extraccién ESL Bord.Elut Certity™
H pH 6.0, tampan fostato
Elucién CHOL,2-prepanal [B0:20 vv),
0 N,
Extractos secos
Cocalna y oplicecs  Dervatizacién BSTFATMCS
30 min 80°C
RESULTADOS

Taubls 3 Avalbon esluciadon. a) Cocana y cpiboecs. B Metadons y EDDP

! CEXS, Ursvarstat Pompeu Fabra, Barcelona

'UM waﬁﬂlmm Barcelors

ug Istituto Sups

= Los compuestos que se detectan en saliva, después de la
administracian de una deoga se indican en L Tadla ¢
Tabéa 1

Cocana Imn»w-mmn-
Hernina | e = Smanoscetimortna > morin
Mortna | Worfna
Matadona | Metadona > EDOP
Anilisis instrumental
Instrumerts CG/EM Serie 11 58804, .m
autométco TATIA, defector
Wmmm
Columna me!\lonilmloaﬂ
12m x0.2 mm x 0.33 ym
Inyeccién
Volumen do muestra 2 4l
Qas portadar Hesa (1 milkmin}
T* del inyector 280°C
Programa T+ T inicial = 100°C
20° Clmin
T firsal = 200°C

Tiempo final = 5 min
Tiempa total = 145 minutos
TOeW

CONCLUSIONES

* Se ha desarrollade y validade un métode anallice pa cecalna y

Santa, Roma
OBJETIVOS

* Desamolic y vabdacién de méodos de andlsis pam la

cuantficacice de diogas de abusa en saliva utilzando

de gases acoplada @ espectiomelria de masas [CG/EM)

* Los compuestos objefvo del estudic son. opdceos (morfina,

codeing. o—mwu:. cocaing  y  metabolic
metadana EDDP}

* Utilzacdn de los métodos desarrollados para o andlnis de
muesiras cbipridas. despuds de la adminstciin de codeina en
voluntarics Sancs y pam ol andlsis de musstras procedenies de
consumidores habduales de drogas.

Protocolo de validacion

* La validacion del métoda constd de 4 ensaycs en que se evaluaron
ks wguientes pardmetros. inervalo de linealdad, idoneidad de la
procisadn ¥ de la exactiud, |Wﬂﬂlmvucm

precision . exacttud intra.
ensdy0 ¥ inter-ensayo.
Muestras analizadas
= Salva de drogas

« Salna de voluntanos sanos (n=1) despuds de W administracion ofal

de 30 mg de codeina, recogida a distintos tiempos 0,1, 2,3, 4,8, 8y
24 horas.

toxicémanos en tratameento, de la Undat de
despuds de haber consumsdo

= En la Tabla 2 y en la Figura 1 e presentan los comg
eriacos fomadon,

¥ oplicecs

{COC, BE, COD, MORF, mmyammmmyw‘numlmlmmmum

COMPURSIOS 8N MuEstras de saliva. L

[Bubstance Abiss &

por

* El mitodo

ha permitide la

de codeina en muestras recogidas después de la

administracidn de una dosis dnica de codeina por via oral en voluntarios sanos.

= Bl métods desarrollado ha permitide identificar

¥ cuantificar las drogas en muestras de pacientes

consumidores habituales de cocaina, heroina y metadona.

199

mumwuqm
¥ cuanificacidn y ica tempos de retencién (TR) pam cada uno de los
COMPUASES

* En la Figur 2 se presenta ¢ cromatograma de Una muesTa de control

‘que contenta fodos los compussios objetios cel estudio

+ En i Tabla 3 s presentan |os resutados obbenicos en los ensayos de

validacin del procedimienita.

~La Figura J muesta los resutados chienidos despuds e s

sdministracion de codeina a volunianos sanos. La concentracsn e

mlummnummuummﬁvmun L
alas 240 L 50 cetectd

on ringun tismpo de los analzacos
= Lo resusados cbienidos de las muestas procedentes de s pacienies
de la Untat de Taxicomania de MHosplal del Mar se presentan en las
Tablas 4, 5 y & So detectaron todss 1as drogas que s paciemtes

mmmmqmnmun:mm-“-mm

nGRADECIMIENTDS

RSP —-———

oty N Piemat et
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Annex 2

Dades addicionals del treball:

Ventura M, Pichini S, Ventura R, Zuccaro P, Pacifici R, de la Torre R.
Stability Studies of Principal Illicit Drugs in Oral Fluid: Preparation of
Reference Materials for External Quality Assessment Schemes. Ther

Drug Monit. 2007;29(5):662-665.
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Taula 7.1. Resultats obtinguts per a amfetamina, metamfetamina, MDMA,

MDA, cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetil morfina ((MAM), morfina i

codeina en fluid oral després de conservar-lo durant 3 1 7 dies a 37°C.

Mitjana 1 desviacié estandard (SD) de les concentracions de les 5 aliquotes

guardades a cada condicié de temps 1 temperatura. S’inclouen els

percentatges de canvi (% canvi) respecte a les aliquotes guardades a -20°C.

-20°C 37°C —Dia 3 37°C — Dia 7
mitjana £ SD  mitjana £ SD %canvi mitjana = SD  %canvi
Amfetamina 3287+ 51 3265%+102  -0.7 321.0+ 75 -2.3
Metamfetamina 2951 £5.0  291.7 + 4.1 -1.2 291.5+ 3.9 -1.2
MDMA 3227+ 6.6 3266+ 3.4 1.2 3233+ 43 0.2
MDA 3025+ 8.6 3059 9.1 1.1 3044+ 11.8 0.6
Cocaina 321.0+7.7 63.6+258  -80.2 0.9+ 05 -99.7
Benzoilecgonina  236.7 £2.1 2335+ 19 -1.4 230.5+ 1.7 -2.6
6MAM 2623 +57 1651%395 -37.1 48.1 + 432 -81.7
Morfina 3047+ 6.8  296.1 + 3.8 -2.8 305.1 + 3.0 0.1
Codeina 303.6 £ 81 301.4+%93 -0.7 304.6 £ 1.2 0.3
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Taula 7.2. Resultats obtinguts per a amfetamina, metamfetamina, MDMA,
MDA, cocaina, benzoilecgonina, 6-monoacetil morfina ((MAM), morfina i
codeina en fluid oral després de conservar-lo durant 7 dies a 25°C. Mitjana i
desviaci6 estandard (SD) de les concentracions de les 5 aliquotes guardades
a cada condici6 de temps i1 temperatura. S’inclouen els percentatges de canvi

(%0 canvi) respecte a les aliquotes guardades a -20°C.

-20°C 25°C —Dia 7
mitjana = SD  mitjana = SD Ycanvi
Amfetamina 328.7 + 5.1 323.7 +10.1 -1.5
Metamfetamina 295.1 £ 5.0 295.8 £ 7.4 0.2
MDMA 3227+ 66  325.0* 114 0.7
MDA 3025+ 8.6 3034+ 1538 0.3
Cocaina 321.0 £ 7.7 108.1 £ 57.7 -66.3
Benzoilecgonina 236.7 + 2.1 2325+ 7.1 -1.8
6MAM 2623 5.7 2079 + 26.1 -20.7
Morfina 304.7 £ 6.8 2927+ 7.5 -3.9
Codeina 303.6 + 8.1 3124+ 7.7 2.9
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Figura 7.1. Estabilitat a llarg termini d’amfetamina, metamfetamina, MDMA
i MDA en fluid oral. Es presenten les relacions entre la mitjana de les
concentracions (n=5) obtingudes a diferents condicions de conservacié (Cx)
1 la mitjana dels valors de concentracié (n=5) de les aliquotes guardades a -
80°C. (0 4°C, @ -20°C)

a) Amfetamina

AMFETAMINA
1,3
O e +15%
S 11
°° 8
1 e .
8 1,0 S
5 09 - 15%
0,8
0,7
0 0,5 1 15 2
Temps (mMesos)
b) Metamfetamina
METAMFETAMINA
13
o 12 +15%
% 11
O 10 ® ° ®
X 09 9
° o8
0,7
0 0,5 1 15 2

Temps (mMesos)
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c) 3,4-metilendioximetamfetamina (MDMA)

MDMA
1,3
O L +15%
% 1,1
o 10
X 09 ¢ ¢ y
6 - 15%
0,8
0,7
0 0,5 1 15 2
Temps (Mesos)
d) 3,4-metilendioxiamfetamina (MDA)
MDA
1,3
O 1,2 + 15%
zolo 1,1
o 10
< 09 & o .
o - - 15%
0,8
0,7
0 0,5 1 15 2

Temps (mesos)
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Figura 7.2. Estabilitat a llarg termini de benzoilecgonina, morfina i codeina
en fluid oral. Es presenten les relacions entre la mitjana de les concentracions
(n=5) obtingudes a diferents condicions de conservaci6 (Cx) i la mitjana dels
valors de concentracié (n=>5) de les aliquotes guardades a -80°C. (0 4°C, @ -
20°C)

a) Benzoilecgonina

BENZOILECGONINA
13
12
11
10 ® ® 9
09
08
07

Cx /C-80°C

Temps (mesos)

b) Morfina
MORFINA

13
1,2
11
1,0 ® ° )
0,9
0,8
0,7

Cx/C-80°C

Temps (mMesos)
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c) Codeina

CODEINA

1,3
1,2 4
1,1+
1,0 T o
0,9
0,8 1
0,7 -

0 0,5 1 15 2

Cx/C-80°C

Temps (mesos)
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