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ANALISIS  DE DROGAS DE ABUSO A BAJOS NIVELES DE CORTE.
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Resumen. 
El análisis de drogas de abuso constituye una creciente actividad de los laboratorios clínicos. Los niveles de corte convencionalmente utilizados (SAMHSA, Substance Abuse and Mental Health Servicies Administration)  pueden no resultar convenientes en poblaciones seleccionadas con altas exigencias al respecto. Nuestros objetivos fueron aplicar niveles de corte significativamente inferiores para detección del consumo de cocaína, cannabis, opiáceos y anfetaminas, evaluar el rendimiento analítico de los métodos aplicados y la exactitud de detección. Se analizaron  7153 muestras de orina recién emitidas procedentes de igual número de sujetos. Fueron analizadas mediante reactivos CEDIA (Microgenics Co.)(Cloned enzyme donor immunoassay) a niveles de corte de; opiáceos: 25 ng/ml, cocaína: 30 ng/ml, cannabinoides: 10 ng/ml y anfetaminas 90 ng/ml. Los resultados positivos fueron posteriormente confirmados mediante GC/MS. A tales niveles de corte la imprecisión día a día durante el período de tres meses del estudio fue menor de 20  CV% para todas las determinaciones. Los resultados “falsos positivos”  fueron respectivamente: cocaína 10%, cannabinoides 18.5%, opiáceos 27.7% y anfetaminas 97.6%. Todas las muestras positivas en el screening  para cocaína, cannabinoides y anfetaminas y el 57.4 % de las de opiáceos, no hubieran sido detectadas a los niveles de corte de 300, 100, 1000 y 300 ng/ml.  Los bajos niveles de corte utilizados  aumentaron el número de muestras positivas a la confirmación, sin embargo, se acompaño de un importante incremento de falsos positivos  particularmente  para opiáceos y anfetaminas. 
Abstract.
Drug abuse testing in urine is a growing field in clinical laboratories. In some populations, with special requirements, clinically significant concentrations of abused drugs in urine may not be detected when current SAMHSA (Substance Abuse and Mental Health Services Administration) cut-offs are used. Our objectives were to applied cut-off values below the current used and to define the precision profile of the tests used and to evaluate the accuracy of testing at such low cut-offs levels. 7153 fresh urine samples from the same number of subjects were analyzed,

CEDIA (Microgenics Co)(cloned enzyme donor immunoassay) reagents were used to test drugs for screening  at the following cut-off values: opiates: 25 ng/ml, cocaine 30 ng/ml, cannabinoids 10 ng/ml and amphetamines 90 ng/ml. Confirmatory test were done by GC/MS.

At such cut-off levels , day to day imprecision during the three months, the study lasts was less than 20 CV% for all assays. False positive results were respectively: cocaine: 10%, cannabinoids: 18.5%, opiates: 27.7% and amphetamines 97.6%.

All positive samples on screening  for cocaine, cannabinoids , amphetamines and 57.4%  for opiates were below  the cut-off levels of 300, 100, 1000 and 300 ng/ml usually  applied.  Low cut-off levels give a higher number of false positive results nevertheless, for cocaine and cannabinoids increased the number of specimens that yielded positive on confirmatory testing.

Introducción.
El consumo de drogas es un hecho relativamente frecuente entre los trabajadores y motivo de preocupación de los empleadores. En el año 2005, en EUA;  el 74.8 % de los  consumidores de drogas, mayores de 18 años, eran trabajadores y el 62.7 % de ellos eran empleados a tiempo completo. 

El consumo de drogas de abuso tiene un impacto no despreciable sobre el puesto de trabajo. Entre las consecuencias laborales del consumo de drogas,  el Dpto. de Trabajo de Estados Unidos ha identificado: inestabilidad laboral (mayor número de empleadores por año, mayor tasa anual de cambio de empleo, despidos más frecuentes), aumento del absentismo e indisciplinas laborales.
Según el informe del Observatorio Español  sobre Drogas (OED) del 2006, se ha producido en España, un incremento notable en los consumos  de cannabis y  cocaína.
En varios países, se  han puesto en práctica programas  estatales, sectoriales y empresariales que incluyen  la pesquisa de drogas en los controles médicos preempleo.
Los niveles de corte para las concentraciones de drogas en los ensayos de detección y en los ensayos confirmatorios posteriores más frecuentemente  utilizados son los recomendados por la SAMHSA (Substancie Abuse and Mental Health Services Administration) de los Estados Unidos de América  si bien algunos laboratorios aplican otros. Nosotros aplicamos niveles de corte significativamente inferiores por tratarse de un grupo ocupacional  sobre el que se aplican estrictas exigencias de no consumo de drogas.
Materiales y Métodos:

Se analizaron 7153 muestras de orina emitidas en el día, correspondientes a igual número de sujetos. Para el screening se utilizaron reactivos CEDIA 

(Microgenic Co.) (cloned enzyme donor immunoassay) para determinación semicuantitativa de opiáceos, cocaína, cannabinoides (THC) y anfetaminas
en un analizador Olimpus Au 640. Los procedimientos recomendados por el fabricante fueron modificados; se aumentó  el volumen de muestra y se acortó  el tiempo de incubación.  Se calibró con tres concentraciones del analito  mediante  diluciones apropiadas de calibradores CEDIA. Para los controles se ajustaron a las concentraciones deseadas controladores comerciales (Beckman Co.).
Tabla 1.

 Los niveles  de corte seleccionados  fueron respectivamente: opiáceos 25 ng/ml, cocaína: 30 ng/ml, THC: 10 ng/ml y anfetaminas 90 ng/ml. 
Los ensayos confirmatorios fueron realizados mediante GC/MS (cromatografía de gases/espectroscopia de masa)  en un instrumento modelo Saturno 2200  (Varian)  con patrones internos  deuterados  de las moléculas de interés   y derivatización con PFPA (anhídrido pentafluoro propiónico)  y  HFIP (hexafluoruro propanol).

Resultados.
Tabla 2   

Resultados de los promedios mensuales de  la imprecisión analítica  día a día   para cada uno de los ensayos, durante el período  de tres  meses de duración del  estudio.
La sensibilidad analítica al nivel de corte para cada una de las drogas, calculada como 2 DS de la lectura del calibrador expresada en concentración (ng/ml) fue: cocaína ±  2.5; anfetaminas ± 6.5; opiáceos ±1.25; THC± 0.67.

Los métodos fueron verificados mediante análisis por duplicado de 10 muestras con valores conocidos con  concentraciones próximas al  nivel de corte analizadas por el Laboratorio Nacional de Toxicología.  

 Tabla 3. 
El total de positivos a alguna droga fue de 202,  que representan el 2.8% del total de sujetos  estudiados (7153),  Tres sujetos  resultaron positivos a dos drogas. Los confirmados positivos fueron  el 1% (72  sujetos)
 Tabla 4.
 El 100% de los positivos en los ensayos  a cocaína, cannabis y anfetaminas  lo fue a concentraciones muy por debajo de los niveles de corte habitualmente 
No se observó correlación positiva ente las concentraciones de analito reportadas por los ensayos CEDIA y las concentraciones reportadas mediante CG/MS. 

Discusión y Conclusiones.
- Los  ensayos de screening  utlizados,  luego de optimizados a nuestros objetivos y mostrar un rendimiento analítico satisfactorio, posibilitaron  la detección  de las  drogas analizadas  en un importante número de muestras que hubieran sido catalogadas como negativas.

- Los niveles de corte establecidos por SAMHSA  reducen  la proporción de falsos positivos pero sin embargo posibilitan que un significativo número de muestras de orina sean calificadas como “negativas” aun cuando resultarían positivas en análisis confirmatorio.
- Las exigencias sobre ciertos grupos laborales pueden hacer conveniente la aplicación de otros niveles de corte más bajos, aun al costo de aumentar la proporción de falsos positivos.

- Los niveles de corte aplicados, en nuestra opinión, resultaron satisfactorios para el screening de cocaína y cannabis,  no así para opiáceos y anfetaminas que arrojaron una alta proporción de falsos positivos.

TABLAS 

ANALISIS DE DROGAS DE ABUSO A BAJOS NIVELES DE CORTE.

Tabla 1.   NIVELES DE CORTE Y CONCENTRACION DE CONTROLES ng/ml.

	       NIVEL
	   BAJO
	   CORTE
	   ALTO

	   OPIACEOS
	      15
	       25  
	      50

	   COCAINA
	      15 
	       30 
	      50

	   CANNABINOIDES
	        5 
	       10
	      25

	   ANFETAMINAS
	      50
	       90
	    120


Tabla 2. IMPRECISION ANALITICA CV% . PROMEDIO DE 3 MESES

	  NIVEL
	   OPIACEOS
	  COCAINA
	   CANNABIS
	  ANFETAMINAS

	  BAJO
	       13.4
	      16.4
	       15.4
	          17.5

	  CORTE
	       10.6
	        7.5
	       13.3
	            9.9

	  ALTO
	       10.3
	        7.6
	         2.3
	            8.6


Tabla 3.  RESULTADOS DEL ESTUDIO  EN 7153 SUJETOS
	 
	  OPIACEOS
	  COCAINA
	  CANNABIS
	  ANFETAMINAS

	    POSITIVOS

   DESPISTAJE
	       54

   0.76 %
	      10

   0.14 %
	       27

     0.38 %
	       114

       1.6 %

	  CONFIRMADOS

  POSITIVOS
	       39

    72.3 %
	       9

     90 %
	       22

     81.5 %
	         2

       2.3 %

	   FALSOS 

   POSITIVOS
	       15

     27.7 %
	       1

     10 %
	        5

     18.5 % 
	         83

       97.6 %

	   VERDADEROS 

   POSITIVOS %
	      0.54        
	     0.13 
	       0.30
	       0.028


  Tabla 4.    RESULTADOS POSITIVOS EN  SCREENING INICIAL  SEGÚN NIVEL DE CORTE.
	 
	OPIACEOS
	COCAINA
	CANNABIS
	ANFETAMINAS

	ng/ml 
	<300
	>300
	<300
	>300
	<50
	>50
	<1000
	>1000

	N
	31
	23
	10
	0
	27
	0
	114
	0

	%
	57.4
	42.6
	100
	0
	100
	0
	100
	0
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