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Lo scopo del presente documento € di fornire informazioni scientifiche ed indicazioni tecniche atte
a garantire un’adeguata gestione degli accertamenti tossicologico-forensi di uso pregresso e/o
continuativo a rischio di alcol etilico, mediante I’utilizzo di idonee procedure analitiche e la corretta
interpretazione dei dati analitici ottenuti.

Nel presente documento non sono trattati i marcatori indiretti di abuso alcolico piu tradizionali,
quali gamma-glutamil transferasi o transpeptidasi (yGT), alanina aminotransferasi (ALT), aspartato
aminotransferasi (AST), volume globulare medio (MCV), in quanto ritenuti utili prevalentemente in
ambito diagnostico clinico.

Considerata la problematica definizione, sotto il profilo quantitativo, dell’uso pregresso e/o
continuativo a rischio di alcol etilico, nel presente documento si fa riferimento alla definizione della
Organizzazione Mondiale della Salute (WHO) di esposizione cronica eccessiva di alcol, secondo la
quale “per uso cronico eccessivo di etanolo si intende un consumo medio giornaliero uguale o

superiore a 60 grammi, protratto per alcuni mesi’**.

Considerata inoltre la vasta letteratura scientifica attualmente disponibile in tema di biomarcatori di
abuso alcolico, nel presente documento vengono trattate le problematiche relative alla
determinazione dei tre principali marcatori diretti, quali etilglucuronide (EtG) ed esteri etilici
degli acidi grassi (FAEE) nelle formazioni pilifere, fosfatidiletanolo (Peth) nel sangue intero, e
quelle relative alla determinazione, nel siero, del marcatore indiretto transferrina carboidrato
carente (CDT).
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Dal momento che i marcatori presi in considerazione sono determinabili in molteplici matrici
biologiche, si ritiene opportuno dapprima discutere le caratteristiche dei diversi marcatori, e
successivamente esaminare le pit opportune modalita di prelievo delle differenti matrici biologiche.
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Determinazione di etilglucuronide (EtG) nelle formazioni pilifere

L’etilglucuronide (ethyl-B-D-glucuronide, EtG) € un metabolita diretto dell’etanolo che si forma
tramite un processo metabolico di tipo non-ossidativo’. Una frazione inferiore all’1% dell’alcol
etilico assunto & metabolizzata, in sede epatica, in EtG, mediante una reazione di coniugazione con
I’acido glucuronico per azione dell’UDP-glucuroniltransferasi (UGT), una superfamiglia di enzimi
altamente polimorfici.

L’EtG é una sostanza organica non volatile, polare, relativamente stabile e debolmente acida, che a
seguito di esposizione ad etanolo pu0 essere determinata in diverse matrici biologiche, con
differenti intervalli temporali. Nello specifico, le formazioni pilifere, con una finestra di
determinazione di alcuni mesi precedenti il prelievo, rappresentano la matrice ideale per
I’identificazione di comportamenti di consumo moderato o cronico eccessivo di etanolo®*.

La determinazione quantitativa dell’EtG nelle formazioni pilifere, in particolare nei capelli,
garantisce un’adeguata correlazione con la quantita di alcol etilico assunta®>®. Si ricorda a tal
proposito che ogni bulbo pilifero possiede un proprio ciclo vitale, con velocita di crescita differente
a seconda della regione corporea; a livello del cuoio capelluto, la crescita varia generalmente da 0,6
a 1,4 cm/mese, anche in dipendenza dell’uso di farmaci, dell’eta, del sesso, dell’etnia e della
stagione annuale'?,

Secondo il documento di consenso della Society of Hair Testing (SoHT), la cui ultima revisione é
aggiornata al 2019", per campioni di capelli di lunghezza compresa tra 3 e 6 cm, la soglia
discriminante per I’astinenza o consumo occasionale o moderato nel periodo considerato in
relazione alla lunghezza del capello € identificata in 5 pg/mg, mentre il cut-off utile a valutare un
consumo continuativo o0 eccessivo (> 60 g/die) ¢ identificato in 30 pg/mg. Sebbene la stabilita
dell’EtG nelle formazioni pilifere sia ancora oggetto di studio, soprattutto per i segmenti distali, in
alcuni studi e stata osservata una buona stabilita in campioni di capelli di lunghezza ricompresa tra
3e12cm'

Diversi studi hanno valutato la sensibilita e la specificita diagnostica dell’EtG nei capelli per
discriminare un consumo di alcol occasionale 0 moderato da un consumo continuativo o eccessivo
(>60 g/die)™> . Per tale finalita, considerando una porzione di capelli corrispondente ai 3 cm
prossimi alla cute e applicando un cut-off di 30 pg/mg, I’EtG presenta una sensibilita diagnostica
pari a 0,85 e una specificita diagnostica pari a 0,97*". Questi valori, ancorché variabili in funzione di
diversi studi, sono complessivamente considerati di riferimento dalla comunita scientifica.

L’incorporazione dell’EtG nelle formazioni pilifere sembrerebbe non essere influenzata dal
contenuto di melanina della matrice®. Tra i vari fattori fisiologici e/o patologici, ad oggi studiati,
che possono influenzare la concentrazione di EtG nei capelli e stato identificato solamente I’indice
di massa corporea (BMI), anche se la possibile influenza del BMI sulla quantita di EtG incorporata
nei capelli é stata osservata solo in una popolazione di forti bevitori, con valori di EtG superiori a
30 pg/mg**?°. Non risultano invece costituire fattori influenti I’eta, il sesso, I’etnia e la presenza di
patologie epatiche, quali, ad esempio, la cirrosi epatica alcolica.

In caso di capelli eccessivamente corti (< 3 cm), ovvero di calvizie, possono essere utilizzati in

alternativa, per I’applicazione del cut-off di 30 pg/mg, solo i peli prelevati dalla zona toracica®%,
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con I’impossibilita tuttavia di desumere una stima temporale del consumo. Diversamente, i peli
pubici, potendo risultare positivi per EtG anche in seguito ad una singola assunzione di etanolo,
spesso a causa di contaminazione da parte dell’EtG presente nell’urina, trovano ragione di utilizzo
unicamente in caso di necessita di verifica di completa astinenza (ad esempio a seguito di
accertamenti in tema di idoneita a trapianti d’organo). Sono poi da escludere i peli ascellari, in
quanto la sudorazione o I’utilizzo di deodoranti possono favorire un dilavamento dell’EtG, con una
conseguente sottostima del livello di esposizione ad etanolo. Parimenti, anche i peli della barba
sono da escludere perché soggetti a potenziali contaminazioni dirette da EtG contenuto negli
alimenti o nei prodotti cosmetici. In casi estremi possono essere utilizzati peli di braccia e gambe,
per i quali pero gli studi di letteratura sono molto scarsi e il dato quantitativo risulta di difficile
interpretazione®,

La performance diagnostica dell’EtG, se confrontata con quella degli altri biomarcatori del
consumo alcolico, & significativamente superiore (P<0.05)%* ad eccezione di alcune specifiche
condizioni quali, per esempio, in casi di risultati falsi negativi dovuti al trattamento chimico o
termico dei capelli (decolorazioni, permanente etc.)®> %, o in caso di impiego di prodotti cosmetici
contaminati con EtG*>L. In questi casi, I'impiego di un differente marcatore pud migliorarne la
performance diagnostica. Inoltre, alcuni studi di letteratura hanno riguardato I’identificazione di un
marcatore di trattamenti cosmetici di tipo ossidativo (decolorazioni, tinte etc.), come il PTCA
(Pyrrole 2,3,5 Tricarboxylic Acid)*"**®, Tuttavia, ad oggi, I’impiego di tale marcatore, con
metodiche non ancora standardizzate, non pu0 rivestire validita medico-legale, ma costituire la
fonte di informazioni aggiuntive, utili ad una valutazione piu completa del dato analitico prodotto.

La tecnica strumentale piu diffusa ed utilizzata per la ricerca dell’EtG nelle formazioni pilifere e
costituita dalla cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di massa tandem (LC-MS/MS)
con rivelatori a triplo quadrupolo; tuttavia, sono ampiamente descritte anche altre tecniche
analitiche, gas- o liquido-cromatografiche accoppiate alla spettrometria di massa, anche ad alta
risoluzione (GC-MS/MS, GC-HRMS, LC-HRMS)®. Possono essere utilizzate altre tecniche ad
esclusivo scopo di screening, come le tecniche immunochimiche. Tali tecniche devono comunque
garantire il raggiungimento di una sensibilita minima dei relativi metodi, fissata dalla SoHT a 5
pg/mg. Nel caso in cui siano adottate tecniche di screening, I’eventuale risultato non negativo deve
essere necessariamente confermato mediante impiego di tecniche cromatografiche accoppiate a
spettrometria di massa. Tutti i metodi utilizzati per la determinazione di EtG nelle formazioni
pilifere, sia per screening che per conferma, devono garantire il raggiungimento di un limite
inferiore di rivelazione (LOD) di 5 pg/mg®.

La LC e comunemente condotta in fase inversa e interfacciata ad una ionizzazione electrospray
(ESI) in modalita negativa, sebbene abbiano trovato impiego anche colonne cromatografiche a fase
diretta (HILIC, hydrophilic interaction chromatography)®=’. La GC-MS/MS ¢é utilizzata sia con
ionizzazione ad impatto elettronico che con quella chimica. Comparativamente, la ionizzazione
chimica negativa & la modalita che garantisce una maggiore sensibilita analitica®.

Le modalita di trattamento dei campioni di formazioni pilifere in fase preanalitica puo influire sul
valore quantitativo di EtG ottenuto, in quanto la resa estrattiva dell’analita dalla matrice biologica e
influenzata da diversi fattori quali modalita di prelievo, decontaminazione, omogeneizzazione del
campione, condizioni estrattive. Al fine di minimizzare la contaminazione esterna del campione,
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che potrebbe causare false positivita od incrementare artificialmente il valore quantitativo, il
campione deve essere prelevato in sede idonea, e lavato mediante I’adozione di protocolli di
decontaminazione che si differenziano per tipologia di solvente o miscele di solventi, numerosita
dei cicli di lavaggio, volume di solvente®*“°. Le diverse tecniche di comminuzione del campione
rappresentano la variabile preanalitica maggiormente studiata e descritta in letteratura®** e, dal
2014, raccomandazioni a favore della polverizzazione, rispetto al tagliuzzamento in frammenti di
pochi mm, sono state incluse nel documento di consenso della SoHT**“*“® La procedura estrattiva
pit diffusa prevede I’aggiunta di un’idonea soluzione estraente (la piu utilizzata & I’acqua
deionizzata), I’incubazione a temperatura ambiente e/o I’impiego di un bagno ad ultrasuoni. Infine,
alcuni protocolli prevedono I’utilizzo di colonnine per I’estrazione in fase solida (SPE). Anche
relativamente alla fase estrattiva, in letteratura sono descritti molteplici protocolli®* che si
differenziano per la scelta del solvente(i), la durata della permanenza nel bagno ad ultrasuoni, la
temperatura di incubazione, cosi come la scelta della fase assorbente dei sistemi SPE.
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Determinazione di transferrina carboidrato carente (CDT) nel siero

L’interesse per la CDT come biomarcatore del consumo cronico di alcol € iniziato a seguito della
segnalazione nel 1978, da parte del gruppo di ricerca di Stibler, di un profilo anomalo di transferrina
(Tf) mediante focalizzazione isoelettrica (isoelectric focusing, IEF) nel liquido cerebrospinale
(CSF) di pazienti con degenerazione cerebellare alcolica’®. Nel siero dei forti bevitori, le
glicoforme minori della Tf (caratterizzata da almeno 6 glicoforme misurabili) con un punto
isoelettrico (pl) di 5,7 o superiore, corrispondenti all’asialo-Tf (priva di entrambi i glicani), alla
monosialo-Tf (con un glicano troncato) e alla disialo-Tf (privo di uno dei due glicani), presentano
concentrazioni elevate rispetto ai controlli. Di conseguenza, nella letteratura piu datata e talvolta
anche in pubblicazioni recenti, il misurando CDT é definito come la somma di asialo-, monosialo- e
disialo-Tf".

E stato dimostrato che la concentrazione relativa di asialo- e disialo-Tf, ma non di monosialo-Tf o
trisialo-Tf, sono associate a un forte consumo di alcol, avendo un’emivita di circa 10 giorni°.
Tuttavia, la frazione di asialo-Tf & solitamente misurabile solo dopo I’assunzione cronica e molto
elevata di alcolici per cui non risulta misurabile con adeguata accuratezza in molte circostanze
analitiche, sebbene appaia sopra il valore medio®’. Questo ha portato alla scelta della disialo-Tf
come target analitico principale per la CDT. Per compensare le fluttuazioni intra-individuali della
Tf sierica e, quindi, delle concentrazioni di CDT, come in caso di carenza di ferro, malattie croniche
0 gravidanza, I’espressione della CDT come proporzione relativa della Tf totale (%CDT) é stata
introdotta a meta degli anni ‘90 ed & diventata lo standard internazionale®.

Metodi analitici basati sulla cromatografia liquida (LC)® e sull’elettroforesi capillare (CE)® hanno
dimostrato una maggiore accuratezza e specificita analitica. Un vantaggio principale dei metodi che
utilizzano LC e CE rispetto ai metodi che impiegano tecniche immunochimiche é rappresentato
dalla visualizzazione delle glicoforme della Tf. Cio é particolarmente importante in presenza di
varianti genetiche della Tf o di altri modelli di glicoforme aberranti come il cosiddetto "di-tri
bridging" che si verifica in alcune patologie epatiche.

L’uso di diversi metodi analitici per la CDT, con diversi misurandi e diversi cut-off, ha creato una
certa confusione nell’interpretazione e nel confronto dei risultati. Per questo motivo, nel 2005 la
federazione internazionale di chimica clinica e medicina di laboratorio (The International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine - IFCC) ha istituito un gruppo di lavoro
sulla standardizzazione della CDT (working group on CDT, WG-CDT). Nella sua prima
pubblicazione, il WG-CDT ha sottolineato che I’armonizzazione e la calibrazione dovrebbero
basarsi su un singolo analita e non su una miscela di due o piu componenti. Il WG-CDT ha scelto la
disialo-Tf come unico analita su cui basare la standardizzazione, poiché questa la glicoforma
esprime la migliore correlazione con il consumo di alcol®.

Sia CE che LC sono tecniche di separazione efficienti, in grado di fornire una separazione
completa, una totale visualizzazione ed una quantificazione delle principali glicoforme di Tf.
Confrontando LC e CE in modo piu dettagliato, LC con rivelazione UV-Vis é considerata migliore
ed é diventata la procedura di misurazione di riferimento (candidate reference measurement
procedure, cRMP) per la CDT, a causa della sua maggiore specificita di rivelazione, basata sulla
misurazione selettiva dell’assorbanza della transferrina satura di ferro a 470 nm. Al contrario, la CE
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si basa sulla rivelazione, meno specifica, del legame peptidico a 200 nm. | risultati dell’analisi della
CDT mediante LC e CE mostrano comunque, in genere, un’eccellente correlazione®®*!, salvo casi
particolari'?. Il WG-CDT ha, inoltre, concordato di utilizzare I’integrazione dei picchi sulla linea di
base anziché I’approccio da valle a valle. Questa pratica ha dimostrato di ridurre il coefficiente di
variazione inter-laboratorio®*®, E stata, infine, creata una rete internazionale di laboratori di
riferimento per la CDT che utilizzano il metodo cRMP LC e questa rete ha generato risultati
riproducibili sia per i campioni di siero che per i candidati a materiali di riferimento propost™. Il
materiale di riferimento eletto per la CDT, ovvero siero umano nativo congelato, si & dimostrato
stabile durante la spedizione e la conservazione, ed ha permesso di ottenere risultati corretti e
riproducibili all’interno dei laboratori della rete che utilizzano il cRMP.

La CDT é I’unico biomarcatore dell’alcol ad aver raggiunto la standardizzazione internazionale
IFCC, compresa la definizione dei cut-off per la definizione clinica di abuso alcolico cronico o
ripetuto (1,7% in ambito clinico e 2,0% in ambito forense, tenendo conto dell’incertezza di misura).
Sono disponibili anche calibratori e materiali di riferimento certificati. Inoltre, la CDT é attualmente
I’unico biomarcatore di abuso alcolico approvato dalla FDA. La sostenibilita del biomarcatore e
garantita dalla rete IFCC CDT.

La determinazione della CDT ¢ eseguita principalmente su campioni di siero. Il prelievo di siero
pud essere effettuato utilizzando provette con separatori di gel e/o acceleratori di coagulazione®.
Oltre al siero, I’uso di spot di sangue essiccato (dried blood spot, DBS) potrebbe rappresentare una
valida alternativa alla veni-puntura, nei casi in cui il siero sia difficilmente ottenibile™.

Per quanto riguarda la stabilita dei campioni, le concentrazioni seriche di CDT non sono influenzate
dalla conservazione a temperatura ambiente per un massimo di 30 ore. L’esposizione a temperatura
ambiente per periodi superiori a una settimana porta alla degradazione della Tf e all’aumento della
frazione esasialo-Tf. Altri studi segnalano come i campioni siano stabili se conservati a +4°C per
circa 10 settimane o a -20°C fino a 2 anni. Inoltre, il congelamento e lo scongelamento ripetuti non
interferiscono con la corretta determinazione della CDT sierica™.

Il trattamento del campione per la determinazione della CDT inizia solitamente con la saturazione
con ferro, poiché la carica complessiva delle glicoforme della Tf influenza la loro separazione.
Inoltre, tra le fasi preanalitiche che possono interferire con la quantificazione delle glicoforme della
Tf va menzionato il trattamento dell’iperlipemia per i metodi in LC*.

Nel corso degli anni sono stati condotti molti studi e sono stati trattati e dibattuti diversi argomenti a
favore o in contrasto del valore diagnostico (sensibilita e specificita) del biomarcatore CDT. In
generale, e stato riscontrato che la dieta, i comuni farmaci da prescrizione e il disulfiram non
influenzano la concentrazione serica di CDT"".

Nella letteratura meno recente, in cui la CDT era determinata con obsoleti "metodi immunometrici a
due step™ o non era espressa come %CDT, si riportava erroneamente il rischio di falsi positivi nei
casi di fibrosi cistica, cirrosi biliare primaria, proteina C-reattiva serica elevata, diabete mellito di
tipo 2, terapie con farmaci antiepilettici e anoressia nervosa. L’introduzione di tecniche di
separazione e quantificazione della Tf moderne, in particolare LC cRMP, ha permesso di ottenere
profili completi delle glicoforme, evitando cosi tali interferenze'®. Esistono, tuttavia, alcune
condizioni che influenzano il potere diagnostico della CDT, o che comunque ne rendono difficile
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I’interpretazione, tra cui la gravidanza nel terzo trimestre, la presenza di varianti genetiche della Tf,
i disordini congeniti della glicosilazione (CDG) e le malattie epatiche acute o croniche in fase
avanzata (spesso caratterizzate dal cosiddetto bridging di-trisialo)*®*%. Tuttavia, la maggior parte di
queste condizioni sono facilmente riconoscibili clinicamente. Benché piuttosto rare (ad esempio, le
varianti genetiche), o facilmente identificabili (ad esempio, il terzo trimestre di gravidanza), queste
potenziali interferenze pongono importanti problemi di interpretazione e richiedono un approccio
integrato basato su evidenze cliniche e di laboratorio, compresi gli altri moderni biomarcatori del
consumo di alcol. Infine, & opinione condivisa che la CDT non rappresenti un biomarcatore
affidabile per individuare condizioni di binge drinking, che attualmente rappresenta una forma
piuttosto comune di abuso di alcol®”.

Negli ultimi decenni, I’uso della CDT come biomarcatore di abuso cronico di alcol ha trovato
applicazione in vari contesti forensi, come I’affidamento minorile, gli incidenti sul lavoro, i lavori
con mansioni a rischio, il possesso del porto d’armi, e altre controversie civili. Tuttavia,
I’applicazione piu diffusa della CDT rimane nel campo della certificazione dell’idoneita al possesso
della patente di guida e a mansioni lavorative che comportino rischi per I’incolumita del lavoratore
e di terzi.
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Determinazione di Fosfatidiletanolo (Phosphatidylethanol - Peth) nel sangue intero

Il fosfatidiletanolo (Peth) comprende un gruppo di fosfolipidi che si formano nelle membrane
cellulari dei globuli rossi a seguito della reazione di fosfatidilcolina con alcol etilico, catalizzata
dall’enzima fosfolipasi D. | diversi fosfolipidi ottenuti si differenziano per i due acidi grassi a
catena lunga (R1 e R2) presenti nella struttura base dell’etanolfosfodigliceride™?.

L’omologo Peth 16:0/18:1, contenente i gruppi esterei di un acido palmitico e un acido oleico,
rappresenta la specie pitl abbondante e corrisponde stabilmente al 35%-45% del Peth totale®, per cui
recentemente si preferisce determinare analiticamente questo singolo omologo in rappresentanza del
Peth totale. Anche se la dieta personale puo influenzare I’abbondanza dei singoli omologhi, la
variazione individuale dell’omologo Peth 16:0/18:1 & ampiamente ricompresa nell’ambito di
fluttuazione dei diversi fattori di influenza. In pratica, per passare dalla scala di misura del Peth
totale a quella del Peth 16:0/18:1 si puo usare il fattore moltiplicativo di 0,4, corrispondente al 40%
del totale®.

Il Peth si puo formare nel sangue soltanto in presenza di etanolo, per cui & considerato un
biomarcatore diretto di consumo alcolico, peraltro non soggetto a condizioni note di falsa positivita.
Cautelativamente, si € comunque affermato nel tempo un valore-soglia di 20 ng/mL di Peth nel
sangue, riferito alla forma 16:0/18:1°°, per distinguere astinenza e consumo di alcol etilico. In altri
termini, concentrazioni di Peth comprese fra il limite di rilevabilita (LOD, generalmente inferiore a
2 ng/mL e progressivamente piu basso con I’evoluzione strumentale) e 20 ng/mL sono
comunemente interpretate come “non contradditorie” rispetto ad un’asserzione di astinenza dal
consumo alcolico. Al contrario, concentrazioni di Peth pari o superiori a 20 ng/mL sono ritenute
comprovanti di assunzione giornaliera di almeno 2,5 unita alcoliche (~30 g/die) per i maschi e di
1,5 unita alcoliche (~20 g/die) per le femmine.

Nell’interpretazione dei dati analitici occorre tener presente la cinetica di formazione e
metabolizzazione del Peth. Il Peth inizia a prodursi immediatamente dopo I’assunzione di alcol e
raggiunge il picco massimo di concentrazione circa 8 ore dopo’®. Una volta formato, il Peth
degrada molto lentamente, rendendolo utile come biomarcatore di consumo. Il tempo di emivita del
Peth nel sangue & stimato in 3-6 giorni®, in funzione della variabilita individuale e tenendo conto
che per i forti bevitori occorre utilizzare il limite minimo dell’intervallo, in ragione della loro piu
rapida capacita di metabolizzazione sviluppata nel tempo®™*. Per fare un esempio, un picco di Peth
di 200 ng/mL, seguito da astinenza, richiedera 10-20 giorni per scendere al di sotto della citata
soglia di 20 ng/mL, giudicata compatibile con [I’astinenza. Sostanzialmente, i fattori che
determinano la concentrazione di Peth nel sangue sono: quantita di alcol ingerito, frequenza/rapidita
nel consumo, tempo trascorso dal consumo. Non risultano differenze ascrivibili al genere®**?,
mentre un fattore di qualche significativita é rappresentato dal rapporto fra il grasso corporeo e il
contenuto corporeo di acqua. Pur nella variabilita dei fattori di influenza, da rivalutare in condizioni
limite, il Peth é attualmente considerato un importante biomarcatore di consumo alcolico riferito ai
30 giorni antecedenti il prelievo di sangue. Concentrazioni di Peth di 80-200 ng/mL risultano
indicative dell’ingestione di significative quantita di alcol nelle settimane antecedenti il controllo®,
per consumo regolare o mediante “binge-drinking”, mentre concentrazioni di Peth superiori a 200
ng/mL sono comunemente associate ad un consumo molto elevato di alcol, spesso in combinazione
con la cronicita del consumo®. Benché in passato siano stati effettuati molti studi per identificare
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tutti i diversi omologhi del Peth'®** I’utilizzo pratico di questo biomarcatore alcolico restringe
I’interesse analitico al solo omologo maggioritario 16:0/18:1. | successivi omologhi piu abbondanti
sono 16:0/18:2 (~25%) e 16:0/20:4 (~13%).

Nel contesto dell’accertamento dell’abuso alcolico cronico, utile ad esempio nell’ambito della
certificazione dell’idoneita al possesso della patente di guida, il valore soglia piu comunemente
adottato (~200 ng/mL) é di due ordini di grandezza superiore al LOD fornito dai piu comuni metodi
analitici. Cio comporta I’assenza di vincoli di sensibilita e apre la strada alla possibilita di effettuare
micro-campionamenti di sangue con minima invasivita nei confronti dei soggetti controllati.

La tecnica strumentale piu diffusamente utilizzata per I’analisi del Peth, eventualmente in
abbinamento con etil glucuronato (EtG) ed etil solfato (EtS)™®, & costituita dall’accoppiamento
della cromatografia liquida con la spettrometria di massa tandem (LC-MS/MS) con analizzatori a
triplo quadrupolo’”®, ma & ampiamente descritto anche I’uso di analizzatori di massa ad alta
risoluzione in configurazione tandem, in accoppiamento con quadrupoli (LC-MS/HRMS)?%*?2, per
ionizzare I’analita, viene utilizzata la tecnica electrospray (ESI), che tuttavia puo soffrire di un
significativo effetto-matrice, dovuto anche alla presenza dei diversi omologhi del Peth nel campione
di sangue. Per limitare questo fenomeno deve essere posta attenzione alle condizioni di separazione
cromatografica e/o alle condizioni di estrazione e purificazione del Peth!*%*°,

Infine, come gia citato, la concentrazione relativamente elevata dell’analita, unitamente all’elevata
sensibilita della tecnica strumentale, consente I’uso generalizzato delle pratiche di campionamento
micro-invasivo di sangue capillare, come quelle definite “dried blood spot”, facilmente eseguibili
“on-site” anche da personale non sanitario??*%*3* Tale prerogativa rende il campionamento
facilmente ottenibile, con minimo disagio per il soggetto controllato. In diversi studi, I’uso del Peth
quale marcatore di abuso alcolico e posto a confronto con quello di altri marcatori, specialmente
degli altri metaboliti diretti dell’alcol, quali EtG ed EtS, in contesti forensi e clinici®*’. In
particolare, il confronto é stato effettuato fra il Peth nel sangue e gli altri due marcatori nella stessa
matrice ematica®®, oppure in urina®®’, oppure nei capelli®*"*. Infine, in alcuni studi il confronto
con il Peth é stato esteso ad alcuni biomarcatori indiretti di consumo alcolico, quali: transferrina
carboidrato-carente (CDT), volume globulare medio (MCV), y-glutamiltransferasi (y-GT) e altri>*®
%2 ed ha dimostrato, rispetto a marcatori gia noti, una maggiore sensibilita diagnostica a seguito del
confronto in una limitata finestra di sorveglianza.
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Determinazione degli esteri etilici degli acidi grassi (Fatty acids ethyl esters - FAEE) nelle
formazioni pilifere

L alcol etilico interferisce con I’attivita della lipasi, sostituendo gli alcoli alifatici che esterificano
normalmente gli acidi grassi. L’enzima implicato & la FAEE sintetasi. Cio si traduce nella
metaboliti non ossidativi dell’etanolo, ritenuti responsabili di danno d’organo. | FAEE si formano
mediante sintesi cellulare direttamente dall’etanolo anche a dosi fisiologiche®, ad esempio, nelle
cellule del sangue mononucleate, ma la loro formazione é direttamente proporzionale al tasso
alcolemico totale nel tempo, dato dall’area sotto la curva (AUC) della concentrazione alcolica nel
sangue (Blood Alcohol Concentration - BAC)®.

I livelli di FAEE aumentano con i livelli di assunzione cronica*®; tuttavia, la variazione inter-
individuale dei FAEE nei capelli & considerevole, con un’ampia sovrapposizione tra i soggetti che
dichiarano un’assunzione abituale nulla, moderata o elevata®®. Infatti, si osservano sia valori nulli
che elevati nei capelli di alcuni soggetti in tutti e tre i gruppi.

L’analisi segmentale dei capelli indica profili simili ma altamente individuali; questo fenomeno
potrebbe essere dovuto al fatto che i FAEE si incorporano nei capelli principalmente dal sebo’. E
stato dimostrato che la concentrazione dei FAEE nelle formazioni pilifere di diverse parti del corpo
sono correlati, anche se con ampie variazioni intra- e inter-individuali®. | FAEE sono stati rilevati
anche nel sebo raccolto mediante test con strofinamento cutaneo, dimostrando che gli alcolisti ed i
bevitori sociali non differivano; tuttavia, il consumo eccessivo di alcol influenza i livelli di sebo
cutaneo®. Infine, potrebbero potenzialmente esistere percorsi di formazione endogena dei FAEE.

In uno studio dedicato, gli autori non hanno trovato alcuna correlazione tra FAEE ed EtG nei
capelli*, indicando che I’incorporazione di questi composti pud essere influenzata da processi
biochimici o fisiologici diversi. | FAEE sono risultati misurabili in tutti i campioni di capelli, anche
nei capelli dei bambini.

Nell’ultima versione di Consensus della SOHT é definito I’etil palmitato (EtPa) nei capelli come
estere etilico degli acidi grassi maggiormente indicativo del consumo pregresso e continuativo di
alcol etilico™.

La formazione dei FAEE pud essere influenzata dall’uso dei prodotti per capelli contenenti alcol™:
un test negativo per FAEE o EtG nel siero o EtG nelle urine, in presenza di un test positivo a FAEE
0 EtG nei capelli, & considerato indicativo dell’uso di prodotti per capelli a base alcolica.

I livelli di FAEE nei capelli possono essere influenzati negativamente da shampoo e/o altri prodotti
per capelli, che potrebbero potenzialmente estrarre FAEE dalla matrice biologica®’. In ampi studi
trasversali su casi di interesse forense, né la composizione corporea né 1’uso di cera per capelli,
grasso, olio, gel o spray hanno avuto effetti importanti sui livelli di FAEE dei capelli**™*; invece, la
decolorazione e/o la tintura dei capelli provocano la riduzione dei FAEE. Tuttavia, nel documento
di Consensus della SOHT si afferma che gli spray per capelli e diverse lozioni ad uso topico

possono aumentare i livelli di EtPa™.
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Attualmente una concentrazione pari a 120 pg/mg di EtPa misurata nel segmento prossimale di 3
cm, ovvero una concentrazione pari a 150 pg/mg misurata nel segmento prossimale di 6 cm, sono
considerate le soglie di riferimento per discriminare un’astinenza da alcol o un consumo
occasionale pregresso da un uso continuativo, mentre una concentrazione di EtPa pari a 350 pg/mg
misurata nel segmento prossimale di 3 cm e una concentrazione di EtPa pari a 450 pg/mg misurata
nel segmento prossimale di 6 cm sono considerate le soglie di riferimento per discriminare un
consumo continuativo moderato da un consumo cronico eccessivo di alcol etilico (> 60 g/die)lo.

La tecnica strumentale maggiormente in uso per la determinazione di EtPA nei capelli e, piu in
generale di FAEE, é rappresentata dalla gascromatografia accoppiata alla spettrometria di massa, sia
a singolo quadrupolo (GC-MS)’, sia a triplo quadrupolo (GC-MS/MS)™, con sorgente ad impatto
elettronico. L’estrazione avviene in solvente organico non polare, tipo n-eptano, ovvero miscele n-
eptano-dimetilsolfossido, e successiva estrazione degli analiti mediante colonnine SPE, ovvero
mediante tecnica “solid phase microextraction” (SPME). Il LOD di riferimento ¢ fissato entro un
ampio intervallo: si consiglia il raggiungimento di limiti di sensibilita ricompresi nel range 10-50
pg/mg.
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Modalita di prelievo di matrici biologiche

Prelievo di capelli

Il prelievo dei capelli deve essere effettuato dall’area corrispondente al vertice posteriore della testa
(posterior vertex), attraverso I’applicazione di un taglio il piu possibile radente al cuoio capelluto e
parallelo alla cute mediante forbici idonee allo scopo, ovvero altri strumenti idonei a limitare, il piu
possibile, residui piliferi. I capelli non devono essere strappati. In alternativa, ove non fosse
possibile eseguire il prelievo nella zona posteriore, la raccolta puo essere effettuata in aree differenti
del capo.

La quantita di capelli necessaria all’analisi & stimabile in almeno 100 mg di campione, ovvero
almeno due ciocche del diametro approssimativo di 0.5-1 cm. E consigliabile che il peso di ciascuna
aliquota non sia inferiore a 25-30 mg. Le ciocche devono presentare una lunghezza minima di 3 cm
e, in ogni caso, non superiore a 6 cm. L’operatore che esegue il prelievo deve identificare in modo
univoco la porzione prossimale, dove e avvenuto il taglio.

Il prelievo deve essere divisibile in due aliquote di pari quantita (A e B): I’aliquota A € destinata
all’analisi richiesta; I’aliquota B deve essere conservata ai fini di una eventuale analisi di verifica
(controanalisi). La predisposizione di un’eventuale terza aliquota (C) pu0 essere utile in caso di
necessita di ripetizione.

Il campione deve essere conservato a temperatura ambiente, in luogo non umido e lontano da fonti
di calore e di luce, fino all’esecuzione dell’analisi, in buste o in contenitori muniti di sigillo
antimanomissione, debitamente compilato e firmato dal paziente e dall’operatore che ha eseguito il
prelievo.

Non devono essere effettuati, di norma, prelievi di capelli trattati con soluzioni decoloranti o
ossidanti, in quanto tali pratiche possono rendere inattendibile il risultato analitico.

Devono, inoltre, essere raccolte e registrate le informazioni utili per la successiva interpretazione
delle analisi, tra le quali si ritengono di particolare interesse: I’eventuale trattamento fisico-chimico-
cosmetico effettuato nei mesi precedenti il prelievo, terapie farmacologiche topiche in atto,
I’applicazione di lozioni e prodotti simili nel periodo monitorato.

Prelievo di altre formazioni pilifere (peli toracici o pubici)

Il campionamento dei peli corporei deve essere effettuato dall’area corporea corrispondente (ad es.
torace) in piu punti, in modo da ottenere una quantita adeguata di materiale, da suddividere
omogeneamente in due aliquote. E sempre opportuno effettuare il taglio il piu vicino possibile alla
cute. In questo caso non & prevista una lunghezza minima e/o massima del pelo da campionare e
non é pertanto necessario definire la parte prossimale ovvero la parte distale del campione. L’analisi
e effettuata sull’intera lunghezza del campione prelevato.

Rev. 0 del 09/11/2024



Per il numero di aliquote da prelevare, la quantita minima di matrice pilifera, la conservazione del
campione e la registrazione delle informazioni utili per la successiva interpretazione del dato
analitico si rimanda al paragrafo precedente.

Per I’adeguatezza della matrice pilifera in merito al marcatore da analizzare si rimanda ai capitoli
specifici.

Prelievo di sangue

Il prelievo del campione ematico per il dosaggio della CDT e del Peth deve essere eseguito in
provette idonee alla tipologia dell’analisi. 1l numero delle aliquote da prelevare dipende dalle
modalita di analisi adottate nei laboratori. In linea generale, in caso nel laboratorio sia eseguita
direttamente una procedura analitica di conferma o quando siano eseguite contestualmente
screening e conferma nella stessa sede, si pud prevedere la raccolta del campione ematico in due
aliquote (A e B), utilizzando la prima per le analisi richieste e conservando opportunamente la
seconda per I’eventuale controanalisi. Nel caso la fase di screening analitico e quella di conferma si
svolgano in due sede differenti, o in due tempi sostanzialmente differenti, il campione dovra essere
suddiviso in tre aliquote (A, B e C), utilizzando la prima per lo screening, la seconda per la
conferma, e tenendo a disposizione la terza per eventuale controanalisi.

Per la ricerca/dosaggio di Peth, e in determinate condizioni anche per la determinazione della CDT,
come riportato nello specifico capitolo, il prelievo puo essere anche effettuato attraverso la raccolta
di sangue capillare, mediante I’utilizzo di specifici ed idonei dispositivi pungidito e substrati per
“dried blood spots - DBS”. I DBS devono essere lasciati asciugare prima della loro conservazione,
che dovra avvenire in ambiente privo di umidita, lontano da fonti di luce e di calore ed
eventualmente anche in condizioni di refrigerazione.
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CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

| dati di letteratura relativi alla determinazione di EtG nei capelli, ancorché ottenuti da popolazioni
numericamente inferiori a quelle considerate per la CDT nel siero, consentono di affermare
I’attendibilita di tale marcatore nella diagnosi di consumo cronico eccessivo di alcol etilico. Si
sottolinea, inoltre, come aspetti tecnico-pratici quali, ad esempio, la non invasivita della raccolta del
campione, la maggiore sensibilita diagnostica rispetto alla CDT serica a parita di specificita
diagnostica, il piu ampio intervallo di tempo monitorabile, contribuiscono a considerare la
determinazione del biomarcatore EtG nei capelli quale pratica d’elezione nella valutazione del
consumo pregresso e continuativo a rischio di alcol etilico a lungo termine.

Il dosaggio della CDT serica risulta essere oggi, sia a livello nazionale che internazionale, la
procedura piu frequentemente utilizzata per la valutazione di un consumo pregresso e/o
continuativo a rischio di alcol etilico. La letteratura scientifica a supporto di questo test risulta
solida e basata su studi caratterizzati da un’adeguata numerosita campionaria. Alcuni studi, tuttavia,
riportano per la CDT una sensibilita diagnostica inferiore all’EtG nei capelli quando utilizzata per
diagnosi di condizioni di consumo alcolico a rischio.

La determinazione di Peth nel sangue intero nonostante mostri, ad oggi, elevatissime sensibilita e
specificita diagnostiche, non si considera ancora idonea al suo utilizzo come test esclusivo in
contesti di interesse medico legale a causa della limitata frequenza di utilizzo in indagine routinarie
e, di conseguenza, della carenza di dati solidi che ne attestino I’attendibilita diagnostica sotto il
profilo statistico ed epidemiologico. Si consiglia pertanto, al momento, [’utilizzo della
determinazione di PEth nel sangue intero contestualmente alla determinazione di EtG nei capelli e/o
a quella della CDT serica.

In considerazione della letteratura scientifica pertinente, la determinazione dei FAEE nei capelli
non si configura come pratica analitica idonea alla valutazione del consumo pregresso e/o
continuativo a rischio di alcol etilico in un contesto di interesse medico legale. Essi possono essere
utilizzati, al piu, quale test diagnostico supplementare rispetto alle procedure analitiche per la
determinazione degli altri marcatori considerati in questo documento. In ogni caso, come suggerito
dal Consensus SoHT, risulta sufficiente determinare il solo EtPa nei capelli.

In ogni caso I’interpretazione quali-quantitativa dei risultati ¢ demandata a professionisti esperti che
operano nell’ambito della tossicologia forense, in particolare modo quando si effettuino

determinazioni relative a molteplici marcatori.

In Tabella 1 sono riassunte le principali caratteristiche dei marcatori presi in considerazione.
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Tabella I: Per ciascun marcatore descritto si riassumono le seguenti caratteristiche: finestra di
rilevabilita, tecniche analitiche piu frequentemente adottate, valori soglia per discriminare un
consumo pregresso e/o continuativo a rischio, criticita e limitazioni.

. Valore soglia
Tecniche N
: . - .. | per discriminare
Marcatore F_lnestr_a_dj analitiche piu un consumo Criticita e limitazioni
rilevabilita | frequentemente
adottate pregresso 'e/o
continuativo
EtG nelle 3-6 LC-MS/MS 30 pg/mg in | Trattamenti decoloranti o
formazioni mesi capelli di 0-3 cm, | ossidanti
pilifere fino a 0-6 cm, o
pelo toracico
CDT nel siero | 2-3 LC-UV/Vis 2.0% Gravidanza  nel terzo
settimane CE-UV trimestre; varianti genetiche
della Tf; disordini congeniti
della glicosilazione (CDG);
malattie epatiche acute o
croniche; scarsa transferrina
totale
Peth 3-4 LC-MS/MS 200 ng/mL Limitata base di letteratura.
(omologo settimane Si  sconsiglia  I’utilizzo
16:0-18:1) nel individuale i questo
sangue intero biomarcatore
FAEE/EtPa 3-6 GC-MS EtPa Considerevole  variazione
nei capelli mesi GC-MS/MS 350 pg/mg intra- ed inter-individuale;
(0-3 cm) interferenze da shampoo e
prodotti per capelli a base
450 pg/mg alcolica, trattamenti
(0-6 cm) decoloranti o ossidanti. Si
sconsiglia fortemente
I’utilizzo individuale di

guesto biomarcatore

** Si consiglia di valutare il LOQ delle metodiche ad un valore pari a: cut-off/4.
** Sj raccomanda di fornire i risultati sottraendo I’incertezza di misura ad essi associata.
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Nota bibliografica a margine, relativa allo studio della CDT come marcatore di rischio
nell incidentalita stradale.

Per quanto riguarda I’applicazione dei biomarcatori di abuso alcolico nell’ambito della verifica
dell’idoneita al possesso della patente di guida, si deve osservare che I’interpretazione dei risultati si
basa ancora su criteri sviluppati in ambito clinico, dove I’obiettivo € la prevenzione delle patologie
alcol-correlate e non la sicurezza della circolazione stradale.

In realta, la letteratura sulla correlazione tra abuso cronico di alcol e rischio di incidenti stradali e
relativamente scarsa e spesso scarsamente dimostratival. Al contrario, il valore probatorio del
biomarcatore in termini di effettiva associazione tra valori “di allarme” di questo e un aumento
dell’incidentalita € di fondamentale importanza. In questo contesto, la CDT e stata ampiamente
studiata e si & dimostrata piu affidabile di altri tradizionali biomarcatori indiretti dell’abuso di alcol,
come MCV e GGT??,

In particolare, un’elevata associazione tra CDT e incidentalita stradale alcol correlata é stata riferita
in uno studio del 2015* e confermata su ampia casistica (929 conducenti) nel 2022, | risultati dello
studio hanno mostrato una correlazione elevata e quasi lineare tra la CDT al momento del sinistro e
la frequenza di alcolemie positive nei conducenti.
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