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lutazione dei rischi nei fuoghi dilavoro & uno dei principa-
tiumenti a tutela della salute del lavoratore; il processo di
utazione pud avvalersi di indagini di monitoraggio finalizza-
yvalutare i ivello di esposizione a diversi agenti di rischio, tra
it agenti chimici; per questo, & necessario disporre di dati
ici indicanti la concentrazione delle sostanze presenti
mbienti di lavoro e/o di indicatori biologici.

istii numerosi metodi analitic attualmente disponibili in gra-
gantificare una stessa sostanza chimica (facido trans,trans

che validate e dai criteri di qualitd adottati dal
lorganizzazione dedl'attivita svolta, in tutte le fasi,
estionali, coinvolte nella produzione del dato,

A0 svariati ambiti, compreso quello della
alute nei luoghi di lavoro, rendono indispen-
1sporre di uno strumento di orientamento
ella pitr adeguata metodologia analitica, di
220 0 all'avanguardia, tra quelle attualmente
cllo scenario scientifico internazionale.

defla medicina del lavoro, I'uso di adegua-
itiche in grado di fornire informazioni
Inerenti il livello di inquinamento, e gli
dovuti alla grande varieta di agenti di
glggli. ambienti di vita e di lavoro, & uno
teressi delle diverse figure professionali
npito di tutela della salute dei lavoratori.

I laboratorio di medicina

Da qui, Vobiettivo di questo capitolo: fornire ai sog-
getti professionalmente interessati strumenti di cono-

_scenza e valutazione per orientarsi nella scelta delle pre-

stazioni da richiedere ad un laboratorio analitico, in ter-
mini di “qualita del dato” e “tipologia di analisi”.

Nella prima parte del capitolo (“qualita del dato”),
verranno illustrate le modalita organizzative e gestio-
nali che devono caratterizzare il “laboratorio di medi-
cina del lavoro” al fine di garantire gli indispensabili
requisiti di attendibilitd e qualita del dato analitico
nell’ambito di un sistema integrato di gestione di qua-
lita e sicurezza. L'obiettivo consiste nel fornire un

_orientamento circa le prestazioni essenziali da richie-
- dere ad un moderno laboratorio di medicina del lavoro

e a tale scopo, in particolare, saranno trattati argomen-
ti inerenti il controllo della qualita del dato in termini

di validazione delle procedure analitiche, certificazio-

ne di-qualitd, grado di competenza del personale e flus-
si informativi,

Nella parte successiva del capitolo, ai fini della scelta
della “tipologia di analisi” da richiedere in relazione alla
quantificazione dell’agente o del prodotto di biotrasfor-
mazione, siillustreranno le principali tecniche strumen-
tali utilizzate per le determinazioni analitiche degli indi-
catori adoperati per la valutazione dei livelli di esposi-
zione e di assorbimento degli agenti di rischio, indican-
do per.ogni tecnica vantaggi e svantaggi in termini di
accuratezza, sensibilita, specificita e costi,

Data la vastita dell’argomento, I'attenzione sara foca-
lizzata essenzialmente sulle analisi di laboratoric volte
alla valutazione del rischio chimico, lasciando ad ulte-
riori approfondimenti le attivitd di campionamento
(raccolta dei campioni) e gli aspetti analitici connessi
con la valutazione dei rischi per la salute dovuti ad agen-
ti fisici e biologici.

 Come accertare la qualita delle analisi

1l “laboratorio di medicina del lavoro” deve garantire la
qualita del dato analitico prodotto, sia in relazione alle
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procedure d’analisi adoperaté (a) sia in termini di orga-
nizzazione e gestione dell’attivita svolta (b)..

E auspicabile che le figure professionali, la cui attivita
implichi l'utilizzo di dati provenienti da laboratori anali-
tici, si accertino che il laboratorio scelto per la conduzio-

- ne delle indagini sia qualificato: (a) le metodologie anali-

tiche devono essere validate, in modo da garantire l'affi-
dabilita e la riproducibilitd del dato analitico mediante il
rispetto dei parametri di validazione (sensibilita, specifi-
cita, accuratezza, ecc.) richiesti in ambito internazionale
(1-3); (b) il laboratorio deve essere munito di certificazio-
ne di qualita secondo la norma ISO 9001 o, comunque,
essere gestito secondo i principi dei quality assurance
programme o del fotal quality management, i quali garan-
tiscono il rispetto delle buone pratiche di laboratorio
(GLP, good laboratory practice) in tutte le fasi, operative e
gestionali, coinvolte nella produzione del dato (3-6) {per
approfondimenti, vedere capitolo 51 Modelli di 0rgamz~
zazione e gestione),

Validazione delle tecniche analitiche

In generale, per ogni fase analitica implicata nella deter-
minazione di un agente chimico presente in matrice
complessa (ambientale o biologica), sono disponibili piu
metodiche; una volta definite le tecniche da adoperare in
ciascuna fase, e cio¢ il metodo di campionamento, di pre-
trattamento (estrazione/concentrazione dell’analita dalla
matrice complessa) e di analisi, 'insieme di tali tecniche
costituisce la procedura analitica in toto, adoperata per la
conduzione dell’analisi. Attualmente, in ambito interna-
zionale, ad ogni procedura analitica é richiesto, assieme a
studi di stabilitd degli analiti nelle condizioni di conser-

vazione e manipolazione indicate dalla metodica stessa,

il rispetto di numerosi parametri di validazione, quali
specificitd, sensibilita, accuratezza, precisione, percen-
tuale di recupero dalla matrice complessa.

La determinazione dei parametri di validazione com-
porta la conduzione di numerosi esperimenti secondo
quanto specificato da organismi accreditati, quali 1'Eu-
rachem o la Food and Drug Administration, in modo tale
da garantire Paffidabilitd di qualsiasi metodo analitico
adoperato, in termini di qualitd analitica e riproducibi-
lita (2,7),

Linsieme degli esperimenti necessari alla valutazione-
-dei parametri di validazione costituisce un “protocollo

di validazione” che garantisce alla procedura analitica
“validata” il rispetto dei requisiti indispensabili per sup-

. portare, anche in ambito internazionale, la validita delle

indagini condotte. ‘

I protocollo di validazione costituisce parte del
know-how interno al laboratorio stesso e pud essere con-
diviso in ambito scientifico mediante pubblicazione su
riviste scientifiche, in modo da sottostare al processo di
revisione degli articoli da parte di esperti del settore.

La validazione pud essere completa (full-validation,
richiesta per nuove metodologie); parziale (partial vali-
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dation, per modifiche introdotte in una metodologia gia .
validata) e incrociata (cross validation, nel caso in'cui
due o pilt metodologie vengano usate per la produzione
dello stesso dato analitico) ().

Qualunque sia il tipo di validazione, & auspicabile che
T'utente del laboratorio (colui che richiede 'analisi) ver;-
fichi che le metodiche adoperate nel laboratorio a cui i
si & rivolti, siano validate.

Allo scopo di poter meglio interpretare il senso ¢
I'importanza dei parametri di validazione, di seguito si
riporta una breve descrizione di ciascuno dei suddetti
parametri. "

+ Sensibilita I limite di sensibilitd di un metodo in--
dica la quantitd minima di analita che si riesce a rive.:
lare con la metodica scelta (LOD, limit of detection);
limite di quantificazione (LLOQ, lower limit of quan
tification) & la minima concentrazione di analit
quantificabile con livelli di precisione e accuratezs
accettabili (2,3,7).

E buoena norma che il laboratorio di analisi includ
nel report di risposta che viene dato al cliente, il LOD
e il LLOQ della procedura analitica adoperata per
determinazioni effettuate, in modo da facilitarnel’
terpretazione e, allo stesso tempo, consentire di v Ve
ficare la qualit della misura condotta. Ad esempio;/é
necessario appurare che i valori ripoftati (cio¢ le co
centrazioni di analita dosate) siano superiori non s
al LOD ma anche al LLOQ e, soprattutto, tene:
sente che un risultato negativo significa solo ch
matrice indagata non contiene la sostanza da d
minare in concentrazioni rmaggiori del LOD”: qualo
la concentrazione dell’analita fosse minore, la tec
non & in grado dirilevarla, quindi, la sostanzap

be comunque essere presente. Se neila rispost

tica, inoltre, & riportata la dizione “tracce”, solit

te tale risposta indica che I'analita determmat ;
vabile ma non quantificabile, cioé & presente in
centrazioni comprese tra il LOD e il LLOQ (3
Specificitd La specificita indica la capacita de
todo analitico di discriminare gli analiti da
interferenti eventualmente presenti nella m
complessa. Per la sua determinazione ¢ solit
necessario analizzare almeno sei campioni ¢
unicamente dalla matrice, ciod campioni
contengono l'analita in esame (bianchi di mat
Nel caso di analiti endogeni, 1'impossibilita

re di bianchi di matrice rende la valutazione
cificitd pitt complessa, argomento oggetto!
dibattito nella comunita scientifica (8).

Accuratezza e precisione Laccuratezza €’
di quanto il risultato ottenuto sia prossim
vero; il discostamento percentuale tra il valor
centrazione ottenuto dall’analisi e quello
rappresenta Iaccuratezza percentuale. 11 pa
“precisione” & connesso al concetto di ripr
analitica, La precisione indica la concorda
sultati di misure relative allo stesso campi
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assay) o a campioni almeno in triplicato preparati al-
la stessa concentrazione di analita (inter-assay) ed
analizzati lo stesso giorno (intra-day) o in giorni di-
versi (inter-day). Il parametro si valuta attraverso la
determinazione della deviazione standard e del coef-
ficiente di variazione (CV), il quale é un indice per-
centuale che correla Perrore della misura (deviazione
standard) al valore medio di concentrazione ottenuto
~ durante le analisi (2). ,
" Secondo quanto proposto dalla FDA, la precisione,
. espressa come coefficiente di variazione percentuale,
" non dovra superare il 15% per ogni livello di concen-
trazione, eccetto che per il limite inferiore di quanti-
ficazione (LLOQ), per il quale & sufficiente che il va-
‘lore del CV non superi il 20%; analogamente I'accura-
tezza dovra rientrare nel 15% del valore vero, eccetto
‘per il LLOQ, per il quale non dovra deviare di piti del
-20% rispetto al valore reale,

ecupero La percentuale di recupero ¢ un indice
ellefficienza della procedura di estrazione dell’ana-
ta dalla matrice complessa. Una metodica analitica
cui corrisponda una bassa percentuale di recupero
on risulta affidabile in quanto il risultato analitico
otrebbe essere negativo anche se l'analita & di fatto
resente nella matrice. E, pertanto, necessario verifi-
e-se | risultati forniti dalle analisi siano stati ripor-
ati tenendo conto della percentuale di recupero
Il’analita stesso, ciod, ad esempio, siano stati “nor-
lizzati” rispetto al recupero percentuale misurato
e di validazione della metodica (9).

bilita . L'esito negativo di una determinazione
ica pud dipendere non solo da una bassa per-
le di recupero ma anche dalla degradazione
inalita durante le fasi di raccolta, conservazione
lisi del campione. Gli esperimenti volti alla valu-
ne della stabilitd devono tener conto di tutte le
izioni di manipolazione del campione (tempera-
tempi durante l'analisi e lo stoccaggio, cicli di
amento e scongelamento, ecc.). La stabilita de-
liti viene valutata confrontande i risultati pro-
ti da analisi del medesimo campione condotte
enti diversi e i valori di stabilitd indicano per
empo e a quale temperatura & possibile con-
d analizzare un campione senza andare in-
perdite significative di analita (3).

\y.assurance programme

ificazione

t del dato fornito dal laboratorio analitico &

connessa non solo con l'affidabilita delle

alitiche adoperate ma anche con una cor-

1zzazione e gestione del laboratorio stesso,

qualita delle prestazioni offerte (4,10). In

] Al“attendibilité. del dato & connessa con il
> “buone pratiche di laboratorio” (good

actice, GLP), cio al processo organizzativo
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ed alle condizioni in cui gli studi di laboratorio vengono
programmati, eseguiti, controllati, registrati e riportati.
Le GLP, infatti, prevedono specifici accorgimenti da
adottare in ciascuna fase coinvolta nella produzione del -
dato, dalle modalita di approvvigionamento di reattivi e
strumentazione, passando per la competenza del perso-
nale, fino alla gestione dei flussi informativi e alla comu-
nicazione dei risultati ail’utente (11,12). Tali accorgi-
menti, che sostanzialmente costituiscono un modello di
gestione della qualita, sono enunciati anche nelle norme

. IS0 9000, volte al “miglioramento continuo” attraverso

la riorganizzazione delle procedure, del sistema organiz-

zativo, delle responsabilita e delle risorse ¢ mediante

verifiche, azioni correttive, revisioni e riesami (6). Lo-

biettivo “miglioramento continuo” implica la conduzio-

ne di analisi preliminari, riesami, verifiche, valutazioni
e definizione di “politiche™ tutti processi comuni anche

alla gestione di altre variabili strategiche per lo sviluppo

di un'organizzazione, quali I'ambiente ¢ la sicurezza

(argomenti specificamente trattati dalla famiglia delle

norme internazionali ISO 14000 per 'ambiente e dalle

linee guida BS 8800 e OHSAS 18002 e 18001 per la sicu-

rezza). Le analogie riscontrabili tra i modelli di riferi- -
mento forniti da norme e linee guida evidenziano l'uti-

lita di porre in essere anche nell’organizzazione delle

attivita del laboratorio di medicina del lavoro un sistema

di gestione integrato per qualitd, ambiente e sicurezza.

La conformita ai requisiti previsti dalle norme pud
essere “certificata e/o accreditata” da una parte terza
indipendente: l'accreditamento riconosce formalmente
la competenza tecnica neli’eseguire uno specifico servi-
zio (ad esempio, I’accreditamento ISO/IEC 17025 applica
criteri e procedure specificatamente predisposte per
determinare la competenza tecnica di un laboratorio); la
certificazione assicura il rispetto di una specifica norma
{ad esempio, la certificazione ISO 9001 non ¢ collegata
ad una competenza tecnica specifica, ma dichiara la
conformitd alla norma in tema di gestione generale del
laboratorio, dei processi e dei dati).

Con o senza certificazione ufficiale, I'attuazione di
un quality assurance programme (QAP) garantisce al
contempo il rispetto delle buone pratiche di laboratorio
e dei requisiti richiesti dalla norma ISO 9001 (5,12). Il
QAP, pianificato e gestito dal management direttivo
(vedere paragrafo successivo), garantisce la validita non
solo di uno specifico processo analitico ma dell’intera

_ struttura organizzativa del laboratorio, indicando i pun-

ti fondamentali su cui porre attenzione allo scopo di
condurre lattivitd del laboratorio perseguendo principi

. di.qualita, efficienza ed efficacia. I fattori presi in consi-

derazione dal management direttivo devono tener conto
dei costi, dei tempi e dei flussi di lavoro e riguardano: il
personale (in termini di numero, competenza, compiti e
responsabilitd); la struttura, la distribuzione e la desti-
nazione d’uso dei locali (ad esempio, l'area adibita a
laboratorio deve avere locali destinati a specifici usi, sia
a scopi di sicurezza sia per evitare contaminazioni,
interferenze, ecc.); la registrazione e Varchiviazione/con-
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servazione dei campioni e dei dati in ingresso, in uscita
o prodotti in fase analitica (13); la manutenzione ¢ la
calibrazione della strumentazione; I'identificazione e la
conservazione di reattivi, reagenti e standard certificati;
la-disponibilitd di “procedure operative standard” (POS
o SOP -standard operating procedures: procedure scritte
dettagliate, sia di taglio tecnico ~ come condurre I’anali-
si - sia gestionale — come gestire i rifiuti, come effettua-
re gli approvvigionamenti, ecc.) (12). In altri termini, la
definizione del QAP, rappresenta la condizione secondo
cui l'attivita viene pianificata, condotta, monitorata,
registrata, archiviata e refertata. 11 QAP & parte inte-
grante delle buone pratiche di laboratorio e riflette lo
schema ciclico plan, do, check, act riportato nelle norme
internazionali per la gestione delle attivita “in qualitd™
solitamente, nel caso di nuova introduzione di un QAP
in un sistema preesistente, Vapproccio al sistema ciclico
inizia dal check (monitoraggio o controllo), finalizzato
all’analisi delle condizioni in essere; si passa, quindi, alle
decisioni da assumere (act), alla pianificazione {plan),
all’attnazione (do) e nuovamente alle verifica (check)
dell’efficacia delle decisioni assunte (4).

Tra i vari aspetti connessi con la conduzione di un
QAP, i paragrafi successivi ne trattano due che meritano
particolare attenzione in quanto spesso ritenuti ovvi e,
quindi, poco pianificati: la scelta e la gestione del perso-
nale, in termini di “competenze e responsabilitd”; U'orga-
nizzazione dei “flussi informativi” all’interno del labo-
ratorio stesso e nei rapporti con lesterno.

Competenze e responsabilita

Lefficienza e l'organizzazione del laboratorio analitico si
riflettono nella definizione di un organigramma ben
delineato, dal quale si desumono prontamente compiti e
responsabilita attribuiti al personale di cui il sisterna
dispone: dal management direttivo, seguito da dirigenti
e preposti, al personale amministrativo, fino ai singoli
tecnici-operatori (6).

Il management direttivo é responsabile dell’'organiz-
zazione e del corretto funzionamento del servizio offer-
to in toto, con poteri decisionali inerenti tutti gli aspetti
del sistema (personale assunto, attivitd tecnico-scientifi-
ca, gestione sia interna al laboratorio sia dei rapporti con
Iesterno, amministrazione economica, acquisto delle
attrezzature, ecc.). Il management, inoltre, definisce la
“politica” del laboratorio (cioé gli obiettivi di migliora-
mento continuo e la finalitd delle attivitd svolte) e ha lo
specifico compito di distribuire la responsabilita di cia-
scuna fase del servizio offerto tra i componenti del per-
sonale, garantendo, in tal modo, lefficienza globale del
sistema (12). Secondo quali criteri si individuano le
risorse umane adatte allo svolgimento di uno specifico
compito? In primo luogo, ciascuna funzione (dove per
“funzione” si intende la gestione delle attrezzature, di
una determinata.commessa, del processo di fatturazio-
ne, ecc.) implica il possesso di requisiti ben definiti, che
evidenzino le competenze necessarie allo svolgimento

stesso della mansione (ad esempio, titoli ed esperiep
professionale) (4).

E d’uopo sottolineare che la responsabilizzazione
personale non ha il solo scopo di consentire I'individy
zione di eventuall mancanze o irregolaritd ma, Sopr:
tutto, quella di individuare soggetti cui far riferimey
nello svolgimento di ciascun compito, favorendo, in
modo, le “dinamiche di gruppo”. In altri termini, up
ficace gestione dei servizi offerti e delle risorse uma,
implica che tutte le “parti” dell'organizzazione debbar
lavorare in cooperazione, sentendosi non solo respong;
bili dello specifico compito assegnato, ma partec
dell’intera organizzazione. A tale scopo, riunionj ¢
brainstorming {in senso lato, riunioni di confronto ¢
idee) dove ciascun membro del gruppo di lavoro ¢ iny:
tato ad apportare il proprio contributo creativo nell
risoluzione di qualsiasi eventuale problematica insort
nello svolgimento dell’attivita, sono altamente auspica
bili (4). Tali riunioni, se da un lato sono volte ad incre
mentare lo spirito di collaborazione, dall’altro favorisco
no la condivisione delle informazioni nell'ambito de
gruppo di lavoro (vedere il paragrafo successivo Fluss
informativi) e, allo stesso tempo, consentono al manage.
ment direttivo sia di monitorare P'andamento di un
specifica attivitd, sia, pid in generale, di verificare, in
continuo, la corretta attribuzione dei compiti, cioé seun
responsabile individuato in fase preliminare effettiva-
mente svolga con competenza e abilitd il proprio ruolo,

Un ultimo aspetto, non trascurabile, circa Iattribu-
zione di compiti e responsabilita finalizzata ad un'effica-
ce gestione di un'organizzazione e, nella fattispecie, di
un laboratorio analitico, ¢ disporre di personale in
numero adeguato sia alla gestione del laboratorio stesso
sia alla mole di lavoro connessa con l'esecuzione delle
determinazioni quali-quantitative (6).

Flussi informativi

1] flusso informativo & un sistema di archiviazione, soli-
tamente elettronico, realizzato attraverso la raccolta e
Velaborazione di dati (informazioni) di varia natura. Nel
caso specifico dei laboratori analitici, il flusso informaj
tivo & composto da diverse tipologie di informazioni
raggruppabili in due macrosettori: una documentazione
“generale”, inerente attivita in foto del laboratorio; una
documentazione “specifica” per ciascuna singola analisi
Per documentazione “generale”, si intendono: registra-
zione delle qualifiche e delle modalita di addestramento
o aggiornamento del personale; procedure standard
operative e relative procedure di validazione intern;
record e rapporti tecnici circa manutenzione, calibraziq-
neftaratura e certificazione della strumentazione; certl:
ficazione dei reattivi e reagenti adoperati quali materi?h
di riferimento (standard certificati); record delle riunio-
ni condotte nell’ambito del QAP; archiviazione del
materiale di laboratorio in entrata e in uscita (ad esem"
pio: data di ricezione e di scadenza dei reattivi, quantita
presenti in laboratorio, posizione di stoccaggio, ecc)




(6,13) La documentazione “specifica’, invece, riguarda
ogni singola analisi (o0 gruppo di analisi inerenti una
- determinata commessa) effettuata nel laboratorio di

perienza

zione de]

dividua- analisi su campioni complessi (matrici ambientali o bio-
» SOprat- Jogiche) che pervengono in laboratorio a seguito di una
erimento richiesta da parte di un committente oppure, piti generi-
lo,in tal camente, di un’indagine di monitoraggio in corso. Tale

ni, unef-
¢ umane
debbang
‘esponsa-
partecipi.
inioni di

documentazione comprende: a) registrazione dei cam-
pioni in ingresso (tipo di analisi richiesta e nominativo
-del richiedente, data di arrivo, modalita di trasporto e
condizioni di conservazione dei campioni fino all’anali-
“si, nominativo del ricevente ed eventuali note sull’accet-
bilith dei campioni pervenuti: ad esempio, il campione
eve pervenire al laboratorio in contenitori integri, in
olume adeguato all’analisi richiesta, ecc.); b) registra-
ione dell’analisi effettuata, in termini di POS adoperate
er analisi, data d’analisi e nominativo dell’operatore,
aw data forniti dalla strumentazione utilizzata e files di
faborazione dati, report di risposta; ¢} conservazione/
maltimento campmm, ecc. (12,13).

In relazione ai laboratori analitici, quali sono le fina-
itd dei flussi informativi? In primo luogo, disporre diun
usso informativo significa avere tracciabilita del dato,
all’arrivo del campione fmo alla consegna del report di

vigente (circa privacy, custodia dei campioni, ecc.)
ive l'affidabilita della prestazione fornita in termi-
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secondo luogo, la realizzazione di un flusso informativo,
facilitando la comunicazione delle informazioni sia ver-
so interno (orizzontalmente, nell’ambito di ciascun
gruppo di lavoro e verticalmente, tra i vari componenti -
dell’organigramma), sia verso l'esterno (nei rapporti con
clienti o istituzioni), consente una maggiore cooperazio-
ne tra tutti i soggetti interessati, portando ad un conti-
nuo miglioramento del servizio offerto cosi come ad una
maggiore efficienza ed affidabilita del laboratorio anali-
tico nel complesso.

Criteri di affidabilita

Quali sono le domande da porsi nella scelta del labora-
torio analitico a cui ci si rivolge per essere sufficiente-
meante certi dell’affidabilita dei dati richiesti? In figura 1
& riportato un flow chart esplicativo sull’argomento. I
processi di certificazione e accreditamento, cosi come i
quality assurance programmes, prevedono una ben defi-
nita organizzazione e gestione del servizio offerto; per-
tanto, laboratori certificati, accreditati o dotati di un
QAP, necessariamente rispondono a specifici requisiti a
garanzia dell’affidabilitd del sistema (4,10). In caso con-
trario & auspicabile, in primo luogo, accertarsi che il
laboratorio adoperi, nello svolgimento della propria atti-
vita, procedure analitiche validate; il laboratorio, inoltre,
dovrebbe disporre di procedure operative standard
(scritte}, definite per ogni fase del servizio richiesto, che

W chart: scelta del labaratorio ottimale,




A e e i

164 PARTE SECONDA - Principi, metodi e strumenti

indichino, assieme alle modalita di svolgimento dell’at-
tivitd, anche il personale responsabile della fase dilavoro
(5,13,14). Per “fasi del servizio richiesto”, si intendono
tutti i processi che vanno dall’iniziale contatto tra il
richiedente ed il laboratorio, alle modalita di analisi,
fino alla comunicazione della risposta analitica, Ad
esempio, una POS inerente la fase di “contatto”, deve
riportare i giorni e gli orari in cui poter effettuare il con-
tatto, cosi come il recapito e il nominativo del/i
responsabile/i (referente/i), assieme alle indicazioni circa
le modalita di richiesta del servizio stesso. Il ruolo del
responsabile (referente) & particolarmente importante,
in quanto ¢ il soggetto a cui il medico del lavoro deve
fare riferimento per informazioni, precisazioni e chiari-
menti inerenti le indagini analitiche richieste.

La qualit del servizio offerto, inoltre, & desumibile
dal dettaglio con cul viene stilato il preventivo relativo
all’analisi richiesta: un preventivo che riporti, oltre ai
costi necessari per effettuare le indagini, la strumenta-
zione e le tecniche analitiche che saranno impiegate, cosl
come la tempistica secondo cui verranno fornite le rispo-
ste, & indice di organizzazione ed efficienza. Altro indice
di qualita, ¢ la disponibilita di procedure scritte che det-
taglino le modalitad di campionamento (raccolta dei
campioni), conservazione e trasporto dei campioni bio-
logici 0 ambientali al laboratorio di analisi. Va sottoline-
ato che, quando si richiede unicamente l'esecuzione
dell’analisi, ovvero quando campionamento-conserva-
zione-trasporto dei campioni al laboratorio sono a cura
del medico del lavoro, questi deve necessariamente
richiedere al responsabile (referente) la procedura di
campionamento-conservazione-trasporto da seguire, al
fine di assicurare, da un lato, la corretta esecuzione del
campionamento e, dall’altro, garantire la stabilita dei
campioni fino alla loro consegna al laboratorio di anali-
si. Si tenga presente, che nel caso in cui la fase di campio-
namento non ¢ affidata al laboratorio di analisi, quest’ul-
timo non ne & responsabile e il laboratorio assume
responsabilita dei campioni solo a partire dalla loro rice-
Zione.

Il rispetto di specifici requisiti e il dettaglio del pre-
ventivo fornito consentono una valutazione a priori cir-
ca la qualita del laboratorio analitico a cui rivolgersi; in
ogni caso, l'affidabilitd del dato analitico deve anche
essere verificata a posteriori, una volta ricevuta la rispo-
sta analitica (figura 1). Nell'ambito della tossicologia
occupazionale una risposta inerente la quantificazione
di un agente chimico dovrebbe essere il risultato di ana-
lisi ripetute dello stesso campione, riportato come valore
medio, con l'indicazione dell’errore connesso con la
misura, Tale errore pud corrispondere all’errore sulla
media, alla deviazione standard (15) o, ancor meglio,
derivare dallo studic dell’incertezza della misura (16):
l'approfondimento circa il significato ai fini dell’inter-
pretazione del dato, esula dagli scopi prefissi del presen-
te capitolo. ' . (

Analoga importanza ha il limite di sensibilita della
tecnica analitica adoperata, che deve essere sempre indi-

" determinazione quali/quantitativa di una stessa §

v

- nica analitica pilt appropriata deve basarsi innan

cato nella risposta fornita, Il lettore deve tener presente
che risposte quali “assente”, “< LOD”, “ND = non rileva-
bile”, non implicano necessariamente che l'analita in
questione sia effettivamente assente dal campione ana-
lizzato, ma significano, semplicemente, che la tecnica
analitica adoperata non & in grado di rilevarlo qualora
sia presente in concentrazioni inferiori al proprio LOD,
Ancora: se accuratezza e la riproducibilita della meto-
dica di quantificazione sono state testate solo all’interno
di un ben specifico intervallo di calibrazione, un date
quantitativo al di fuori di quell’intervallo (cioé un valore
minore o maggiore dei limiti di quantificazione inferio-
ri e superiori, rispettivamente) non & accettabile, in
quanto non se conosce l'errore. .

E opportuno, infine, che il laboratorio di analisi, oltre .
al dato quali-quantitativo inerente il dosaggio analitico
effettuato, fornisca anche i valori di riferimento (17) o i
valori limiti occupazionali o i valori di cut off normas
(18), con cui confrontare il dato. In tal modo, infatti, da -~
un lato si facilita Uinterpretazione del dato stesso, dall’al-
tro si evidenzia la competenza del laboratorio non solo
in ambito analitico ma anche nelle ampie problematiche
connesse con la tossicologia occupazionale e la medicina
del lavoro in generale. T

Scelta della tecnica analitica
appropriata nel monitoraggio di
agenti chimici

Il continuo evolvere della ricerca scientifica e i progt

tecnologici consentono di disporre oggi di num:
metodi analjtici mediante i quali poter realizza

za chimica. Per i diversi agenti chimici presenti n
ghi di lavoro e negli ambienti di vita, la scelta del

sul livello di concentrazione attesa, sul grado di s
litd/specificit richiesto all’analisi, sulla compless
la matrice da analizzare, nonché sui tempi e cos

giche si presentera la necessita di considerare eve
interferenti in esse contenuti, di conoscere l'effe

del metodo pit adatto per valutare I'esposizi
dato agente chimico risultera fondamental

avere un’accurata conoscenza delle possibilita
limitazioni intrinseche di ciascuna metodica
di sensibilita analitica, accuratezza, specificit\
cibilita e costo complessivo della determ
Attualmente, sono disponibili strumentazion
sensibilita e riproducibilita analitica, capa
risultati specifici ed accurati, il cui utilizz
puo essere, perd, limitato dagli alti costi delle
possono ulteriormente aumentare quando
purificare il campione, con conseguente al
dei tempi di analisi. Generalmente, infatt
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FIGURA 2 Sensibilita, specificitd, accuratezza, tempi e costi di una
sterminazione analitica basata su rivelatore a ionizzazione di fiamma
FID), assorbimento UV-VIS o a fluorescenza (FL), rivelatore a cattura df elet-
voni (FCO), assorbimento atomico (AAS), spettrometria di massa (MS).

delle prestazioni della tecnica analitica adoperata,
mentano anche costi e tempi analitici (figura 2).

a gamma delle apparecchiature e delle prestazioni
¢l laboratorio di medicina del lavoro & stata, poi,
pliata a seguito dell'obbligo introdotto dal D. lgs.
/08 di procedere a controlli tossicologici finalizzati ad
udere uno stato di uso/abuso di sostanze psicoattive
sicotrope nei lavoratori adibiti o da adibire a man-
che comportino particolari rischi per la salute e

ELLA 1 Scelta tecnica ottimale

HPLGUV

Acido S-fenilmercpturico? HPLC/FL
. GOMS

Pincolumita propria e di soggetti terzi. Tale obbligo
comporta la possibilita di eseguire test di screening in
laboratorio nonché procedere, in caso di positivita allo
screening, con analisi di conferma basate sulla cromato-
grafia/spettrometria di massa (18).

A titolo esemplificativo, in tabella 1 sono riportati,
per diverse classi di agenti chimici, i possibili marcatori,
la matrice ambientale o biologica in cui I'analita & pre-
sente e le tecniche analitiche utilizzabili per I'analisi
quantitativa. Come si evince dalla tabella, per dosare
uno stesso analita & possibile adoperare diverse tecniche:
P'utilizzo di una tecnica piuttosto che un’altra dipende

- spesso dallo specifico obiettivo per cui 'indagine viene

condotta. Per chiarire il concetto, si consideri, ad esem-

pio, di dover valutare l'esposizione ambientale a compo-.

sti inorganici del piombo. Secondo quanto riportato in
tabella 1, la determinazione del piombo in matrice
ambientale (aria) pud essere effettuata sia mediante
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICPMS)
sia mediante atomic absorption spectroscopy (AAS) con
fornetto di grafite o AAS a fiamma, con limiti di sensibi-
lita pari a 0,001, 0,05 e 2,2 ng/m? che equivalgono a
0,001 x 1075, 0,05 x 107 e 2,2 x 107 mg/m’, rispettiva-
mente. Considerando che il valore limite di esposizione
professionale relativo al “piombo inorganico e suoi
composti” & pari a 0,15 mg/m? (Allegato XXXVIII del
D. lgs. 81/08 e s.m.i.) e nell’intento di utilizzare, come
norma prudenziale, tecniche analitiche in grado di
rilevare concentrazioni di analita pari ad almeno due

2-100 pg/1 {urina)

R C HPLOMS 0,22 pg/! {urina)
Acido trans;trans-muconico? o ' :
) C GOUMS 10 pg/l lurina}’
~ GC/FID 29 g/l (urina)
HS-SPME-GC/MS 0,2-0,3 pg/m? (aria esaiata)
’ 38 ng/l (sangue)
T 25 ng/l (urina)- -
Benzene'? « o
GC/FID 16 pg/m? (aria esalata)
. 370 ng/t sangue)
' " 50 ng/f (urina)
HPLC/MS 02 g/l {urina)

0,5 pg/! (urina)
1,024 ug/! (urina)

{Continua)

S
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TABELLA 1 Scelta tecnica ottimale {continuazione) . §

i

ICPMS - ~ 0,001 ng/m® (aria),

T Tl : ~ AAS-foretto grafite 0,05 ng/m? (aria)
Piombo’ - . . . - Piombot? o o 0,6 Lg/dl (sanguey®
’ : - . : L 1,1 ugrdt urina)®

AAS-fiamma - " 2,2ng/m3 (arfa)

GCMS 7 50100 pg/md
CGCFD L 0305 uo/campione
HPLCZFL 10-100 ng/campnone

g ]~Idfo$sibffenez '  HPLC)F‘L: o 011 g/ (unna)

Indicatori da utilizzare in indagini di monitoraggio biologico! e monitoraggio ambientale?.

3 Minola C, Perbelfini L. Monitoraggio ambientale e biologico delfesposizione professionale a xenobiotici, Como: Morgan Edizioni Tecniche, 200
4 Ybusefi SM, Shemirani F. J Hazard Mater 2013,254-255C:134-40.

% Aral F et al Ind Health 1994,32:67-78.

5 De Palma G etal. G Ital Med Lav Ergon 2012;34(Suppl 3)44-7.

7 Westberg H et al, int Arch Occup Environ Health 2008:81:829-36.

ordini d1 grandezza inferiori al valore limite, in questo & di 0,0005 mg/m3 di gran lunga inferiore ris
esempio, risulta necessario utilizzare una tecnica anali-  quello relativo ai composti insolubili del Cr V1
tica con un limite di sensibilita pari 1500 x 1078 mg/m®. 0,01 mg/m? questo & uno dei casi in cui P
"Nello specifico caso qui riportato, quindi, tutte e tre le  risultare opportuno richiedere indagini in
tecniche risultano piti che adeguate e poiché 'ICPMS &  piuttosto che in AAS.
solitamente pil costosa, 'AAS potrebbe essere preferibi- In base a quanto detto finora, quah sono le
le. Al contrario, un altro esempio pud essere fornito dal-  che il medico del lavoro dovrebbe porsi allo scop
la necessita di valutare 'esposizione a cromato di stron-  bilire quale tecnica analitica richjedere? Di
zio: il valore limite proposto dall’ACGIH (ACGIH 2012) rlporta uno schema riassuntivo dei quesiti d
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+ qual ¢ il limite di sensibilita della tecnica analitica? E
adeguato allo scopo prefisso? .

. quali sono i requisiti di specificitd, accuratezza, ripro-
ducibilita? Rispettano le esigenze dell’indagine?

» qual &il costo complessivo dell’analisi? E giustificato

. dal tipo di indagine richiesto? Rientra nel budget di-

.. sponibile? - .

quali sono i tempi di risposta previsti? Sono adeguati al

rispetto delle scadenze secondo la normativa vigente?

‘non solo per la scelta della strategia analitica, ma anche
er poter valutare I’affidabilita del dato analitico fornito
al laboratorio, di seguito verranno presentate le princi-
ali tecniche analitiche di cui un moderno laboratorio
i medicina del lavoro pud avvalersi per la determina-
ione degli agenti chimici presenti nei luoghi di lavoro,
alizzando l'attenzione sulle possibili applicazioni di
scuna tecnica da sola o in combinazione con altre
¢niche ifenate) ed evidenziandone le criticitd e le
enzialitd analitiche.

pettrofotometria

cniche spettrofotometriche {0 spettroscopiche) si
0 sulla misura della radiazione assorbita ad una par-
re lunghezza d’'onda da una soluzione contenente
ita 0 le classi di analiti di interesse (ad esempio idro-
-policiclici aromatici, solventi aromatici, ecc.) (19).
isi possono prevedere l'utilizzo della spettrofoto-
I quale (per I'analisi, ad esempio, di sostanze
che) o come rivelatore a valle di una tecnica di
ne (tipico l'accoppiamento con la cromatografia
d alte prestazioni, HPLC), adoperando radiazioni
ge spettrale dell’'ultravioletto (UV: 10-400 nm) e

ole organiche mostra caratteristiche bande di
ento in tali regioni dello spettro elettromagneti-
applicazioni specifiche, come, ad esempio, la
azione di monossido di carbonio, sfruttano la
infrarossa (IR: 700 nm-1 mm) (20), Nell'ambi-
medicina del lavoro, l'utilizzo di consolidate tec-
rofotometriche nell’analisi di-campioni inco-
hatrice ambientale o biologica consente sia inda-
ve (che consistono, cioé, nella verifica dell’as-
da parte del campione in esame delle bande
che di una specifica sostanza di interesse even-
Presente nel campione) sia quantitative, visto
ellassorbimento della radiazione & diretta-
rzionale alla concentrazione dell’analita (leg-
Beer). ~

dei metodi spettrofotometrici & limitata
ecole simili e/o interferenti presenti nella
Y10 mostrare un assorbimento significativo
glone dello spettro caratteristica dell’analita
Per questo, spesso si preferisce. adoperare
ecifiche, quali la cromatografia liquida o
fe alla spettrometria di massa.

. Con Yintento di fornire le informazioni indispensabi-

(VIS: 380-700 nm), in quanto la maggioranza-

Un esempio in tal senso & rappresentato dalla deter-

minazione dell’acido trams,trans-muconico (metabolita

urinario del benzene; per approfondimenti vedere capi-

tolo 75 Composti organici - Bengzene, stirene, toluene e.

xilene): la matrice urinaria presenta numerosi composti
interferenti che assorbono alla stessa lunghezza d’'onda
dell’analita, limitando la sensibilitd e la specificita dei
metodi HPLC/UV rispetto a quelli basati sulla spettro-
metria di massa (tabella 1).

Cromatografia liquida ad alta efficienza

La cromatografia liquida ad alta efficienza (HPLC, high
performance liguid chromatography) consente la separa-

zione delle numerose sostanze contenute in miscele
complesse, mediante analisi rapide (nell'ordine dei pochi -
minuti) e caratterizzate da un elevato potere risolutivo,

in modo da evidenziare la presenza di analiti anche
quando le concentrazioni siano a livello di tracce. L'ana-
lisi HPLC consente di analizzare molti agenti chimici
presenti in soluzione (21).

La versatilita del sistema di separazione HPLC fa si
che le applicazioni nel campo dell'analisi chimica con-
dotta a scopi di monitoraggio siano numerose. Tra que-

ste si ricordano 'analisi di composti pericolosi tra cui -

erbicidi, insetticidi, chinoni, ftalati, la determinazione
di agenti cancerogeni (tra cui nitrosammine, composti
policiclici dromatici, aflatossine), la rivelazione di diver-
si solventi organici opportunamente derivatizzati (come
il 2,4- e il 2,6-toluendiisocianato, I'1,6-esametilen diiso-
cianato o il metilen difenil isocianato) o di loro metabo-
1iti {ad esempio nel caso di benzene e xileni, & possibile
quantificare mediante HPLC i rispettivi metaboliti,
quali Vacido tranms,trans-muconico e l'acido metil-ippu-
rico) o degli acidi mercapturici (derivati di coniugazione
di metaboliti di solventi organici col glutatione) oppure,
ancora, di addotti proteici e al DNA (22,23). L'HPLC
consente, inoltre, I'analisi di matrici inorganiche com-
plesse, quali olii, catrame e resine.

Le sensibilita analitiche ottenibili dipendono in larga
misura dalla natura del campione da analizzare, dalla
complessita della matrice e dal particolare rivelatore scel-
to. Il sistema HPLC puo essere accoppiato a diversi rive-
latori, primi tra tutti rivelatori UV-VIS e a fluorescenza
(FL) oltre a quelli basati sulla spettrometria di massa

(MS). La scelta del rivelatore da accoppiare allHLPC .

dipende essenzialmente dalle caratteristiche chimiche
dell’analita in esame e dalla concentrazione attesa. I1

* rivelatore a fluorescenza, ad esempio, assicura elevata
specificita nell’identificazione dei composti ed il rag-
giungimento di sensibilita analitiche dell'ordine dei

pg/ml, tipiche degli spettrometri di massa (vedere para-
grafo Spettrometria di massa). Cio deriva dal fatto che
song poche le molecole definite “fluorofori naturali”,
ossia molecole in grado di rispondere al rivelatore a fluo-
rescenza senza necessitd di modificarne opportunamen-
te la struttura chimica (un esempio & rappresentato delle
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antracicline, farmaci di crescente utilizzo nelle terapie
oncologiche): 'analisi in HPLC/FL sara caratterizzata da
un rumore chimico trascurabile, con un conseguente
aumento della specificitd e della sensibilita analitica.
Sistemi HPLC accoppiati a rivelatori UV-VIS sono carat-
terizzati, invece, da sensibilitad dell’ordine dei ng/ml ed
- anche la specificita & minore rispetto ai sistemi con rive-
latori FL o MS: cid & dovuto al fatto che sono molte le
molecole che mostrano assorbimento fella regione UV-
VIS e sara, pertanto, di primaria importanza paragonare
i cromatogramumi registrati per i campioni incogniti con
quelli ottenuti dall’analisi di standard di riferimento.

La possibilita di abbinare all’HPLC diversi rivelatori
in serie tra loro consente, da un lato, di aumentare la
specificita dell’identificazione delle molecole incognite
e, dall’altra, di identificare un maggior numero di mole-
cole presenti in miscele complesse in un’unica analisi.
Ad esempio, se nello stesso campione sono presenti ana-
liti di diversa natura chimica, per ciascuno di essi &
opportuno poter disporre del rivelatore pili conveniente
in termini di specificita, sensibilita ed accuratezza della
determinazione analitica. Indipendentemente dal rivela-
tore scelto, la risposta registrata per un campione inco-
gnito dipendera dalla quantitd di sostanza campionata,
introdotta nel sistema cromatografico e rivelata: la
determinazione della concentrazione dell’analita sara
effettuata paragonando la risposta registrata per il cam-
pione con quella di standard di riferimento a concentra-
zione nota della sostanza in esame.

Gas cromatografia
La cromatografia in fase gassosa (GC, gas chromato-

graphy) & una tecnica ad alto potere risolutivo che con- -

sente la separazione delle sostanze in base a proprieta
chimico-fisiche quali temperatura di ebollizione, polari-
ta e dimensioni delle molecole; la tecnica consente I’ana-
lisi di sostanze in fase gassosa o volatili (24).

In origine, la gas cromatografia & stata sviluppata per
‘Tanalisi di molecole volatili e dalla struttura chimica
“ semplice, come ad esempio i solventi organici, ma oggi

le applicazioni si estendono anche a sostanze poco vola-
tili e di.natura complessa, grazie alla disponibilita di
un’ampia gamma di colonne cromatografiche e, soprat-
tutto, alla possibilita di modificare la struttura chimica
della sostanza mediante opportuna reazione di deriva-
tizzazione, capace di modificare la polarita della mole-
cola, abbassandone il punto di ebollizione. La possibili-
ta,-poi, di accoppiare la GC a diversi rivelatori e i minori
costi dell’apparecchiatura rispetto ad un sistema basato
sulla cromatografia liquida, rendono la gas cromatogra-
fia una delle tecniche maggiormente utilizzate nei labo-
ratori di analisi. Le applicazioni della gas cromatografia
vanno dall’analisi di solventi organici (tra cui idrocar-
buri policiclici aromatici, chetoni, alcoli, eteri, mercap-
tani, aldeidi), all’analisi di policlorobifenili, pesticidi
organofosforici, ammine e derivati amminici.

Nelle analisi quantitative, anche in GC come perla
cromatografia HPLC, i risultati derivanti dall’analisi dj
un campione incognito vengono paragonati a quelli pro-
venienti da standard di riferimento a concentrazione
nota. :
Tra i rivelatori maggiormente utilizzati si ricordano il

FID (flame ionization detector, rivelatore a ionizzazione.
di fiamma), VECD (electron capture detector, rivelatore 3
cattura di elettroni), UNPD (nitrogen-phosphorus detec. "
tor, rivelatore azoto-fosforo), e la spettrometria di massg :
(mass spectrometry, MS). Le sensibilita analitiche el
gamma di molecole analizzabili con i diversi rivelatori
sono diverse: il FID & il rivelatore piti versatile, consente *
di evidenziare un elevato numero di molecole organiche,
presenta un costo contenuto ed é di semplice utilizzo
Nel caso di matrici ambientali (aria), quando Uinter
massa campionata viene analizzata, le sensibilita analitj
che raggiungibili con il FID, tipicamente nell’ordine de
mg/campione, possono raggiungere anche concentr
zioni dell'ordine di parti per miliardo (ppb). I rivelator;

- ECD e NPD sono pil specifici rispetto al FID, da]
momento che ad essi rispondono soltanto molecolé
capaci, rispettivamente, di assorbire elettroni (come l'o

rsido di etilene o i policlorobenzeni) o contenenti azot
fosforo (come l'acrilonitrile, I'N,N-dimetilformammide;
ecc.). La maggiore specificita & anche accompagnat
maggiori sensibilita analitiche, dell'ordine dei pg/ca:
pione.

A differenza di quanto accade per le analisi che sf;
tano 'HPLC, nei sistemi basati sulla gas crsmatogr
non ¢& possibile accoppiare pili rivelatori in serie;
momento che la vaporizzazione iniziale del campions
introdurre nel GC e la successiva rivelazione del
fluente dalla colonna cromatografica implicano
distruzione del campione stesso. Sara, pertanto, fond
mentale condurre uno studio iniziale sulle pro
chimiche delle molecole in esame ed una stim
concentrazioni attese, in modo da scegliere il riv
pilt appropriato in termini di performance anali
tempi e costi complessivi dell’analisi.

Spettrometria di massa

L'analisi mediante tecniche di spettrometria d1
(MS) consente di misurare il rapporto massa su'¢
(m/z) dell’analita e, quindi, di ricavare inform
riguardanti la composizione elementare ¢ la stf
della sostanza in esame o procedere ad un‘accura
lisi quantitativa. E questa una tecnica sensibile, sp
e di elevata riproducibilita, applicabile, visto
grado di automazione dei moderm spettrometm
lisi di routine (25).

La tecnica si basa sulla jonizzazione e framme!
ne delle molecole e sulla separazione degli ioni g
in fase gassosa. Data la necessita di analizzart
fase gassosa, inizialmente si & assistito allo svi
sistemi GC/MS, mentre a partire dagli anni ‘80
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duzione di particolari ed innovative tecniche di jonizza-
~ sjone ha reso possibile lo sviluppo di sistemi HPLC/MS,

che oggi consentono l'analisi di pressoché tutte le classi

di composti chimici. Va ricordato, tuttavia, che i sistemi
- HPLC/MS presentano costi sensibilmente superiori
" rispetto a quelli GC/MS,
 Nell'utilizzare la spettrometria di massa a scopi quan-
., titativi-sara indispensabile disporre di umopportuna
. curva di calibrazione allo scopo di mettere in relazione
' Ja risposta strumentale registrata con la concentrazione
. dell’analita di interesse: step imprescindibile per analisi
quantitative condotte in MS, dal momento che la corre-
[azione tra risposta strumentale e concentrazione dell’a-
nalita & influenzata da numerosi parametri.
- opinione largamente condivisa il considerare la
spettrometria di massa come una tecnica di rivelazione
iversale, visto che il campo delle possibili applicazioni
estende alla quasi totalitd delle molecole, con livelli di
ecificitd, sensibilitd ed accuratezza superiori a tutte le
tre tecniche (26). Ad esempio, come gia accennato, I'a-
do trans, trans-muconico pud essere dosato sia median-
PLC-UV che in LC/MS o in GC/MS (tabella 1), con
relli di sensibilita dell’ordine di 20,0 pg/l, 0,22 pg/le
g/l, rispettivamente (27-29): la spettrometria di
assa, dunque, offre elevati requisiti di sensibilit; di
tro, i costi e i tempi delle analisi sono maggiori ed &
essario disporre di personale tecnico altamente

ICPMS !

ettrofotometria di assorbimento atomico (AAS) e

inquinamento e/o esposizione a composti elemen-
etallici e non, presenti a livello di tracce (4,30).
¢ le altre forme di spettrofotometria, anche I’as-
nto atomico si basa sull’interazione tra radiazio-
ymagnetica incidente, specifica per ogni analita,
10ne in esame; in particolare, una volta atomizza-
dteria assorbe la radiazione incidente (in tempi
ine.di 107%-10~7 s) e gli atomi danno luogo a
oni elettroniche quantizzate, interagendo solo
lazioni di lunghezza d’onda caratteristiche. Di
ibilita di registrare, per ciascun elemento, uno
ratteristico e, mediante l'analisi di calibranti
1ath In matrice, di correlare U'entitd dell’assorbi-
S aia o ncentrazione dell’elemento in esame.
Hpicamente utilizzata per I'analisi di elemen-
con limiti di sensibilita che variano a secon-
ma di atomizzazione: si passa da una sensibi-
00 ng/g in AAS in fiamma, a 0,01-1 ng/g in
recisione dell’analisi di AAS in fiamma &
110 0,1-1%, mentre con il fornetto ¢ dell’or-

Quando si debbano raggiungere livelli di sensibilita
pari a 0,01-0,1 pg/g & necessario ricorrere all’ICPMS,
caratterizzata anche da minori tempi di analisi (2-5
minuti per la determinazione di tutti gli elementi pre-
senti in un campione, anche se numerosi, contro tempi
di 10-15 s/elemento e 3-4 min/elemento per ’AAS in
fiamrha e in fornetto, rispettivamente); inoltre, FICPMS
consente di analizzare anche elementi non metallici ed
elementi che tendono a formare composti refrattari,

quali boro, fosforo, uranio e tungsteno; di fatto, & consi-

derata la migliore tecnica per I’analisi degli elementi pre-
senti in tracce (31).

Tecniche per l'accertamento dell’assunzione
di sostanze stupefacenti

Le procedure diagnostiche e medico-legali finalizzate a
valutare 'assenza di tossicodipendenza o di assunzione
di sostanze stupefacenti o psicotrope nei lavoratori adi-
biti o0 da adibire a mansioni a rischio, prevedono che'il
medico competente proceda all’esecuzione di indagini
di primo livetlo (18,32) (per approfondimenti, vedere
capitolo 109 Abitudini voluttuarie - Droghe). In partico-
lare, i test diagnostici di primo livello sono costituiti da
test di screening (basati su tecniche immunochimiche/
immunoenzimatiche) eseguiti su campioni di urina
estemporanei, il cui risultato, in caso di positivita, va
confermato, ripetendo 'analisi mediante cromatografia/
spettrometria di massa (analisi di conferma di primo
livello). In accordo con la normativa vigente, i dispositi-
vi di screening da utilizzare devono consentire la rivela-
zione di oppiacei, cannabinoidi, cocainici, metadone,
amfetamina, metamfetamina, 3,4-metilendiossimetam-
fetamina (MDMA o ecstasy) e, per alcune regioni, bupre-
norfina (33). [l Provvedimento 18 settembre 2008 defini-
sce j livelli minimi di sensibilita (cut off, ovvero concen-
trazione al di sopra della quale un campione va conside-
rato “positivo”™), che i dispositivi di screening devono
offrire per le diverse sostanze da rivelare (pari a 300
ng/ml per oppiacei, cocainici e metadone, 500 ng/mi per
amfetamina, metamfetamina e MDMA, 50 ng/ml per i
cannabinoidi e 5 ng/ml per la buprenorfina) (29,33).

I test di screening immunochimici soro ampiamente
utilizzati per I'analisi di sostanze d’abuso in matrici bio-
logiche e, in generale, si basano sull’interazione di una
molecola bersaglio (antigene) con un corrispondente
anticorpo specifico. I test immunochimici possono esse-

re di tipo qualitativo, ovvero restituire risposte “positi-

vo/negativo” (ad esempio, mediante la visualizzazione di
bande colorate sul dispositivo dopo che esso sia stato
addizionato di una piccola aliquota del campione biolo-
gico), oppure di tipo semi-quantitativo, che sfruttano
curve di calibrazione costruite a partire dall’analisi di
calibranti e campioni di controllo di qualita.

Tra le tecniche immunochimiche utilizzate per la
determinazione di sostanze d’abuso vanno segnalate:

radioimmunoassay (RIA) che utilizza radioisotopi, lumi-
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nescence immunoassay (LIA) che sfrutta la reazione
dell’analita di interesse con molecole chemiluminescen-
ti o fluorescence immunoassay (FIA) che sfrutta la rea-
zione dell’analita con fluorofori naturali.

Tra le tecniche immunoenzimatiche, si ricorda
Venzyme-lynked immunosorbent assay (ELISA), che uti-

-lizza anticorpi marcati (31). Le tecniche succitate con-
sentono di rivelare un’ampia gamma di sostanze, con
tempi di analisi ridotti e minimo trattamento prelimi-
nare del campione. Nel caso dei test immunochimici,
inoltre, va sottolineato che, data la loro relativa sempli-
cita di utilizzo, possono essere eseguiti direttamente on
site in sede di visita medica.

11 punto critico dei test immunochimici/immunoen-
zimatici & la scarsa specificita, ovvero la possibilita che il
dispositivo reagisca con molecole simili all’analita di
interesse, soprattutto alle basse concentrazioni e in pre-
senza di matrici complesse quale quella urinaria: pro-
prio da tale limite intrinseco della tecnica nasce 'esigen-
za di procedere ad analisi di conferma di un dato positi-
vo che, di conseguenza, pud essere considerato solo indi-
ce di una presunta positivitd. Tale limite, particolarmen-
te critico per alcune classi di sostanze, prime tra tutte le
amfetamine, pone l'accento sulla necessita di basare la
scelta del dispositivo sull'accuratezza analitica del test al
livello del cut off € non sul rispetto del valore di cut off
sic et simpliciter (ovvero alla sensibilith del test), quale
parametro per valutare 'efficacia diagnostica dei test
immunochimici rapidi. Uaccuratezza al livello del cut off
riflette, infatti, il numero di campioni con concentrazio-
ni uguali o prossime al valore di cut off risultati falsa-
mente negativi all’analisi di screening: un test sensibile
fino al valore di cut off, ma caratterizzato da un basso
valore di accuratezza & assolutamente inadatto, dal
momento che il numero di campioni falsamente negativi
che il test restituisce sara elevato (34).

Come anticipato in precedenza, un campione positi-
vo al test di screening va sottoposto ad analisi di confer-
ma, utilizzando tecniche ifenate di cromatografia/spet-
trometria di massa (GC/MS o HPLC/MS), in grado di

-garantire maggiore specificita all’analisi.

il medico competente collabora con it datore di lavoro nella
valutazione dei rischi e neli'elaborazione del DVR (D. lgs.
81/08 e s.m.i,, art 29); la valutazione del rischi pud avvalersi di
indagini di monitoraggio in grado di fornire dati analitici ine-
rentl i livelli di esposizione ad agenti di rischio

Nel caso degli agenti chimict, i dati provenienti dalle campa-

gne di monitoraggio vengono forniti da laboratori analitici a
seguito di determinazione delle sostanze di interesse pre-
senti In matrici complesse {ad es. arla-ambiente o fluidi bio-
logici) attraverso F'utilizzo di opportuni metodi analitici

Il medico del lavoro deve essere in grado di valutare l'affide-
bilita def dati forniti dai laboratori di analisi: Faffidabilita del
dato é garantita dall'utilizzo di procedure analitiche, validate
secondo | requisiti richiestl in ambito internazionale, e dalla
gestione in qualita del laboratorio di analisi

» Una stessa sostanza pud essere quantificata adoperando
tecniche differenti per sensibilita, specificita, templ & costi
analitict: @ necessario che il medico del lavoro sia informatg
sul tipo di tecnica analitica da utilizzare, in modo da verifica-
re che soddisfi gli scopi dell'indagine
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