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Abstract

Razionale: l’uso di cocaina nel mondo sembra essere in aumento in alcune aree urbane, ma non
è facile determinare la reale estensione di questo fenomeno. Le tendenze nell’abuso di sostanze
vengono attualmente stimate in maniera indiretta, prevalentemente su larga scala sociale, me-
dica, e attraverso le statistiche dei reati che possono subire dei condizionamenti o essere troppo
generici. Quindi noi abbiamo sperimentato un approccio più diretto basato sull’evidenza “nel
campo” dell’uso di cocaina da parte della popolazione generale.
Metodi: La cocaina e il suo principale metabolita urinario (la benzoilecgonina, BE) sono stati
misurati mediante spettrometria di massa in campioni di acque presi dal Po e da industrie ur-
bane per il trattamento dell’acqua di rifiuto in città italiane di medie dimensioni. Per stimare
il consumo locale di cocaina in ogni zona sono stati utilizzati: la concentrazione della sostanza,
l’indice di flusso dell’acqua e la popolazione.
Risultati: Abbiamo evidenziato come la cocaina e la BE siano presenti e misurabili nelle acque
di superficie delle aree popolate. Il più grande fiume italiano, il Po, con un bacino circostante
di 5 milioni di persone, trasportava costantemente l’equivalente di 4 kg di cocaina al giorno.
Questo implicherebbe un consumo medio giornaliero di almeno 27±5 dosi (di 100mg ciascuna)
per ogni 1000 giovani adulti, una stima che eccede ampiamente le stime ufficiali nazionali. I
dati ricavati dalle industrie per il trattamento delle acque di rifiuto in città italiane di medie di-
mensioni sono corrispondenti a questi valori.
Conclusioni: Questo lavoro, evidenzia per la prima volta che una sostanza illecita, la cocaina, è
presente nelle acque, ossia nelle acque di rifiuto urbano non trattate e nei maggiori fiumi. Ab-
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biamo utilizzato i livelli ambientali di cocaina per stimare il consumo collettivo del farmaco,
un approccio con l’unica potenziale capacità di monitorare le tendenze dell’abuso locale della
sostanza in tempo reale, preservando l’anonimato degli individui. Il metodo qui testato, teore-
ticamente estensibile ad altre sostanze d’abuso, potrebbe essere ulteriormente messo a punto per
divenire uno strumento standardizzato, obiettivo, per monitorare l’abuso di sostanze.

Razionale

L’uso di cocaina, una delle sostanze illecite più potenti e che conferiscono maggior dipendenza,
sembra in aumento in alcuni paesi (1-3). Le agenzie internazionali del farmaco suggeriscono di
monitorare strettamente il fenomeno, in particolare tra i giovani nelle aree urbane (3). Le ten-
denze e l’estensione del fenomeno dell’abuso di sostanze vengono di solito stimati indiretta-
mente dalle statistiche generali, basate per lo più su indagini di popolazione, interviste ai con-
sumatori, documentazioni sanitarie, e statistiche sui crimini (3,4). Questi indicatori generali,
però, possono non stimare in modo realistico il fenomeno ad un livello regionale, dove specifi-
che caratteristiche socio-economiche e culturali possono pesantemente influenzare le abitudini
d’abuso e le tendenze. Inoltre, dal momento che il self-report di un comportamento socialmente
censurato non è verosimilmente affidabile, i dati ottenuti intervistando i consumatori noti o po-
tenziali potrebbero essere sottostimati. Sono perciò necessari nuovi metodi, non solo per fornire
stime più realistiche sul consumo illecito di farmaci, ma anche per rilevare rapidamente le va-
riazioni nelle tendenze d’abuso della popolazione locale. Questi metodi, inoltre, aiuterebbero i
sociologi e le autorità a rispondere alle variazioni di abitudini con appropriate contromisure pre-
ventive, in tempo reale.

Diversi studi, incluso il nostro, hanno riportato che i farmaci ad uso umano e veterinario
escreti, finiscono nelle acque attraverso i sistemi di scolo (5-9). Abbiamo evidenziato che i li-
velli ambientali dei farmaci ampiamente usati, riflettono la quantità totale consumata dalla po-
polazione locale, come calcolato sulle prescrizioni effettuate (10-12). Così, quando vengono presi
in considerazione appropriatamente fattori come la farmacocinetica e il metabolismo dei farmaci
e il destino ambientale dei prodotti di escrezione, le cariche ambientali (le quantità escrete nel-
l’ambiente nel tempo) di un farmaco e/o dei suoi maggiori metaboliti possono diventare indi-
catori del consumo dei farmaci della popolazione locale. L’idea di un possibile uso “non-intru-
sivo di monitoraggio farmacologico nelle sedi delle attrezzature di trattamento delle acque di
scolo” “per determinare i parametri di uso collettivo della sostanza a livello comunitario” furono
proposti da Daughton (13) nel 2001, ma per quanto ne sappiamo, non sono mai stati utilizzati.

In questo studio, abbiamo testato se il suddetto approccio potrebbe essere utilizzato per sti-
mare il consumo comunitario di una sostanza comune d’abuso, ossia la cocaina. Come per gli al-
tri farmaci, infatti, i prodotti di escrezione della cocaina, consumata in una determinata zona,
potrebbero in teoria essere rintracciati nelle acque locali di rifiuto (WW) e nelle riceventi acque
di superficie (SW). Questi compartimenti ambientali possono essere visti infatti, come una spe-
cie di deposito temporaneo per qualsiasi composto sufficientemente stabile escreto dalla popo-
lazione locale. Così il trovare un prodotto di escrezione della cocaina nelle WW e SW potrebbe
essere d’aiuto per le stime del consumo locale. Inoltre, se regolarmente monitorato, il variare
delle concentrazioni della sostanza nelle WW e SW rifletterebbe le variazioni del consumo in
tempo reale.

Negli esseri umani solo una piccola percentuale di cocaina, come tale, viene escreta nelle
urine mentre una larga quantità viene escreta come BE (14,15). La BE infatti, è il metabolita
spesso dosato nelle urine in medicina forense, per dimostrare l’uso di cocaina. Perciò abbiamo
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cercato e misurato sia la cocaina che la BE nei campioni di acqua ambientale, ma abbiamo uti-
lizzato le concentrazioni di BE per calcolare più accuratamente il consumo di cocaina (vedi Me-
todi).

Il metodo qui utilizzato può ovviamente -nel primo campo d’applicazione piuttosto rudi-
mentale- avere molte limitazioni intrinseche (discusse sotto) nell’accuratezza delle stime di con-
sumo collettivo. Ciononostante, ci è sembrato che valesse la pena testare se questo approccio evi-
dence-based offrisse o meno un significativo vantaggio sui metodi indiretti esistenti. Dopo aver
identificato la cocaina e la BE nelle acque, il nostro principale obiettivo era inizialmente quello
di verificare quanto le nostre stime di consumo si sovrapponessero ai dati ufficiali. Ci aspetta-
vamo che i dati ottenuti dalle nostre ricerche sul consumo di cocaina si collocassero nel range
delle stime ufficiali, o forse ad un livello inferiore, ma certamente non superiore. Infatti, l’evi-
denza consistente ricavata dai dati dei campioni ambientali e l’ipotesi fatta per i nostri calcoli
(vedi metodi) potrebbero dar luogo a sottostime ma difficilmente a sovrastime sul reale consumo
di cocaina. Una certa frazione (ancora sconosciuta) dei prodotti di escrezione della cocaina, che
entra nei sistemi di scolo da una miriade di punti sparsi, potrebbe infatti andare perduta o de-
grata prima di raggiungere il punto di raccolta del campione, risultando così in sottostime del
reale consumo. Inoltre, se noi consideriamo che i metaboliti della cocaina raccolti dalle WW e
SW non possono ragionevolmente provenire da fonti diverse dalle escrezioni umane (eccetto spo-
radici ma altamente improbabili casi di eliminazione di cocaina nei sistemi di scolo o nei fiumi)
e che la loro concentrazione nelle acque correnti non può riflettere l’accumulo, dobbiamo ancora
una volta concludere che non abbiamo potuto sovrastimare i reali valori. Con queste limitazioni
abbiamo, perciò, testato questo approccio sul territorio italiano (figura 1) e comparato i nostri
risultati con i dati ufficiali sull’uso di cocaina in Italia, ottenuti da indagini sulla popolazione
generale (2).

Metodi

Chimici e Materiali
Gli standard di riferimento (99% purezza) della cocaina e della BE provenivano rispettivamente
dalla MacFarlan-Smith Ltd (Edinburgh, UK), e dalla LGC Promochen s.r.l. (Milano,Italia).
Lo standard interno (IS), salbutamolo-D3 (99,1% D) proveniva dalla CDN Isotopi (Quebec, Ca-
nada). Gli standard venivano sciolti in metanolo a 1mg/ml e successivamente diluiti a 10 ng/ml.
La purezza delle soluzioni veniva testata prima di ogni corsa analitica mediante HPLC-MS-MS.
Tutte le soluzioni furono stoccate a –20°C al buio. La cartuccia utilizzata per l’estrazione della
fase solida era 3ml a perdere dell’OASIS MCX (60mg, waters Corp., milford, MA).

Raccolta dei campioni
Sono stati raccolti campioni misti di acqua (5 campioni da 500 ml raccolti ogni 30 min) in 4
diversi giorni dal Po a Mezzano, Pavia (figura 1). In questo sito di campionamento (flusso d’ac-
qua medio per il periodo, 343 m3 sec-1 ) la popolazione del bacino equivalente è 5,4 x 106. Gli
indici di flusso furono gentilmente forniti dall’ufficio Mareografico e Idrografico del Po. Furono
raccolti dei campioni d’acqua anche da importanti WW in 4 industrie di trattamento (WWTPs)
che servono città italiane di medie dimensioni (Cagliari, Latina, Cuneo e Varese, vedi figura 1).
Gli indici di flusso delle WWTPs erano 1,0, 0,36, 0,22, e 0,46 m3sec-1 e gli equivalenti della
popolazione rispettivamente: 270, 140, 45 e 110 x 103. Per ogni industria, fu ottenuto un cam-
pione di 24 ore, composto di 2 litri raccogliendo acqua presa ogni 20 minuti mediante un’at-
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trezzatura automatica. I campioni d’acqua furono stoccati a 4°C e processati entro 3 giorni per
minimizzare una possibile degradazione.

Estrazione fase solida
La cocaina e la BE sono state misurate adattando il nostro metodo per i farmaci nelle acque di
fiume (10). I campioni d’acqua (500 ml) sono stati filtrati su un filtro a micro fibre di vetro e
mescolati con 10 ng di IS. Il pH veniva poi portato a 2,0 con il 37% di HCl. Le cartucce del-
l’Oasis MCX venivano ammorbidite prima dell’uso lavandole con 6ml di metanolo, 3ml di ac-
qua MilliQ e 3ml di acqua acidificata a pH 2. I campioni venivano poi passati attraverso le car-
tucce sotto vuoto, ad un tasso di flusso di 20ml/min. Le cartucce venivano asciugate sottovuoto

Figura 1 - Zone di campionamento per la misurazione della cocaina.
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per 5 minuti e diluiti con 2 ml di metanolo e 2ml al 2% di soluzione di ammonio in metanolo.
Le diluizioni venivano riunite ed essiccate sotto un flusso d’aria.

Separazione cromatografica del liquido
Prima dell’analisi i campioni venivano ridisciolti in 100mL di acido acetico allo 0,01% in ac-
qua (pH 3,5), poi centrifugati e trasferiti in vial di vetro. Aliquote di 10ml venivano iniettate
usando un autocampionatore. Il sistema HPLC consisteva di 2 serie da 200 pompe e di una se-
rie da 200 autocampioni (Perkin-Elmer, Norwalk, CT). Per la separazione cromatografica è stata
utilizzata una colonna Luna C8 di 50mm x 2mm i.d., con dimensioni delle particelle di 3mm
(phenomenex, Torrance, CA, USA). La diluizione iniziava con il 100% di diluente A (acido for-
mico al 0,1% in acqua, pH 2) seguito da 10 min di gradiente lineare al 100% di diluente B (ace-
tonitrile), 2 min di diluizione isocratica e 2 min di gradiente lineare al 100% di diluente A, che
veniva mantenuto per 6 minuti per equilibrare la colonna. Durante l’analisi il tasso di flusso era
200ml/min e la colonna era mantenuta a temperatura ambiente.

Spettrometria di massa (MS-MS) 
Per le determinazioni quantitative è stato usato uno spettrometro di massa API 3000 quadri-
polare triplo (Applied Biosystems- Sciex, Thornhill, Ontario, Canada). Le analisi sono state ef-
fettuate in ESI positive mode, con un voltaggio di 5,4 kV, voltaggi all’orifizio della skimmer che
variavano da 30 a 54V e voltaggi all’elettrodo anulare da 180 a 280 V. L’acquisizione dei dati fu
condotta con monitoraggio delle reazioni multiple (MRM) di prodotti di frammentazione se-
lettiva degli ioni protonati pseudo molecolari (m/z 290 -> 105 e 290 -> 168 per BE, 304 -> 105
e 304 -> 182 per cocaina, 243 -> 151 e 243 -> 169 per IS). Sono state generate 5 curve di ca-
librazione per ogni composto iniettando 10 ml di 0,01% di soluzione di acido acetico conte-
nente quantità note (0-1 ng/ml) di BE e cocaina e IS (0,1 ng/ml). Le curve di calibrazione cor-
revano con ogni gruppo di campioni mostrando un eccellente linearità (r2 > 0,998). I bianchi
strumentali (soluzione standard solo con IS), non mostravano tracce di composti interferenti. I
bianchi procedurali e i recuperi sono stati eseguiti con acqua minerale. I bianchi non eviden-
ziavano quantità determinabili di cocaina e di BE. I recuperi erano > 90% per entrambi i com-
posti. I limiti di determinazione erano rispettivamente 0,06 e 0,12 ng/l per la BE e la cocaina
(calcolati come la concentrazione che dà un rapporto di segnale di 3 nei test di recupero). L’i-
dentità della cocaina e della BE e l’assenza di composti interferenti, venivano successivamente
confermate mediante analisi qualitative MS/MS condotte con uno spettrometro ion trap mass
LCQ decaXP Plus (Thermo Electron, Waltham, MA). In questo caso le condizioni cromatogra-
fiche erano le stesse precedentemente descritte, mentre le analisi di massa sono state effettuate
con l’acquisizione degli spettri ESI-MS e MS/MS, corrispondenti agli ioni pseudo-molecolari
della BE e COC. Le relative quantità dei frammenti di ioni delle sostanze erano d’accordo (+/-
20%) con quelle degli standard di riferimento.

Calcoli e supposizioni
Dal momento che metà della dose di cocaina viene escreta nelle urine come BE, e solo una pic-
cola frazione come farmaco immodificato, usiamo le concentrazioni di BE in WW o SW per sti-
mare il consumo locale di cocaina. Le concentrazioni di cocaina sono state utili per verificare che
il rapporto BE/cocaina era stabile e in un intervallo atteso, fornendo così affidabilità sulla loro
fonte di consumo umano. Se una eliminazione inaspettata accidentale o intenzionale di una si-
gnificativa quantità di cocaina si verificasse in qualche punto di raccolta, il normale rapporto
BE/cocaina (vedi Risultati) sarebbe transitoriamente e significativamente alterato in favore della
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cocaina. La carica di BE (gr/die) ad ogni sito di campionamento - calcolato dalla concentrazione
di BE nell’acqua (ng/l) e dall’indice di flusso dell’acqua (m3/sec) - è stato usato per stimare la ca-
rica di cocaina originaria moltiplicando per il fattore 2,33. Questo tiene conto del rapporto della
massa molare BE/cocaina (0,954) e della media della frazione molare (45%) della dose di cocaina
che viene escreta come BE, in accordo con i diversi studi (14,15). I carichi di cocaina sono poi
stati correlati con gli equivalenti della popolazione locale (es. il numero di persone servite da un
WWTP o che vivono nel bacino di prelevamento del fiume), usando i dati del 14° Censimento
generale della popolazione italiana (2001) (16). Il consumo stimato (gr/die per 1000 persone)
ad ogni sito di prelevamento era riferito sia alla popolazione generale che ai giovani adulti (15-
34 anni), dal momento che l’ultimo gruppo include quasi tutti i consumatori (2). I dati sono
anche stati espressi come numero di dosi al giorno per 1000 persone, assumendo 100 mg come
una dose media (1) (l’equivalente di 4 “strisce” da 25 mg di cocaina).

Tabella 1: Livelli e carichi di cocaina e del suo metabolica (benzoylecgonina BE) nel Po e nelle WWTPs.

Tabella 2: Uso locale di cocaina nel bacino del Po e in cittò italiane di medie dimensioni, come stimato
dai livelli di BE nelle acque.
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Risultati

Cocaina e BE sono state trovate in tutti i campioni esaminati dalle WW e SW. Le concentra-
zioni ai vari siti di campionamento sono mostrate nella Tabella 1. Come atteso, i livelli della so-
stanza d’origine erano molto più bassi rispetto al metabolita, essendo il loro rapporto nei cam-
pioni di WW (0,15 ± 0,03, ± SD) in accordo con il destino metabolico conosciuto della cocaina
negli esseri umani. Nel Po il rapporto cocaina/BE era stabile nel tempo ma inferiore a quanto
atteso (0,05 ± 0,02), suggerendo un differente modello di degradazione e/o una compartimen-
talizzazione di cocaina e BE nella WWTP e nei veicoli ambientali.

In quattro diverse occasioni, allo stesso sito di campionamento, è stato evidenziato che il Po tra-
sporta stabilmente quasi 4kg equivalenti di cocaina al giorno (Tabella 1). Questo suggerisce un
totale di circa 40.000 dosi al giorno, o circa 7 dosi per ogni 1000 persone che vivono nel bacino
del fiume. Per quanto, considerando solo i giovani adulti, l’uso stimato raggiunge le 27 dosi al
giorno per 1000 persone (Tabella 2). In accordo con questi risultati, le cariche di cocaina deter-
minate alle WWTPs forniscono stime di consumo della sostanza di circa 2-7 dosi per 1000 per-
sone o 9-26 dosi al giorno per 1000 giovani adulti (Tabella 2).

Discussione

Il metodo che abbiamo qui inizialmente testato con la cocaina, come un nuovo possibile stru-
mento per monitorare il consumo collettivo di sostanze illecite, fornisce stime riproducibili dalle
WWTP, confermate su larga scala dai dati del Po. Ciononostante se questo metodo fosse usato
in generale per un monitoraggio continuo dell’uso locale della sostanza, sarebbe preferibile usare
ripetuti campionamenti in un dato, ben caratterizzato setting. Campionare le WW per l’analisi
farmacologia prima che entri in una TP eviterebbe variazioni nelle concentrazioni della sostanza
dovute a rimozione o degradazione che potrebbe verificarsi entro le TP. I livelli di una sostanza
illecita in un fiume maggiore di un’area molto densamente popolata potrebbe ancora servire per
valutare il consumo su una scala più vasta rispetto ad una locale, ma solo in quei casi dove un
farmaco è abbastanza stabile in ambiente acquatico.

Chiaramente il metodo implementato qui necessita di essere messo a punto, validato e adat-
tato per altre sostanze d’abuso prima che possa diventare uno strumento generale per monito-
rare l’abuso di sostanze. Gli aspetti principali da validare minuziosamente coinvolgono la sta-
bilità chimica e biologica del principale prodotto di escrezione della sostanza e la sua riparti-
zione nelle acque di scolo. A nostro parere meno preoccupante è qualche inaccuratezza nello
stimare il consumo che può derivare dalle ipotesi correlate a farmacocinetica e metabolismo. In-
fatti se il consumo è retro calcolato dai livelli di prodotti escreti usando un medio fattore di con-
versione frazionale farmaco/metabolica da molteplici studi, l’accuratezza della stima sarebbe solo
marginalmente influenzata da questo parametro.

I nostri dati suggeriscono che l’attuale consumo di cocaina può essere molto più grande di
quanto stimato dai metodi correnti. Questo è un risultato che colpisce, considerando che - come
discusso sopra - il metodo impiegato e le ipotesi fatte potrebbero solo condurre a dati di con-
sumo sottostimati. Questo infatti non è un meccanismo ragionevole mediante il quale i prodotti
di escrezione della cocaina potrebbero accumularsi nelle acque di scorrimento di superficie, e
noi abbiamo trovato concentrazioni stabili nel Po nel tempo. Inoltre avendo scelto di monito-
rare nel nostro studio un metabolita abbondante oltre al farmaco di origine, qualsiasi aumento
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nei livelli di cocaina, dovuto ad una eliminazione illecita piuttosto che ad un uso umano, po-
trebbe essere rapidamente scoperto mediante un transitorio aumento del rapporto cocaina/me-
tabolita.

Le statistiche ufficiali (2) per l’anno 2001 indicano che in Italia circa l’1,1% di giovani adulti
(15-34 anni) ammettono di aver usato cocaina almeno una volta nel mese precedente, ma i do-
saggi attuali e la frequenza dell’uso non sono noti. Perciò è difficile stimare la quantità di co-
caina che viene consumata dalla popolazione. Se consideriamo che nel bacino del Po ci sono circa
1,4 milioni di giovani adulti, i dati ufficiali in questa area si tradurrebbero in almeno 15.000
utilizzi di cocaina al mese. Ciononostante abbiamo riscontrato circa 40.000 dosi al giorno, una
stima molto più ampia. L’impatto economico del traffico di un così elevato quantitativo di co-
caina sarebbe sbalorditivo. L’elevata quantità di cocaina (almeno 1500 kg), che i nostri risultati
suggeriscono venga consumata all’anno nel bacino del Po, ammonterebbe infatti, a circa 150
milioni di dollari (basata su una media di un valore da strada negli Stati Uniti di 100 dollari al
grammo) (17-18).

Le stime suddette - ottenute dal bacino densamente popolato del maggior fiume italiano -
sono state confermate da simili valori trovati in setting completamente differenti, es. nelle WW
urbane di città di medie dimensioni, scelte in luoghi geografici ampiamente diffusi, per stimare
il consumo locale di cocaina su piccola scala. La giusta corrispondenza dei risultati delle SW e
WW, nonostante i diversi setting e ipotesi, suggeriscono che il nostro approccio è affidabile e le
nostre stime realistiche. La piuttosto ristretta variazione del consumo stimato tra le WWTPs
può riflettere diverse abitudini locali, come le aree urbane scelte hanno alcune differenze socio-
culturali.

Conclusioni

Le indagini sulla popolazione generale sono utili per descrivere i modelli di abuso di sostanze,
ma sono molto costosi e certamente troppo lenti per documentare prontamente le variazioni di
tendenza (4). Il monitoraggio continuo del consumo illecito di sostanze sarebbe molto impor-
tante per stabilire l’attuale estensione di questo fenomeno, e documentare i cambi di tendenza.
Un quadro più realistico dei modelli di uso locale per le più comuni sostanze d’abuso sarebbe
necessario anche per identificare i problemi prioritari e pianificare selettive contromisure. L’ap-
proccio evidence-based prima testato qui, che è sostanzialmente adattabile ad altre sostanze ille-
cite, potrebbe essere messo a punto e successivamente validato per diventare un rapido metodo
generale per aiutare a stimare l’abuso di sostanze ad un livello locale. Questo approccio (13), con
la sua abilità unica di monitorare le variazioni di abitudine in tempo reale, potrebbe essere
d’aiuto ai sociologi e alle autorità per aggiornare continuamente la valutazione sull’abuso di so-
stanze.

Abbreviazioni

WW – acque di rifiuto
SW – acqua di superficie
WWTP – industria per il trattamento dell’acqua di rifiuto
BE – benzoylecgonina
MS – spettrometria di massa
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