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Utilizacao prevista

0 Ensaio DRI® de toxicidade no soro para detecdo de benzodiazepina destina-se a determinagéo
qualitativa e semiquantitativa de benzodiazepina no soro ou plasma humanos com uma
interrupcao de 50 ng/ml.

0 ensaio oferece apenas um resultado de teste analitico preliminar. Deve ser utilizado um método
quimico alternativo mais especifico para obter um resultado analitico confirmado. 0 método
de confirmacao preferido é a cromatografia gasosa/espetrometria de massa (GC/MS)."? Deve
aplicar-se consideracao clinica e discernimento profissional a qualquer resultado de testes
de consumo de drogas, particularmente quando sao utilizados resultados preliminares positivos.

Resumo e explicacéo do teste

As benzodiazepinas sdo formacos sedativo-hipndticos que estdo sujeitos a consumo abusivo.
As benzodiazepinas incluem uma variedade de farmacos estruturalmente semelhantes,
como o alprazolam, o clorodiazepoxido, o diazepam, o lorazepam, o oxazepam e o triazolam.
As concentrag@es terapéuticas no soro e os niveis de toxicidade s@o diferentes para cada
benzodiazepina. Além disso, os doentes que consumiram benzodiazepinas por habito,
particularmente os viciados nesses agentes, podemtolerar doses mais elevadas que as pessoas
que ndo sdo consumidores habituais. Devido as grandes variagdes na tolerancia individual
e a variacdo nos niveis de toxicidade associados a cada benzodiazepina, os imunoensaios de
toxicidade no soro sd@o Gteis em primeira anélise para estabelecer a presenca do agente. Deve
ser utilizado um método quimico alternativo para determinar a identidade e a concentragdo
exata da benzodiazepina especifica. A determinacéo do tipo de benzodiazepina ingerida facilita
um curso de tratamento eficaz para a intoxicagao por benzodiazepina. Embora a detegdo de
benzodiazepinas na urina possa ser utilizada como indicador de consumo de benzodiazepinas,
o Ensaio DRI de toxicidade no soro para detecdo de benzodiazepinas é essencial em situagdes
de emergéncia em que pode ser dificil obter uma amostra de urina.

Estao disponiveis muitas técnicas convencionais, como TLC, GC, GLC e HPLC, para testar
o consumo abusivo de farmacos em fluidos biolégicos. Imunoensaios baseados no
reconhecimento especifico de farmacos com consumo abusivo pelo anticorpo correspondente
ficaram disponiveis para aplicagdes de rastreio em volumes elevados. O Ensaio DRI de toxicidade
no soro para deteg@o de benzodiazepina é um imunoensaio homogéneo de enzima® que utiliza
reagentes liquidos prontos a utilizar. O ensaio utiliza anticorpos especificos que podem detetar
a maior parte das benzodiazepinas e respetivos metabolitos no soro. Baseia-se na concorréncia
por uma quantidade fixa de locais especificos de ligacdo de anticorpos entre um farmaco
marcado com enzimas, glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), e o farmaco na amostra.
Na auséncia de farmaco na amostra, o farmaco marcado com G6PDH é ligado pelo anticorpo
especifico e a atividade da enzima é inibida. Na presenca de formaco na amostra, o formaco
ocupa os locais de ligagado de anticorpos e deixa o formaco marcado com G6PDH livre e ativo.
Este fenémeno cria uma ligagcéo direta entre a concentracao do fairmaco na amostra e a atividade
da enzima. A atividade da enzima G6PDH é determinada por espetrofotometria a 340 nm medindo
a respetiva capacidade de converter nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) em NADH.

Reagentes

Reagente de substrato/anticorpo: Contém anticorpos de cabra antibenzodiazepinas policlonais,
glucose-6-fosfato (G6P) e nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) em tampao Tris com azida
de sédio como conservante.

Reagente conjugado de enzima: Contém derivado de benzodiazepina marcado com
glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em tamp@o Tris com azida de sédio como conservante.

Materiais adicionais necessarios (vendidos separadamente):

Descricao do kit

0962 Serum Tox Negative Calibrator, 10 ml
0963 Serum Tox Calibrator 1, 5 ml
0965 Serum Tox Calibrator 2, 5 ml
0967 Serum Tox Calibrator 3, 5 ml
0976 Serum Tox Calibrator 4, 5 ml

A Precaucdes e adverténcias
Prejudicial se for ingerido.

PERIGO: O Ensaio DRI de toxicidade no soro contém <0,2% de soro-albumina bovina (BSA) e
<0,5% de anticorpo especifico contra o farmaco.

H317 - Pode provocar uma reacao alérgica cutanea.

H334 - Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia, de asma ou dificuldades respiratdrias.

Evitar respirar névoas ou vapores. A roupa de trabalho contaminada ndo pode sair do local
de trabalho. Usar luvas de protecdo/protecdo ocular/protecdo facial. Em caso de ventilagdo
inadequada, usar protecdo respiratoria. Se entrar em contacto com a pele: lavar com sabéo
e agua abundantes. EM CASO DE INALAGAO: em caso de dificuldade respiratoria, retirar a
vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em repouso numa posi¢do que ndo dificulte a
respiragdo. Em caso de irritagdo cutdnea ou prurido: consultar um médico. Em caso de
sintomas respiratdrios: contactar um CENTRO DE INFORMAGAQ ANTIVENENOS ou um médico.
Lavar a roupa contaminada antes de a voltar a usar. Eliminar o conteddo/recipiente em local
conforme os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

Os reagentes utilizados no ensaio contém < 0,09% de azida de sddio. Evite o contacto com a pele
e membranas mucosas. Lave as areas afetadas com &gua abundante. Em caso de exposi¢ao
ocular ou ingestao, procure cuidados médicos imediatamente. A azida de sodio pode reagir com
canalizagdes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas potencialmente explosivas. Quando
eliminar esses reagentes, faca sempre descargas com muita 4gua para evitar a acumulagéo de
azidas. Limpe as superficies metalicas expostas com hidroxido de sddio a 10%.

Nao utilize os reagentes depois do fim do prazo de validade.

Preparacdo e armazenamento dos reagentes

Os reagentes estdo prontos a utilizar. Ndo é necessaria qualquer preparagdo dos reagentes.
Todos os componentes do ensaio, quando devidamente armazenados entre 2 e 8 °C, sdo
estaveis até a data de validade indicada no rétulo.

Recolha e manuseamento de amostras

Podem ser utilizados soro ou plasma com o ensaio. Os anticoagulantes como heparina, citratos,
oxalatos e EDTA demonstraram nao interferir com o ensaio. As amostras de plasma recolhidas
com estes anticoagulantes podem ser utilizadas com o ensaio, embora seja preferivel uma
amostra de soro nova. Armazene a amostra refrigerada. Deve fazer-se um esforgo para manter
as amostras pipetadas livres de excesso de residuos.

Trate todas as amostras de soro como se fossem p ialmente inf

Procedimento do ensaio

Os analisadores quimicos clinicos capazes de manter uma temperatura constante, de pipetar
amostras, de misturar reagentes, de medir taxas de enzimas a 340 nm e de cronometrar com
precis@o a reagao podem ser utilizados para executar este ensaio. Antes de executar o ensaio,
consulte a folha de protocolo especifica do analisador, que contém parametros e/ou instrucdes
de utilizacao adicionais.

Controlo de qualidade e calibracao

As boas praticas laboratoriais sugerem a utilizagdo de amostras de controlo para assegurar
o adequado desempenho do ensaio. Utilize os controlos préximos do calibrador limite para
validar a calibragdo. Os resultados do controlo devem situar-se no intervalo estabelecido.
Se os resultados ficarem fora do intervalo estabelecido, os resultados do ensaio sao invalidos.
Todos os requisitos de controlo de qualidade deverao ser realizados em conformidade com as
regulamentacdes locais, estatais e/ou federais ou requisitos de acreditacao.

Anélise qualitativa

Para a analise qualitativa de amostras, utilize o calibrador 50 ng/ml como nivel de limite. O DRI
Serum Tox Calibrator 2, que contém 50 ng/ml de diazepam, é utilizado como limite para distinguir
as amostras “positivas” das “negativas”.

Anélise semigquantitativa
Para a anélise semiquantitativa, utilize todos os calibradores.

Resultados e valores esperados

Resultados qualitativos

Uma amostra que apresente uma alteragdo no valor de absorgdo (AA) igual ou superior ao
calibrador limite é considerada positiva. Uma amostra que apresente uma alteragao no valor
de absorcao (AA) inferior ao calibrador limite é considerada negativa.

Resultados semiquantitativos

£ possivel obter uma estimativa aproximada da concentracdo do farmaco nas amostras
executando uma curva padrdo com todos os calibradores e medindo as amostras a partir da
curva padrao.

Os imunoensaios que produzam apenas um resultado Gnico na presenga de uma classe de
farmacos, como as benzodiazepinas, ndo conseguem medir com precisdo a concentragédo
de cada componente individual. Para uma aplicagao qualitativa, um resultado positivo indica
apenas a presenca de benzodiazepinas. Para uma aplicag@o semiquantitativa, o ensaio fornece
uma concentragao cumulativa de benzodiazepinas aproximada.

Limites
1. Um resultado positivo deste ensaio indica apenas a presenca de benzodiazepinas,
sem apresentar necessariamente uma correlagdo com a extensao de efeitos
fisiologicos e psicolégicos.
2. Um resultado positivo neste ensaio deve ser confirmado por outro método
nao-imunoldgico geralmente aceite, como GC, TLC, HPLC ou GC/MS.
0 teste foi concebido para utilizagdo apenas com soro ou plasma humanos.
4. Qutras substancias e/ou fatores (por ex. técnicos ou procedimentais) para além
dos investigados no estudo de especificidade podem interferir com o teste e levar
a resultados falsos.
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Caracteristicas especificas do desempenho
Osresultados de desempenho caracteristicos obtidos num analisador Hitachi 717 sdo apresentados
em baixo.* Os resultados obtidos no seu laboratério podem ser diferentes destes dados.

Precisao
As precisdes na mesma determinagcdo e entre determinacdes foram determinadas com
os calibradores de toxicidade no soro, com os seguintes resultados:

Qualitativos:
Na mesma determinacao (n=20) Entre determinacdes (n=12)
Calibrador Média + DP o Média + DP .
(mA/min) (mA/min)
Negativo 330+2,0 0,6 330+0,8 0,2
50 ng/ml 408 3,7 09 404 +1,7 04
100 ng/ml 480 £2,1 04 482+0,9 0.2
200 ng/ml 554 +3,9 0,7 552 + 1,4 0,3
Semiquantitativos:
Na mesma determinagao (n=20) Entre determinacdes (n=12)
01 7718+0,9 11 783+29 37
02 115,3+0,7 0,6 118634 29
Recuperacao

Foram adicionadas concentragdes conhecidas de diazepam a diversas amostras de soro
negativas, que foram submetidas ao teste para detecdo de benzodiazepinas. A recuperacao
de diazepam foi de 89,3% a 98%.

Exatidao

Cento e nove amostras clinicas foram submetidas ao teste para detecdo de benzodiazepinas
pelo Ensaio DRI de toxicidade no soro para detec@o de benzodiazepinas e por uma técnica HPLC.
Oitenta e cinco amostras foram positivas e doze negativas por ambos os métodos, enquanto
doze amostras foram positivas pelo método HPLC e negativas pelo ensaio DRI. A concentragédo
de benzodiazepinas nestas doze amostras discrepantes foi > 10 ng/ml, mas <50 ng/ml pelo HPLC.

Sensibilidade
A sensibilidade, definida como a concentragdo mais baixa que se pode diferenciar de 0 ng/ml
com confianga de 95%, é de 10 ng/ml.

Especificidade

Foi testada a reatividade cruzada de diversas benzodiazepinas e substancias com interferéncia
potencial no ensaio. A tabela 1 resume as concentragdes a que determinadas benzodiazepinas
foram positivas segundo o ensaio. A tabela 2 enumera a concentracdo de substdncias com
interferéncia potencial que produziram um resultado negativo.

Tabela 1.
Compostos estruturalmente relacionados que produziram um resultado positivo nas
concentracdes indicadas.

Composto ng/ml Composto ng/ml
Alprazolam 50 Lorazepam 2.000
Bromazepam 4.000 Medazepam 150
Clorodiazepoxido 20.000 Nitrazepam 300
Clonazepam 1.000 Norclorodiazepéxido 20.000
Clorazepato 150 Nordiazepam 100
Delorazepam 2.000 Oxazepam 1.000
Desalquilflurazepam 50 Oxazolam 100.000
Diazepam 50 Prazepam 50
Flunitrazepam 50 Temazepam 100
Flurazepam 250 Triazolam 150
Halazepam 125

Tabela 2.
Compostos estruturalmente ndo relacionados que produziram um resultado negativo nas
concentracdes indicadas.

Composto pg/ml Composto pg/ml
Acetaminofeno 1.000 Metaqualona 1.000
Acido acetilsalicilico 1.000 Metsuximida 50
Amitriptilina 100 Morfina 200
d-Anfetamina 1.000 Fenciclidina 1.000
Cafeina 100 Fenobarbital 500
Carbamazepina 100 Fenitoina 100
Dextrometorfano 1.000 Primidona 100
Glutetimida 50 Propoxifeno 1.000
Imipramina 100 Secobarbital 1.000
Meperidina 100 Acido valproico 500
Metadona 1.000
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