CEDIA™ Qpiate Assay

thermo
scientific

Per uso diagnostico in vitro

Rx Only

10016429 (3 x 17 ml Indiko Kit)
100089 (Kit da 3 x 17 ml)
100098 (Kit da 65 m)
1661248 (Kit da 495 ml)

Uso previsto
Il dosaggio CEDIA™ QOpiate Assay & uno strumento diagnostico previsto per la determinazione
qualitativa e semiquantitativa di oppiati nell'urina umana.

Questo dosaggio fornisce unicamente unrisultato analitico preliminare. Per ottenere un risultato
analitico di conferma, é necessario utilizzare un metodo chimico alternativo a specificita pii
elevata. Il metodo di conferma piu idoneo € la gascromatografia/spettrometria di massa
(GC/MS)." Qualsiasi risultato di analisi riguardante sostanze stupefacenti, soprattutto nel caso
di un risultato preliminare positivo, va trattato con la considerazione clinica e la discrezione
professionale opportune.

Sommario e spiegazione del metodo

L'oppio si ottiene dalla capsula immatura del papavero officinale Papaver somniferum.*?
La morfina e la codeina sono alcaloidi naturali dell'oppio.2* Entrambi hanno riscontrato
un’accoglienza favorevole nel campo medico, soprattutto come analgesici; tuttavia, entrambi
vengono spesso usati abusivamente.*® L'eroina € un composto sintetizzato dalla morfina ed
¢ I'oppiato piti comunemente usato in modo abusivo.”

Gli oppiati (morfina, codeina ed eroina) vengono rapidamente metabolizzati dal corpo, e la
sede principale del metabolismo ¢ il fegato.*® La morfina viene escreta nell'urina come morfina
coniugata, morfina libera e altri metaboliti in tracce.***La codeina viene escreta nell'urina come
codeina libera e coniugata e come morfina libera e coniugata.?® Dopo la somministrazione di
codeina, la codeina totale puo essere eliminata pit rapidamente della morfina totale, per cui alcuni
campioni di urina di individui che fanno uso di codeina possono evidenziare soltanto la presenza
di morfina totale o un rapporto di morfina totale rispetto a codeina totale maggiore di uno.®’
L'eroina viene rapidamente metabolizzata nel sangue intero in 6-monoacetilmorfina, che poi viene
idrolizzata in morfina coniugata nel fegato.*® Viene escreta nell’urina principalmente come morfina
coniugata, ma anche in quantita ridotte come morfina libera e 6-monoacetiimorfina.** A seconda
della dose assunta e della sensibilita del metodo di analisi, la morfina totale puo essere rilevata
nell'urina fino a 72 ore dopo I'ultima somministrazione di morfina, codeina o eroina.®*’#

Il dosaggio CEDIA Opiate Assay € un immunodosaggio enzimatico omogeneo che si avvale
della tecnologia del DNA ricombinante (brevetto USA n. 4708929).° Questo dosaggio & basato
sull’'enzima batterico B-galattosidasi, geneticamente suddiviso in due frammenti inattivi. Questi
frammenti si riassociano spontaneamente per formare un enzima pienamente attivo in grado
di legarsi, nel formato del dosaggio, ad un substrato, dando luogo ad una variazione cromatica
misurabile spettrofotometricamente.

Nel dosaggio, il farmaco nel campione compete con il farmaco coniugato con un frammento
inattivo diB-galattosidasi per i siti di legame degli anticorpi. Se la droga € presente nel campione,
si leghera all'anticorpo, lasciando i frammenti enzimatici inattivi liberi di formare enzimi attivi.
Se il farmaco non & presente nel campione, I'anticorpo si leghera al farmaco coniugato con il
frammento enzimatico inattivo, inibendo stericamente la riassociazione dei frammenti inattivi
di B-galattosidasi, e non si verifichera la formazione di alcun enzima attivo. La quantita di
enzima attivo formata ed il risultante cambiamento dell’estinzione sono proporzionali alla
concentrazione del farmaco presente nel campione.

Reagenti

1 Tampone di ricostituzione per EA: contiene tampone citrato, 3 pg/ml di anticorpi murini
monoclonali per oppioidi, sali tampone, stabilizzatore e conservante.

1a Reagente EA: contiene 0,171 g/l di accettore enzimatico, sali tampone, detergente e
conservante.

2 Tampone di ricostituzione ED: contiene tampone fosfato, sali tampone e conservante.

2a Reattivo donatore di enzima: contiene 23,3 g/l di donatore enzimatico coniugato con
morfina, 1,67 g/l di rosso di clorofenolo-p-D-galattopiranoside, stabilizzante e conservante.

Ulteriori materiali: etichette alternative con codici a barre (solo per n. di cat. 100089 e 100098).
Flaconi vuoti per analizzatore per il travaso delle soluzioni EA/ED (n. di cat. 100098). Flacone
vuoto per analizzatore per il travaso delle soluzioni ED (solo per n. di cat. 1661248).

Ulteriori materiali necessari (venduti separatamente):
CEDIA Negative Calibrator
CEDIA Multi-Drug Calibrator, Primary Clinical Cutoffs,
Secondary Cutoffs, or Optional Cutoffs, (300 ng/ml)
CEDIA Multi-Drug Intermediate Calibrator
CEDIA Multi-Drug High Calibrator
CEDIA Multi-Drug Clinical Control Set, Speciality Control Set or Optional Control Set

A Avvertenze e precauzioni

PERICOLO: il reagente in polvere contiene < 56% p/p di albumina sierica bovina (BSA) e < 2% p/p
di sodio azide. | reagenti liquidi contengono < 1,0% di siero bovino, < 0,3% di sodio azide e <0,1%
di anticorpo specifico del farmaco (topo).

H317 - Puo provocare una reazione allergica cutanea.
H334 - Puo provocare sintomi allergici o asmatici o difficolta respiratorie se inalato.
EUH032 - A contatto con acidi libera gas molto tossici.

Non respirare polveri, nubi, vapori e spray. Gli indumenti da lavoro contaminati non devono
essere portati fuori dal luogo di lavoro. Indossare guanti protettivi/Proteggere gli occhi/il viso.
In caso di ventilazione insufficiente utilizzare un apparecchio respiratorio. In caso di contatto
con la pelle: lavare abbondantemente con acqua e sapone. IN CASO DI INALAZIONE: se la
respirazione é difficile, trasportare I'infortunato all’aria aperta e mantenerlo a riposo in posizione
che favorisca la respirazione. In caso diirritazione o eruzione della pelle: consultare un medico.
In caso di sintomi respiratori: contattare un CENTRO ANTIVELENI o un medico. Lavare gli
indumenti contaminati prima di indossarli nuovamente. Smaltire il prodotto/recipiente nelle
apposite aree in conformita alla regolamentazione locale/regionale/nazionale/internazionale.

Preparazione e conservazione dei reagenti
Estrarre il kit dal frigorifero appena prima della preparazione delle soluzioni. Preparare le
soluzioni nel seguente ordine per ridurre al minimo la possibilita di contaminazione:

Soluzione R2 di donatore enzimatico: collegare il flacone 2a (reagente per ED) al flacone 2
(tampone di ricostituzione per ED) usando uno degli adattatori forniti. Mescolare capovolgendo
delicatamente, assicurandosi che tutto il materiale liofilizzato del flacone 2a si trasferisca nel
flacone 2. Evitare la formazione di schiuma. Staccare il flacone 2a e I'adattatore dal flacone 2
e gettarli. Tappare il flacone 2 e lasciarlo riposare per circa 5 minuti a temperatura ambiente
(15-25 °C). Mescolare nuovamente. Annotare la data di ricostituzione sull'etichetta del flacone.
Soluzione R1 di accettore enzimatico: collegare il flacone 1a (reagente per EA) al flacone 1
(tampone di ricostituzione per EA) usando uno degli adattatori forniti. Mescolare capovolgendo
delicatamente, assicurandosi che tutto il materiale liofilizzato del flacone 1a si trasferisca nel
flacone 1. Evitare la formazione di schiuma. Staccare il flacone 1a e I'adattatore dal flacone 1
e gettarli. Tappare il flacone 1 e lasciarlo riposare per circa 5 minuti a temperatura ambiente
(15-25 °C). Mescolare nuovamente. Annotare la data di ricostituzione sull'etichetta del flacone.

NOTA 1:i componenti forniti in questo kit sono previsti per I'uso concomitante. Non mescolare
tra loro componenti di lotti diversi.

NOTA 2: per evitare la contaminazione crociata dei reagenti, non scambiare tra loro i tappi dei
diversi flaconi. La soluzione R2 deve essere di colore giallo arancio. La comparsa di un colore
rosso scuro o rosso porpora indica la contaminazione del reagente, che va quindi eliminato.
NOTA 3: prima dell’'esecuzione del dosaggio, le soluzioni R1 e R2 vanno portate alla temperatura
dello scomparto dei reagenti dell’analizzatore. Per ulterioriinformazioni, consultare il foglio delle
applicazioni relativo all’analizzatore in dotazione.

NOTA 4: per garantire la stabilita della soluzione EA ricostituita, non esporla per un periodo
prolungato all’azione diretta di forti sorgenti luminose.

Conservare i reagenti a 2-8 °C. NON CONGELARLI. Per il periodo di stabilita dei componenti non
aperti, vedere la data di scadenza sulla confezione o sulle etichette dei flaconi.

Soluzione R1: 60 giorni nello scomparto refrigerato dell’analizzatore oppure in frigorifero a 2-8 °C.
Soluzione R2: 60 giorni nello scomparto refrigerato dell’analizzatore oppure in frigorifero a 2-8 °C.

Prelievo e trattamento dei campioni
Prelevare i campioni di urina in contenitori di plastica o vetro.

| campioni mantenuti a temperatura ambiente che non vengono inizialmente analizzati entro
7 giorni® dall'arrivo in laboratorio devono essere riposti in un’unita di refrigerazione sicura a
una temperatura compresa tra 2 e 8 °C fino a un massimo di due mesi." La conservazione dei
campioni di urina per periodi pill lunghi prima o dopo I'analisi deve essere effettuata a una
temperatura di -20 °C." "2

| laboratori che seguono le linee guida obbligatorie SAMHSA devono fare riferimento ai requisiti
SAMHSA “Short-Term Refrigerated Storage” (Conservazione refrigerata a breve termine) e
“Long-Term Storage” (Conservazione a lungo termine).”

Per proteggere I'integrita del campione, non indurre la formazione di schiuma ed evitare
congelamenti e scongelamenti ripetuti. Cercare di ottenere campioni pipettati senza detriti
di grandi dimensioni. Si raccomanda di centrifugare i campioni notevolmente torbidi prima
dell’analisi. | campioni congelati devono essere scongelati e miscelati prima dell’analisi.
L'adulterazione del campione di urina puo portare a risultati errati. Se si sospetta un'adulterazione
del campione, prelevarne un altro e inoltrare entrambi i campioni al laboratorio per I'analisi.

Maneggiare tutti i campioni di urina come materiale potenzialmente infettivo.

Procedura di analisi

Ai fini del presente dosaggio e possibile utilizzare gli analizzatori chimici in grado di mantenere
una temperatura costante, pipettare i campioni, miscelare i reagenti, misurare i tassi enzimatici
e regolare con precisione i tempi di reazione. Fogli delle applicazioni riportanti i parametri
specifici per ciascun analizzatore sono disponibili presso la Microgenics, che fa parte della
Thermo Fisher Scientific.



Solo con i kit da 17 ml e da 65 ml vengono fornite etichette con codice a barre supplementari
per la determinazione semiquantitativa. A tal fine, apporre I'etichetta corretta sopra I'etichetta
gia presente sul flacone.

Controllo di qualita e calibrazione

Analisi qualitativa

Per esaminare i risultati dell’analisi qualitativa dei campioni, usare il calibratore multi-farmaco,
il valore limite principale, i valori limite opzionali o i valori limite secondari. Consultare il foglio
delle applicazioni specifico per I'analizzatore in dotazione.

Analisi semiquantitativa

Per esaminare i risultati dell’analisi semiquantitativa dei campioni, usare il calibratore multi-
farmaco, i valori limite clinici primari, i valori limite opzionali o i valori limite secondari insieme
al calibratore negativo e ai calibratori multi-farmaco intermedio e alto.

Una buona prassi di laboratorio prevede I'analisi dei controlli parallelamente all’analisi dei
campioni dei pazienti e ad ogni calibrazione. Si raccomandano due livelli di controllo: uno 25%
al di sopra del limite selezionato e I'altro 25% al di sotto del limite selezionato. Per il controllo di
qualita, usare il set di controlli clinici multi-farmaco CEDIA, il set di controlli speciali o il set di
controlli opzionali. | calibratori dovrebbero essere rianalizzati se ci fosse un cambiamento nei
reattivi oppure se i risultati di controllo si trovassero al di fuori dei limiti stabiliti. Ogni laboratorio
deve determinare indipendentemente la frequenza dei suoi controlli. Basare la valutazione del
controllo di qualita sui valori ottenuti dai controlli, che devono rientrare entro limiti specifici. Se
siriscontrano tendenze marcate o deviazioni improvvise nei valori, riesaminare tutti i parametri
operativi. Per ulteriore assistenza, rivolgersi al servizio di assistenza tecnica. Tutti i requisiti di
controllo della qualita vanno soddisfatti in conformita alle normative vigenti o ai requisiti per
I'accreditamento.

Risultati e valori attesi

Risultati qualitativi

Il calibratore multi-farmaco, i valori limite clinici primari, i valori limite opzionali o i valori
limite secondari (ciascuno contenente 300 ng/ml di morfina) vengono usati come riferimento
per distinguere i campioni positivi da quelli negativi. | campioni che generano un valore di
risposta uguale o maggiore rispetto al valore di risposta del calibratore per il valore limite sono
considerati positivi. | campioni che generano un valore di risposta inferiore rispetto a quello del
calibratore per il valore limite sono considerati negativi. Per ulteriori informazioni, consultare il
foglio delle applicazioni relativo allanalizzatore in dotazione.

Risultati semiguantitativi

Il calibratore multi-farmaco, i valori limite clinici primari, i valori limite opzionali o i valori limite
secondari, usati insieme al calibratore negativo e ai calibratori multi-farmaco intermedio e alto,
possono essere utilizzati per stimare le concentrazioni relative di oppiati.

Sidovrebbe aver cura quando si annotano i risultati delle concentrazioni in quanto esistono molti
altri fattori che possono alterare il risultato del test dell'urina, come I'assorbimento di liquidi e
altri fattori biologici.

Limitazioni

1. Unrisultato di analisi positivo indica la presenza di oppiati; non indica o misura il livello
di intossicazione.

2. |semidipapavero possono contenere oppiati. Percio il consumo di alimentari contenenti
semi di papavero puo portare ad un risultato positivo.'s 1

3. Esiste la possibilita che altre sostanze e/o fattori non elencati (come ad esempio gli
errori tecnici o procedurali) possano interferire con I'analisi e dar luogo a risultati falsi.

4. Quando si esegue I'analisi semiquantitativa, i risultati del dosaggio CEDIA Opiate Assay
indicano solo in via approssimativa le concentrazioni cumulative del farmaco analizzato.

Caratteristiche specifiche del rendimento del test

Le caratteristiche di rendimento del test tipiche ottenibili mediante I'analizzatore Hitachi 717
sono riportate qui di seguito."” | valori ottenuti nei diversi laboratori possono essere differenti da
quelli riportati in questa sede. Per tutti gli altri analizzatori, consultare il foglio delle applicazioni
specifico per I'analizzatore in dotazione.

Precisione

Studi sulla precisione misurata, condotti usando reagenti e calibratori confezionati, hanno dato i
seguenti risultati in mA/min con un analizzatore Hitachi 717 mediante la metodica di replicazione
NCCLS modificata.

Precisione intra-serie Precisione totale

ng/ml 225 300 375 225 300 375
n 120 120 120 120 120 120
X 269,8 316,8 3614 269,8 316,8 361,4
SD 4,23 4,54 4,84 11,38 15,04 15,27
%CV 1.6 14 1.3 4,2 48 4,2

Accuratezza

Seicento campioni di urina sono stati analizzati con il dosaggio CEDIA Opiate Assay
sull'analizzatore Hitachi 717 e mediante il dosaggio Syva Emit® Il Opiate Assay (metodo di
riferimento). Sono stati ottenuti i seguenti risultati:

CEDIA
n R
+ 100 [ 0
Emit® Il
- | 3% | 497

Sensibilita 100%
Specificita 99,4%

*2 dei 3 campioni sono stati analizzati mediante GC/MS e hanno dato come risultato un contenuto di 227 e 241 ng/ml
di morfina totale, rispettivamente. |l terzo campione é stato analizzato seguendo il protocollo semiquantitativo
Emit® Il e ha dato come risultato una concentrazione di 196 ng/ml. Il campione € stato analizzato mediante GC/MS
e ha dato come risultato elevate concentrazioni di imipramina e relativi metaboliti.

Specificita
| seguenti composti progenitori e metaboliti, quando sono stati analizzati con il dosaggio CEDIA
Opiate Assay, hanno dato i seguenti risultati percentuali di reattivita crociata:

Composto Reattivita crociata (%)
Morfina 100
Codeina 125
Diacetilmorfina 67
Diidrocodeina 62
Idrocodone 59
Idromorfone 66
Imipramina 16
Morfina-3-glucuronide 94
Morfina-6-glucuronide 57
6-Monoacetilmorfina 81
Meperidina 0,2
Ossimorfone 19
Ossicodone 31

Le concentrazioni elevate di rifampicina possono portare a falsi risultati positivi. Una
concentrazione di 100.000 pg/ml di floxina puo portare a un risultato positivo.

Si sono analizzati con il dosaggio CEDIA Opiate Assay anche composti non strutturalmente
correlati che, alle concentrazioni qui di seguito elencate, hanno dato risultati negativi.

Composto ng/ml Composto ng/ml
Acetamminofene 500.000 Fenobarbitale 500.000
Acido acetilsalicilico 500.000 Fluossetina 500.000
Acido salicilurico 500.000 Ibuprofene 500.000
Amossicilina 100.000 Levotiroxina 50.000
Amfetamina 500.000 Metadone 500.000
Benzoilecgonina 500.000 Metanfetamina 500.000
Captoprile 500.000 Nifedipina 500.000
Cimetidina 500.000 Propossifene 100.000
Clordiazepossido 100.000 Ranitidina 500.000
Diazepam 100.000 Secobarbitale 500.000
Digossina 100.000 11-nor-A%-THC-COOH 10.000
Enalaprile 500.000 Verapamil 500.000
Fenciclidina 500.000




Non é stata osservata alcuna interferenza dovuta all’aggiunta delle seguenti sostanze alle

normali concentrazioni endogene ritrovate nelle urine con il dosaggio CEDIA Opiate Assay.

Sostanza Concentrazione | Sostanza Concentrazione
Acetone <1,0g/dl Etanolo <1,0g/dl
Acido ascorbico <1,5¢/dl Galattosi <10 mg/dl
Acido ossalico <0,1g/dl Gammaglobulina <0,5 g/dl
Albumina sierica umana <0,5g/dl Glucosio <3,0g/dl
Cloruro di sodio <6,0 g/dl Riboflavina <7,5mg/dl
Creatinina <0,5¢g/dl Urea <6,0 g/dl
Emoglobina <0,3 g/dl
Sensibilita

Per I'applicazione qualitativa, il limite di rilevamento (LOD) & stato di 21,6 ng/ml.
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