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Indicaciones

El ensayo del metabolito de heroina (6-acetilmorfina o 6-AM) de CEDIA® es un inmunoensayo
enzimatico homogéneo para la determinacion cualitativa y semicuantitativa in vitro del
metabolito de la heroina (6-AM) en la orina humana en analizadores automaticos de bioquimica
clinica. Las mediciones se utilizan como ayuda en la deteccion del consumo de heroina
o sobredosis.

El ensayo iinicamente ofrece un resultado analitico cualitativo preliminar. Es necesario
utilizar un método quimico alternativo mas especifico con el fin de obtener un resultado
analitico confirmado. EI método de confirmacion preferente es la cromatografia de gases/
espectrometria de masas (CG/EM)'. Se han de aplicar las d T linicas y el buen
juicio profesional ante cualquier resultado de una prueba de drogas duras, en particular
cuando los resultados preliminares resulten positivos.

Resumen y explicacion de la prueba

La heroina (3,6-diacetilmorfina) se produce por modificacion quimica de la morfina, un alcaloide
natural que se encuentra en las vainas verdes de la adormidera, Papaver somniferum?®, La
heroina es altamente adictiva y actualmente se encuentra incluida en la Lista | de sustancias
(cuyo uso médico no esté aceptado en la actualidad). La heroina es la droga opidcea que mas
se consume*®, y su uso esté asociado con una amplia variedad de problemas de salud. La
heroina se administra por inyeccion intravenosa o subcutanea o por via nasal’. Se metaboliza
rapidamente (semivida de 9 minutos) a 6-AM por accion de las esterasas de la sangre y,
posteriormente, a morfina por hidrélisis en el higado.

Se considera que la presencia de 6-AM en la orina es un marcador especifico del uso ilicito de
heroina®®. La 6-AM no se puede formar por acetilacion de la morfina en el cuerpo, por lo que la
presencia de 6-AM no puede ser causada por una inyeccion de analgésicos opiaceos legales
o por grandes cantidades de semillas de amapola. Por esta razén, el Department of Health and
Human Services (DHHS, Departamento de Salud y Servicios Humanos), presentd las directrices
revisadas para las pruebas de opidceos, que obligan a someter todas las muestras de orina
positivas para opiaceos a analisis para la deteccion de 6-A, con el fin de confirmar el abuso de
heroina®. La semivida de 6-AM es de aproximadamente 35 minutos. El tiempo durante el cual la
medicion de la 6-AM sirve como diagnéstico del consumo de heroina depende de la cantidad
de heroina tomada. Es probable que incluso en el caso de las dosis mas altas de la heroina, el
tiempo de deteccion esté limitado a las 24 horas después del consumo®.

El ensayo del metabolito de la heroina CEDIA utiliza la tecnologia del ADN recombinante
(Patente de EE. UU. N.° 4708929) para producir un sistema Gnico y homogéneo de inmunoensayo
enzimatico™. Este ensayo estd basado de la enzima bacteriana B-galactosidasa, que ha sido
genéticamente modificada en dos fragmentos inactivos. Estos fragmentos, denominados
aceptador enzimatico (EA) y donante enzimatico (ED), se vuelven a asociar de forma espontanea
para formar una enzima plenamente activa que, en el formato de ensayo, produce el corte de
un sustrato, lo que genera un cambio de color que se puede medir espectrofotométricamente.

En el ensayo del metabolito de la heroina CEDIA, la muestra compite con la 6-AM conjugada con
el ED por los sitios de union de los anticuerpos. Si 6-AM esta presente en la muestra, se unira al
anticuerpo, lo que deja libre al conjugado ED-6-AM para volver a asociarse con el EA para formar
B-galactosidasa activa. Si no hay 6-AM en la muestra, el anticuerpo se unira al conjugado
ED-6-AM, inhibiendo de este modo la reasociacion de los fragmentos inactivos de
B-galactosidasa y, por lo tanto, reduciendo la cantidad de enzima activa formada. La cantidad
de enzima activa formada y el cambio de absorbancia resultante es proporcional a la cantidad
de 6-AM presente en la muestra.

Reactivos

1 Tampon de reconstitucion EA: contiene 0,32 mg/L de anticuerpos monoclonales de ratén
contra 6-acetilmorfina, sales amortiguadoras, detergente y conservante.

1a Reactivo EA: contiene 0,171 g/l de aceptador enzimatico, sales amortiguadoras,
detergente y conservante.

2 Tampon de reconstitucion ED: contiene sales amortiguadoras y conservante.

2a Reactivo ED: contiene 16,2 pg/l de donante enzimatico conjugado con 6-acetilmorfina,
1,67 g/l de rojo de clorofenol-B-D galactopirandsido, estabilizante y conservante.

Materiales adicionales: etiquetas de codigo de barras alternativas (n.° de ref. 100107 y 100108,
consulte la hoja de aplicacion del analizador especifico para obtener instrucciones sobre
su uso). Frascos de analizador vacios para introducir las soluciones de EA/ED (n.° de ref.
100108). Frascos de analizador vacios para introducir las soluciones de ED (n.° de ref .1000186
solamente).

Materiales adicional ios (se den por separado):
1557416 Calibrador negativo CEDIA, 5 ml
1661388 Calibrador negativo CEDIA, 10 ml
100031 Calibrador discriminatorio del metabolito de heroina (6-AM) CEDIA, 5 ml
100034 Calibrador alto del metabolito de heroina (6-AM) CEDIA, 5 ml
100202 Juego de control MGC Select, 3x 5 ml

A Precauciones y advertencias
1. Esta prueba esta disefiada exclusivamente para uso diagnéstico in vitro. Los reactivos
son nocivos por ingestion.
2. No utilice los reactivos después de su fecha de caducidad.

PELIGRO: El reactivo en polvo contiene <55% p/p de albiimina sérica bovina (BSA) y <1% p/p
de azida sddica. El reactivo liquido contiene <0,5% de albimina sérica bovina (FBS), <0,15% de
azida sodica y <0,1% de anticuerpo especifico contra el farmaco (raton).

H317 - Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H334 - Puede provocar sintomas de alergia 0 asma, o dificultades respiratorias en caso de inhalacién.

EUHO032 - En contacto con acidos libera gases muy toxicos.

Evitar respirar polvos, humos, gases, nieblas, vapores y aerosoles. Las prendas de trabajo
contaminadas no podran sacarse del lugar de trabajo. Llevar guantes de proteccion/ proteccion
para los ojos/méscara de proteccion. En caso de ventilacién insuficiente, llevar equipo de
proteccion respiratoria. En caso de contacto con la piel: Lavar la zona con abundante agua y
jabon. EN CASO DE INHALACION: Si la victima respira con dificultad, transportela al exterior y
manténgala en reposo en una posicion en la que respire con comodidad. En caso de irritacién o
erupcion de la piel: Buscar asesoramiento o asistencia médica inmediata. En caso de experimentar
sintomas de dificultad respiratoria: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un médico. Lavar
las prendas contaminadas antes de volver a usarlas. Eliminar el contenido/el recipiente en un lugar
que esté en conformidad con las normativas locales, regionales, nacionales e internacionales.

Preparacion y almacenamiento de los reactivos
A continuacion se describe la preparacion de las soluciones para analizadores Hitachi. En el
caso de otros analizadores, consulte la hoja de aplicacion del analizador especifico.

Retire el kit del almacenamiento refrigerado inmediatamente antes de la preparacion de las
soluciones.

Prepare las soluciones en el siguiente orden con el fin de reducir al minimo el riesgo de una
posible contaminacion:

Solucion de donante enzimatico R2: conecte el frasco 2a (Reactivo ED) al frasco 2 (tampén
de reconstitucion ED) utilizando uno de los adaptadores incluidos. Mezcle mediante inversion
suave, asegurandose de que todo el material liofilizado del frasco 2a se transfiera al frasco 2.
Evite la formacion de espuma. Separe el frasco 2a y el adaptador del frasco 2 y deséchelos.
Tape el frasco 2y déjelo reposar unos 5 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C). Mezcle de
nuevo. Anote la fecha de reconstitucion en la etiqueta del frasco.

Solucién de aceptador enzimatico R1: conecte el frasco 1a (Reactivo EA) al frasco 1 (tampon
de reconstitucion EA) utilizando uno de los adaptadores incluidos. Mezcle mediante inversion
suave, asegurandose de que todo el material liofilizado del frasco 1a se transfiera al frasco 1.
Evite la formacion de espuma. Separe el frasco 1a y el adaptador del frasco 1y deséchelos.
Tape el frasco 1y déjelo reposar unos 5 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C). Mezcle de
nuevo. Anote la fecha de reconstitucion en la etiqueta del frasco.

N.° de ref. 100108-Analizador Hitachi 717, 911, 912 0 914: transfiera los reactivos reconstituidos
a los frascos vacios R1y R2 correspondientes de 100 ml que se incluyen con el kit. Analizador
Hitachi 917/Sistema analitico modular P: use los reactivos reconstituidos sin transferirlos a los
frascos. Deseche los frascos vacios de 100 ml.

N.° de ref. 100186-Analizador Hitachi 747/Sistema analitico modular D: utilice el embudo incluido para
transferir una parte de la solucion R2 al frasco vacio de solucion R2 incluido, debidamente etiquetado.

NOTA 1: los componentes suministrados en este kit estan concebidos para su uso como una
unidad integral. No mezcle componentes de diferentes lotes.

NOTA 2:evite la contaminacion cruzada de los reactivos utilizando los tapones de reactivos solamente
en los frascos de reactivo adecuados. La solucién R2 debe tener un color amarillo-naranja. Un color
rojo oscuro o violeta-rojo indica que el reactivo se ha contaminado y debe desecharse.

NOTA 3: |as soluciones R1y R2 deben encontrarse a la temperatura del compartimento de
almacenamiento de reactivos del analizador antes de realizar el ensayo. Consulte la hoja de
aplicacion del analizador especifico para obtener informacion adicional.

NOTA 4: para garantizar la estabilidad de la solucion de EA reconstituida, protéjala de la
exposicion prolongada y continua a la luz brillante.

Conserve los reactivos a 2-8 °C. NO CONGELAR. Para conocer la estabilidad de los componentes
sin abrir, consulte la fecha de caducidad en las etiquetas de la caja o del frasco.

Solucion R1: 60 dias refrigerada en el analizador 0 a 2-8 °C.
Solucion R2: 60 dias refrigerada en el analizador 0 a 2-8 °C.

Recogida y preparacion de las muestras

Recoja las muestras de orina en recipientes de plastico o de vidrio. Debe extremarse el cuidado
para mantener la integridad quimica de la muestra de orina desde el momento de su recogida
hasta el del ensayo.

Las muestras mantenidas a temperatura ambiente que no se analicen en los 7 dias" posteriores
a su llegada al laboratorio deben conservarse en una unidad de refrigeracion segura a entre 2
y 8 °C durante dos meses."? Para almacenarlas durante mas tiempo antes del analisis o para la
retencion de muestras después del anélisis, las muestras de orina deben almacenarse a -20 °C."2 "

Los laboratorios que sigan las directrices obligatorias de la SAMHSA deben cumplir los
requisitos de la SAMHSA sobre almacenamiento refrigerado a corto plazo y almacenamiento
alargo plazo.®

Para proteger la integridad de la muestra, no induzca la formacion de espuma y evite la
congelacion y descongelacion repetidas. Debe hacerse todo lo posible para mantener las
muestras pipeteadas libres de residuos macroscopicos. Se recomienda que las muestras muy
turbias se centrifuguen antes del analisis. Las muestras congeladas deben descongelarse y
mezclarse antes del anélisis. La adulteracion de las muestras de orina puede generar resultados
erréneos. Si sospecha que la muestra puede estar adulterada, obtenga otra muestra y envie
ambas al laboratorio para su analisis.

Manipule todas las muestras de orina como si fueran p

Procedimiento del ensayo

Para realizar este ensayo, se pueden utilizar analizadores de hioquimica capaces de mantener
unatemperatura constante, pipetear muestras, mezclar reactivos, medir las tasas enzimaticas y
cronometrar la reaccion con precision. Puede solicitar a Microgenics, que forma parte de Thermo
Fisher Scientific, las hojas de aplicacion con los parametros de los instrumentos especificos.



Control de calidad y calibracion

Anlisis cualitativo

Para el analisis de las muestras, utilice el calibrador discriminatorio del metabolito de heroina (6-AM)
CEDIA. En el caso de otros analizadores, consulte la hoja de aplicacion del analizador especifico.

Analisis semicuantitativo

Para el anélisis semicuantitativo de las muestras, utilice el calibrador negativo CEDIA y el
calibrador discriminatorio del metabolito de la heroina CEDIA para analizar los resultados. Para
todos los demas analizadores, consulte la hoja de aplicacion especifica del analizador. Vuelva
a calibrar la prueba si se cambian los reactivos o si los resultados de los controles estuvieran
fuera de los limites establecidos.

Las buenas practicas de laboratorio sugieren el analisis de controles todos los dias en los
que se analicen muestras de los pacientes y siempre que se lleve a cabo una calibracion. Se
recomienda analizar dos controles, uno positivo y otro negativo. La evaluacion de control de
calidad debe basarse en los valores obtenidos para los controles, que deben estar dentro de
los limites especificados. Si se detectan tendencias o cambios repentinos en los valores, revise
todos los parametros de funcionamiento. Pdngase en contacto con el servicio de atencion al
cliente para obtener mas ayuda. Todos los requisitos de control de calidad se han de realizar de
conformidad con las regulaciones o requisitos de acreditacion locales, estatales y/o federales.

Resultados y valores esperados

Resultados cualitativos

El calibrador discriminatorio del metabolito de heroina (6-AM) CEDIA (10 ng/ml) se utiliza como
referencia para distinguir entre muestras positivas y negativas. Las muestras que den lugar a
un valor de respuesta igual o mayor que el valor de respuesta del calibrador discriminatorio se
consideran positivas. Las muestras que den lugar a un valor de respuesta menor que el valor de
respuesta del calibrador discriminatorio se consideran negativas. Consulte la hoja de aplicacion
del analizador especifico para obtener informacién adicional.

Resultados semicuantitativos

Puede utilizarse el calibrador discriminatorio del metabolito de heroina (6-AM) CEDIA junto con
el calibrador negativo DAU CEDIA para calcular la concentracion relativa de 6-acetilmorfina.
Consulte la hoja de aplicacion especifica del analizador para obtener informacion detallada.
Debe tenerse cuidado al presentar los resultados de la concentracion ya que existen muchos
otros factores que pueden influir en un anélisis de orina.

Limitaciones
1. Unresultado positivo indica la presencia de 6-AM, pero no indica ni mide la intoxicacion.
2. Existe la posibilidad de que otras sustancias y/o factores (p. ej., errores de la técnica o
del procedimiento) pudiesen interferir con la prueba y dar lugar a resultados falsos.

Caracteristicas especificas de funcionamiento
A continuacion se muestran los resultados tipicos de funcionamiento obtenidos en el analizador
Hitachi 717, Los resultados obtenidos en su laboratorio podrian ser distintos de estos datos.

Precision

Los estudios de precision de las mediciones, en los que se utilizaron reactivos, calibradores y
controles envasados, arrojaron los siguientes resultados en mA/min con un analizador Hitachi
717 siguiendo el experimento de repeticiones modificado del NCCLS (6 repeticiones dos veces
al dia durante 10 dias).

Resultados cualitativos del Hitachi 717

Especificidad

Los siguientes compuestos originales, metabolitos y compuestos estructuralmente relacionados,
analizados con el ensayo del metabolito de heroina (6-AM) CEDIA, dieron lugar a resultados
negativos en comparacion con el calibrador discriminatorio (10 ng/ml):

Compuesto Concentracion analizada (ng/ml)
Codeina 500.000
Dextrometorfano 100.000
Dihidrocodeina 500.000
Heroina HCI 80
Hidrocodona 300.000
Hidromorfona 10.000
Imipramina 200.000
Levorfanol 10.000
Meperidina 800.000
Morfina 9.000
Morfina-3-glucurénido 600.000
Morfina-6-glucurénido 600.000
Nalorfina 7.000
Naloxona 300.000
Naltrexona 300.000
Norcodeina 600.000
Normorfina 30.000
Oxicodona 400.000
Oximorfona 80.000

Se procedid a analizar compuestos no relacionados estructuralmente mediante el ensayo del
metabolito de heroina (6-AM) CEDIA, y todos ellos produjeron una respuesta negativa a las
concentraciones que se indican a continuacion.

Precision intraensayo Precision total
Utilizando el calibrador
discriminatorio de 10 ng/ml | Media + DE % CV Media + DE % CV
(mA/min) (mA/min)
Control bajo (7,5 ng/ml) 437 +5,2 1,2 437 +6,4 15
Discriminatorio 467 + 5,5 1,2 467 + 8,0 1,7
Control alto (12,5 ng/ml) 494 +55 11 494 + 8,3 1,7

Resultados semicuantitativos del Hitachi 717

Precision intraensayo Precision total

Utilizando el calibrador

discriminatorio de 10 ng/ml | Media + DE % CV Media + DE % CV
(mA/min) (mA/min)

Control bajo (7,5 ng/ml) 76+041 5,32 76+0,49 6,41

Discriminatorio 99+042 421 99+0,53 532

Control alto (12,5 ng/ml) 120+043 3,55 12,0 + 0,54 4,49

Exactitud

Se analizaron un total de 206 muestras de orina con el ensayo del metabolito de heroina (6-AM)
CEDIA en el analizador Hitachi 717 utilizando CG/EM como referencia. Los resultados fueron
los siguientes:

Ensayo
CEDIA
6-AM con Hitachi
+ -
+ 189 1%
GC/MS
- 0 46
*La muestra ia 10,7 ng/mL 6 fina por GC/MS.

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion

(ng/ml) (ng/ml)
10,11-dihidrocarbamazepina 85.000 Fluoxetina 500.000
11-nor-A°-THC-COOH 10.000 Haloperidol 100.000
Acido acetilsalicilico 500.000 Hidroxicina 500.000
Acido salicilirico 500.000 Ibuprofeno 500.000
Amitriptilina 500.000 Levotiroxina 50.000
Amoxicilina 500.000 Metadona 500.000
Benzoilecgonina 100.000 Metanfetamina 500.000
Bromfeniramina 75.000 b"";f;;‘t‘r’g;:;‘;"am de 500,000
Cafeina 500.000 Nifedipina 500.000
Captopril 500.000 Nordiazepam 100.000
Cimetidina 500.000 Oxazepam 250.000
Clordiazepoxido 100.000 Paracetamol 500.000
Clorpromacina 10.000 Perfenazina 150.000
Desipramina 500.000 Prociclidina 800.000
Diazepam 100.000 Propoxifeno 100.000
Difenhidramina 50.000 Protriptilina 200.000
Digoxina 100.000 Ranitidina 500.000
Doxepina HCI 100.000 Secobarbital 500.000
Enalapril 500.000 Triprolidina 50.000
Fenciclidina 30.000 Verapamilo 500.000
Fenobarbital 500.000




Interferencias

No se observaron interferencias de las siguientes sustancias afiadidas a la concentracion
enddgena normal que se encuentra en la orina con el ensayo del metabolito de heroina (6-AM)
CEDIA:

Sustancia Concentracion | Sustancia Concentracion
Acetona <1,0 g/dl y-globulina <05 g/dl
Acido ascérbico <1,5g/dl Glucosa <1,0 g/dl
Acido oxalico <0,1 g/dl Hemoglobina <0,3 mg/dl
Cloruro de sodio <6,0 g/dl Riboflavina <7,5mg/dl
Creatinina <0,5 g/dl Seroalbtimina humana <05 g/dl
Etanol <1,0 g/dl Urea <2,0 g/dl
Galactosa <10 mg/dl
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