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Utilisation prévue

Le dosage DRI® du métabolite de la méthadone permet la détermination qualitative et semi-
quantitative de la présence du métabolite de la méthadone (2-éthylidéne-1, 5-diméthyle-3,
3-diphénylpyrrolidine ou EDDP) dans I'urine d’origine humaine & une valeur de seuil de
1000 ng/ml. L'analyse semi-quantitative du dosage porte sur la plage de 31 ng/ml a 2 000 ng/ml.
Le dosage fournit une procédure de dépistage analytique a la fois simple et rapide qui détecte
le métabolite de la méthadone dans I'urine d’origine humaine.

Ce dosage fournit uniquement un résultat de test analytique préliminaire. Une autre méthode
chimique plus spécifique doit étre utilisée afin d’obtenir un résultat analytique confirmé.
La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) constitue
la méthode de confirmation de choix.'? Il convient d’user de considération clinique et de
jugement professionnel pour tout résultat de test de dépistage, tout particuliérement lorsque
des résultats positifs préliminaires sont employés.

Résumé et explication du test

La méthadone est un opiacé de synthése qui neutralise efficacement I'état de manque lié a
I'héroine sans en ressentir les effets euphoriques. La méthadone est couramment utilisée dans
les centres de soin pour désintoxiquer et sevrer les héroinomanes. L'observance du traitement
a la méthadone est essentielle et peut étre contrdlée efficacement par le dépistage de la
méthadone et de son métabolite dans I'urine.

Le mécanisme du métabolisme de la méthadone est généralement bien compris. Une fois
administrée, la méthadone est rapidement métabolisée dans le foie en norméthadone par
N-déméthylation. La norméthadone est rarement détectée car elle se déshydrate facilement
pour former 'EDDP?* le métabolite primaire de la méthadone. La déméthylation plus poussée
de I'EDDP transforme la structure en 2-éthyle-5-méthyle-3, 3-diphénylpyrrolidine (EMDP),
le métabolite secondaire de la méthadone présent dans des concentrations plus faibles.®

Plusieurs techniques de dosage immunologique existent actuellement pour contréler I'observance
de la méthadone.5” Néanmoins, ces tests détectent uniquement la substance médicamenteuse
mére (a savoir, la méthadone) et sont sujets aux « faux positifs » chez certains toxicomanes qui
ajoutent une partie de leur méthadone directement dans I'échantillon d'urine. Par conséquent,
la confirmation de la présence d'EDDP par chromatographie sur couche mince (CCM) ou par
chromatographie en phase gazeuse (CG) est souvent nécessaire. Ces deux méthodes’ sont
laborieuses et sujettes a des interférences importantes. La détermination de la présence d’'EDDP
dans I'urine au moyen d'un dosage immunologique rend possible la généralisation des tests
d'observance et exclut la possibilité d’ajouter de la méthadone directement dans I'échantillon
d'urine dans les centres ol les prélevements d’urine sont effectués sans surveillance.®

Le dosage DRIdu métabolite de la méthadone utilise des réactifs et des étalons liquides préts a
I'emploi.’ Il utilise également des anticorps particuliers capables de détecter 'EDDP dans I'urine
d’'origine humaine sans engendrer de réactions croisées avec la substance médicamenteuse
mére, la méthadone. Le dosage repose sur une compétition entre un médicament marqué avec
du glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) et un médicament libre issu de I'échantillon
d'urine, pour une gquantité fixe de sites de liaison d'anticorps spécifiques. En I'absence de
médicament libre dans I'échantillon, I'anticorps spécifique se lie au médicament marqué au
G6PDH et provoque une réduction de I'activité enzymatique. Ce phénomeéne crée une relation
directe entre la concentration de la substance dans I'urine et I'activité enzymatique. L'activité
enzymatique est déterminée par spectrophotométrie @ 340 nm en mesurant sa capacité a
convertir le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) en NADH.

Réactifs

Réactif de substitution/anticorps (R1) :

Contient un anticorps monoclonal anti-EDDP de souris, du glucose-6-phosphate (G6P) et du
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) en tampon Tris avec de I'azoture de sodium comme
conservateur.

Réactif conjugué enzymatique (R2) :

Contient un dérivé d’'EDDP marqué avec du glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) en
tampon Tris avec de |'azoture de sodium comme conservateur.

Produits supplémentaires nécessaires (vendus séparément) :

Description du kit

1664 Etalon négatif DRI (10 ml)

1388 Etalon négatif DRI (25 ml)

100117 Etalon du métabolite de la méthadone 150 ng/ml DRI (10 ml)
100118 Etalon du métabolite de la méthadone 300 ng/ml DRI (10 ml)
100120 Etalon du métabolite de la méthadone 1000 ng/ml DRI (10 ml)
100122 Etalon du métabolite de la méthadone 2 000 ng/ml DRI (10 ml)
100200 Systeme de contréles MGC Primary DAU

A Mises en garde et précautions d’emploi

Les réactifs utilisés dans les composants du dosage contiennent < 0,09 % d'azoture de sodium.
Eviter tout contact avec la peau et les muqueuses. Consulter la fiche de données de sécurité
pour les précautions supplémentaires, les instructions de manipulation et le traitement a
appliquer en cas d'exposition accidentelle.

DANGER: les réactifs contiennent < 0,2 % d'albumine bovine (AB) et < 0,5 % d'anticorps
spécifiques au médicament (souris). Eviter toute inhalation. Peuvent provoquer une allergie
cutanée ou une réaction allergique en cas d'inhalation. Consulter la fiche de données de
sécurité pour les précautions supplémentaires, les instructions de manipulation et le traitement
a appliquer en cas d'exposition accidentelle.

H317 - Peut provoquer une allergie cutanée.
H334 - Peut provoquer des symptomes allergiques ou d'asthme ou des difficultés respiratoires
par inhalation.

Eviter de respirer les gaz ou vapeurs. Les vétements de travail contaminés ne devraient pas sortir
du lieu de travail. Porter des gants de protection/un équipement de protection des yeux/du visage.
Lorsque la ventilation du local est insuffisante, porter un équipement de protection respiratoire.
En cas de contact avec la peau : laver abondamment a I'eau et au savon. EN CAS D'INHALATION :
s'il'y a difficulté a respirer, transporter la victime a I'extérieur et la maintenir au repos dans une
position ou elle peut confortablement respirer. En cas d'irritation ou d'éruption cutanée : consulter
un médecin. En cas de symptomes respiratoires : appeler, un CENTRE ANTIPOISON ou un
médecin. Laver les vétements contaminés avant réutilisation. Eliminer le contenu/contenant dans
un endroit conforme aux réglementations locales/régionales/nationales/internationales.

Préparation et stockage des réactifs

Les réactifs sont préts a I'emploi. Aucune préparation supplémentaire n’est nécessaire.
Ces réactifs doivent étre conservés au réfrigérateur. Tous les composants du dosage, ouverts
ou non, sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur leur étiquette. Aucun réactif ne
doit étre utilisé au-dela de sa date de péremption.

En cas de déversement accidentel, nettoyer et éliminer le matériel conformément a la procédure
opérationnelle permanente de votre laboratoire et aux réglementations locales et nationales.

Si le colis est endommagé lors de la réception, contacter le représentant de votre service
d’assistance technique (voir la derniére page de cette notice).

Prélevement et manipulation des échantillons
Recueillir les échantillons d’urine dans des récipients en verre ou en plastique.

Les échantillons conservés a température ambiante et qui ne font pas I'objet d’un test initial dans
les7 jours‘“ suivantleur arrivée au laboratoire peuvent étre placés dans une unité de réfrigération
sécurisée entre 2 et 8 °C pendant deux mois." Pour un stockage avant analyse plus Iong ou pour
une conservation apres analyse, les échantillons d’urine doivent étre conservés a -20 °C."

Les laboratoires suivant les directives obligatoires de la SAMHSA doivent consulter ses exigences
en matiére de conservation réfrigérée a court et long termes."

Afin de préserver l'intégrité de I'échantillon, ne pas faire mousser et éviter la congélation et la
décongélation répétées. Il convient de veiller a éviter la présence de débris conséquents dans
les échantillons prélevés. Il estrecommandé de centrifuger les échantillons a forte turbidité avant
analyse. Avant d’étre analysés, les échantillons congelés doivent étre décongelés et mélangés. La
falsification d’un échantillon d’urine peut engendrer des résultats erronés. En cas de falsification
soupgonnée, prélever un autre échantillon et les transférer tous deux au laboratoire pour analyse.

Manipuler tous les échantillons d'urine comme s'ils étaient potentiellement infectieux.

Procédure de dosage

Pour effectuer ce dosage immunologique, il est possible d’utiliser des analyseurs de chimie
clinique capables de maintenir une température constante, de pipeter des échantillons,
de mélanger des réactifs, de mesurer des vitesses de réaction enzymatique a 340 nm et de
chronométrer la réaction avec précision.

Se reporter aux instructions d'applications spécifiques de chaque analyseur pour connaitre les
parametres chimiques avant d'effectuer le dosage.

Controle de la qualité et étalonnage™

Analyse qualitative

Utiliser un étalon de 1 000 ng/ml en guise de valeur de seuil pour effectuer une analyse
qualitative des échantillons. L'étalon sert de référence de seuil pour distinguer les échantillons
« positifs » et « négatifs ».

Analyse semi-quantitative
Utiliser n'importe quel étalon pour effectuer une analyse semi-quantitative.

Il est recommandé aux laboratoires d’utiliser des échantillons de contréle pour garantir les
performances correctes du dosage. Utiliser des contrdles proches de I'étalon seuil pour valider
I'étalonnage. S'assurer que les résultats des contréles concordent avec les plages établies
comme indiqué par les directives et procédures de laboratoire. Les résultats non compris dans
les plages spécifiées ne sont pas valides. Toutes les exigences de contréle qualité doivent étre
appliquées conformément aux reglements locaux, régionaux et nationaux, ou aux conditions
d’agrément. SAMHSA n'a actuellement fait aucune recommandation concernant la concentration
de I'étalon seuil. LEtat de Californie a recommandé une concentration de seuil de 1000 ng/ml.

Résultats et valeurs attendues

Résultats qualitatifs

Un échantillon qui présente un changement de valeurs d’absorbance (AA) supérieur ou égal
au taux obtenu avec I'étalon seuil est considéré comme positif. Un échantillon qui présente
un changement de valeur d’absorbance (AA) inférieur au taux obtenu avec I'étalon seuil est
considéré comme négatif.

Résultats semi-quantitatifs

Une estimation approximative de la concentration de substances médicamenteuses dans
les échantillons peut étre obtenue en établissant une courbe standard et en quantifiant les
échantillons au-dela de cette méme courbe. Les échantillons dont les résultats sont supérieurs a la
concentration d'étalon maximale doivent étre dilués avec de I'urine négative et testés de nouveau.



Limites
1. Un résultat positif a ce dosage indique uniquement la présence d'EDDP et n’est pas
nécessairement corrélé a I'ampleur des effets physiologiques et psychologiques.
2. Il est possible que d’autres substances et/ou facteurs (techniques ou opératoires)
autres que ceux analysés dans I'étude de spécificité, interferent avec le test et faussent
les résultats.

Caractéristiques de performances spécifiques
Les résultats de performances obtenus sur I'analyseur Hitachi 717 sont affichés ci-dessous.™
Les résultats obtenus dans votre laboratoire peuvent différer de ces données.

Précision

L'étalon seuil et les contrdles (750 ng/ml et 1 250 ng/ml) ont été testés en modes qualitatif
(mA/min) et semi-quantitatif (ng/ml) a I'aide du protocole NCCLS modifié. L'étalon seuil et les
contréles ont été testés en réplicats de 6, chaque test étant effectué deux fois par jour pendant
10 jours.

Qualitatif :
Etalon/contrdle En cours d'analyse Analyse totale
(n=20) X . . = - .
mamin | ET | VC% | mamin | ET | V€%
Controle négatif
(750 ng/ml) 426 21 06 426 31 07
Etalon seuil
(1000 ng/ml) 456 31 07 456 32 07
Contrdle positif
(1250 ng/ml) 480 27 06 480 31 06
Semi-quantitatif :
Etalon/contrdle En cours d'analyse Analyse totale
(n=20) x| - — . :
mamin | BT | VC® maymin | BT | VE%
Contrdle négatif
(750 ng/ml) 763 19,7 2,6 763 22,1 29
Etalon seuil
(1 000 ng/ml) 1016 236 23 1016 25,7 25
Controle positif
(1250 ng/ml) 120 | 347 27 | 120 | 368 29

Sensibilité
La sensibilité, définie comme étant la plus faible concentration pouvant se différencier de
I'étalon urinaire négatif avec 95 % de confiance, est de 31 ng/ml.

Précision

Au total, 150 échantillons cliniques de patients recevant un traitement a la méthadone
ont été testés avec un dosage DRI du métabolite de méthadone et une chromatographie
GC/MS. La comparaison des résultats des deux méthodes a permis d’'obtenir une équation de
régression linéaire correspondant a y = 0,87x - 2,3 et un coefficient de corrélation (r) de 0,094.
La concordance (notamment I'adéquation clinique entre les deux méthodes identifiant un
échantillon comme positif ou négatif) était supérieure a 95 % entre le dispositif & évaluer et la
chromatographie GC/MS. Les données sont présentées ci-dessous :

Qualitatif
Méthadone DRI
Dosage du métabolite

" R
+| 69 | 5**
GC/MS
0 76
Semi-quantitatif
Méthadone DRI

Dosage du métabolite

n -
+| 69 | 7%

GC/MS
1" 73

** Lesrésultats de la chromatographie GC/MS indiquent que ces échantillons contiennent entre 1014 ng/ml et 1 208 ng/ml
d’EDDP (a savoir que les concentrations sont sensiblement au méme niveau que la valeur de seuil définie).
t  Le résultat de la chromatographie GC/MS indique que I'échantillon contient 790 ng/ml d’EDDP.

Dosage DRI du métabolite de la
méthadone et GC/MS
n=150
Deming : y=0,87x — 2,3, voir 47,3
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Spécificité

La spécificité du dosage a été évaluée en testant la substance médicamenteuse mére et ses
métabolites. D'autres composés que I'on décele généralement dans les échantillons d'urine

ont également été testés.

La méthadone et ses métabolites produisent un résultat négatif aux concentrations répertoriées

ci-dessous.
Composé Concentration (ng/dl)
Méthadone 35000 000
EMDP 200 000
LAAM-HCL 100 000
Nor-LAAM-HCL 100 000

Quand ils sont testés aux concentrations répertoriées ci-dessous et en utilisant un étalon seui
de 1000 ng/ml, les différents composés produisent un résultat négatif :

Composé ng/ml Composé ng/ml

Acétaminophene 1000 000 Ibuproféne 500 000
ﬁ;}ii:"éw'sa"' 1000 000 Kétamine 1000 000
Amphétamine 1000 000 Lévothyroxine 500 000
Benzoylecgonine 1000 000 Mépéridine 1000 000
Caféine 100 000 d-méthamphétamine 100 000
Captopril 500 000 |-méthamphétamine 100 000
Chlordiazépoxide 100 000 Morphine 1000 000
Cimétidine 500 000 Oxazépam 500 000
Cocaine 200 000 Phencyclidine 500 000
Codéine 1000 000 Phénobarbital 1000 000
Dextrométhorphane 300000 Phentermine 1000 000
Diazépam 100 000 Prométhazine 100 000
Diphenhydramine 500 000 Propoxyphéne 1000 000
Disopyramide 1000 000 Ranitidine 500 000
Doxylamine 500 000 Acide salicylique 500 000
Ephédrine 1000 000 Sécobarbital 1000 000
Fluoxétine 500 000 11-Nor-A°-THC-9-COOH 10 000




Interférence

Des substances endogenes et exogénes ont été étudiées pour leurs interférences potentielles
avec le dosage du métabolite de la méthadone. Aucune interférence n'a été observée dans les
échantillons d'urine contenant des composants aux concentrations répertoriées ci-dessous.
Le pH des échantillons d'urine a également été étudié pour d’éventuelles interférences.

Composé Concentration Composé Concentration
Acétaminophene 100 pg/ml Glucose 3000 mg/dl
Acétone 1000 mg/dI Hémoglobine 150 mg/dl
Acide ascorbique 1000 mg/d! ﬁlljl::;?ri]ne de sérum 500 mg/dl
Aspirine 100 pg/ml Ibuproféne 100 pg/ml
Caféine 100 pg/ml Acide oxalique 100 mg/ml
Créatinine 500 mg/dI Plage de pH 3-11
Ethanol 1 g/dl Riboflavine 7,5 mg/dl
Galactose 10 mg/d! Chlorure de sodium 1 g/dl
y-globuline 500 mg/dl Urée 1,25 g/dl
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