PRUEBA RAPIDA ANTIDOPING-NET

Uso deseado

La prueba rdpida ANTIDOPING-NET (sangre) es un inmunoensayo cromatogrdafico de flujo
lateral capaz de detectar drogas: marihuana (THC), anfetamina (AMP), cocaina (COC),
opidiceos (OPI) y metanfetamina (MET) de forma cualitativa y diferencial en muestras de
sangre humana.

Resumen

El consumo de drogas puede producir varias sensaciones segun el tipo que se haya
consumido, sus efectos son buscados por diferentes motivos como sentirse mejor e inclusive
por presién social [1].

Marihuana (THC): Proveniente de la planta Cannabis sativa, usualmente sus hojas, al
consumirse produce efectos como ansiedad, alucinaciones y, en general un estado de
euforia. El consumo de esta droga puede ocasionar problemas de aprendizaje y memoria,
distorsion de la realidad, aceleracion de frecuencia cardiaca entre otros [2]. EI THC puede
permanecer en la sangre alrededor de 2 semanas, las concentraciones vas desde los 25
hasta 330 ng/mlL [3].

Anfetamina (AMP): Es una sustancia estimulante, el cual tiene un gran efecto en el sistema
nervioso central, su consumo tiene consecuencias en el cerebro debido a que afecta el
sistema de dopamina mismo que estd relacionado a la velocidad motriz y aprendizaje
verbal, ademds causa alteraciones estructurales del cerebro ocasionando problemas
emocionales y de memoria [4]. Después de haber sido consumida, esta droga puede
permanecer hasta por 12 horas en la sangre en concentraciones de 25-100 ng/mL [5]
Cocaina (COC): Obtenida a partir de las hojas de la planta Erythroxylum coca, es una
droga que produce una sensacidon de euforia, aumento de la frecuencia cardiaca,
dilatacién de las pupilas entre ofros. Los problemas a la salud ocasionadas por esta droga
son: alteraciones del ritmo cardiaco, ataques al corazén y danos neurolégicos [6]. La
cocaina puede estar presente en la sangre por dlrededor de 1 a 2 dias en
concentraciones desde 20 ng/mL [3,7].

Opidceos (OPIl): Son analgésicos de origen sintético o natural que comUnmente son
recetados, no obstante, su consumo sin supervision puede generar danos a la salud del
consumidor, pues estas sustancias pueden producir adiccion, hipoxia, confusion, nduseas
etc. [8]. La presencia y cantidad del opidceo en la sangre dependerd de cual se haya
consumido, sin embargo, se pueden encontrar hasta 3 dias después de haber sido
consumida en concentraciones que van desde los 10 hasta 200 ng/mL [7,9].
Metanfetamina (MET): es un estimulante sintético, el cual, genera motivaciéon, movimiento
corporal e induce una conducta que busca satisfaccion. Los problemas a la salud como
consecuencia de su consumo son: disminucién del apetito, respiracion acelerada, ritmo
cardiaco iregular, aumento de temperatura corporal entre otros [10]. Esta sustancia
puede estar presente en la sangre hasta por 3 dias luego de ser consumida, en
concentraciones de 0.5 hasta 100 ng/mL [7,11].

Nota: La cantidad de droga detectable dependerd de varios factores como: dosis
consumida, tiempo transcurrido, sexo, metabolismo entre ofros [12], los valores indicados
en esta seccién son Unicamente de referencia.

Principio

La prueba rdpida ANTIDOPING-NET (THC, AMP, COC, OPI o MET) en sangre es un
inmunoensayo cromatogrdéfico de flujo lateral. La prueba posee dos tiras individuales: una
con regiones de prueba para OPI, COC y AMP, y otra con regiones de prueba para MET y
THC, ambas tiras poseen una region control (C). Cada una de las tiras se le imprime un
‘conjugado’ conformado por moléculas de la droga de interés cubiertas con oro coloidal,
anticuerpos de captura anti-droga (THC, AMP, COC, OPI o MET) ‘linea de prueba’ y
anticuerpos anti-ratén ‘linea control’.

Una vez que la muestra es colocada en el pozo (S) de la prueba, esta migrard a través de
la tira por accién capilar. Si la muestra no contiene o tiene concentraciones de la droga
de interés por debajo del punto de corte ‘cut-off' no se producird un bloqueo en la linea
de prueba (OPI, COC, AMP, MET o THC), es decir, aparecerd una linea visible en la region
de prueba, esto indica un resultado negativo. Por el contrario, si la muestra contiene
concenfraciones de la droga de interés por encima del punto de corte ‘cut-off’ estos
saturardn los sitios de unién de los anticuerpos evitando la formacién de una linea de color
en laregién de prueba (OPI, COC, AMP, MET o THC), esto indica un resultado positivo. Esta
prueba posee los siguientes puntos de corte ‘cut-off': 35 ng/mL para THC; 80 ng/mL para
AMP; 50 ng/mL para COC; 40 ng/mL para OPl'y 70 ng/mL para MET. La prueba incluye un
control (C), por lo que, siempre debe de aparecer una linea de color en dicha regién, esto
indica que se agregd la cantfidad apropiada de muestra y el procedimiento se realizd
exitosamente.

Punto de corte (cut-off): Es la cantidad minima detectable en la cual la prueba es capaz
de distinguir los verdaderos positivos (VP) de los verdaderos negativos (VN), por lo que, es
importante tener en cuenta la cantidad de droga y el tiempo transcurrido al momento de
realizar la prueba.

Reactivos
La prueba contiene anticuerpos de captura segun la tira (anti-MET, anti-AMP, anti-COC,
anti-OPl o anti-MET), asi como un conjugado de particulas de oro coloidal con moléculas
de cada droga.

Precavciones

. Unicamente para uso profesional in vitro.

. Utilice muestras claras, si existen particulas centrifugue, filtre y obtenga la
muestra.

. Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos.

. No utilice la prueba después de la fecha de caducidad.

. No coma, beba ni fume en el drea donde se manejan las muestras y las
pruebas.

. No utilice la prueba sila bolsa estd danada.

. Utilice bata, guantes desechables y proteccién para los ojos cuando las
muestras se estén procesando.

. La prueba utilizada debe desecharse de acuerdo a las regulaciones locales.

. La humedad y temperatura pueden afectar los resultados.

Almacenamiento y estabilidad de la prueba
. Almacene la prueba en la bolsa sellada, a temperatura ambiente o
refrigerada (2-30°C). Nota: NO CONGELE LA PRUEBA.
. La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.

(Sangre)
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Obtencién de muestra
A continuacién, se describen los pasos de acuerdo al procedimiento.
Por puncién capilar:

1. Lave la mano del paciente con agua tibia y jabdn, después seque el drea.

2. Masajee la mano sin tocar el sitio de la puncién, frote la mano hacia la yema
del dedo anular o medio.

3. Perfore la piel con una lanceta estéril y limpie la primera sefial de sangre.

4. Frote suavemente la mano desde la muieca hasta la palma de los dedos
para formar una gota de sangre sobre el sitio de puncion.

5. Con ayuda de un gotero: Presione el bulbo del gotero y coloque el exiremo

inferior sobre la gota de muestra, suelte el bulbo para recolectar la muestra.
Nota: Evite generar burbujas de aire.
Por venopuncién:
1. Tome la muestra en base a los criterios establecidos/ estdndar.

Almacenamiento de la muestra

. No deje las muestras a temperatura ambiente durante periodos
prolongados de tiempo.

. Las muestras de sangre pueden almacenarse en refrigeraciéon (2-8 °C).

. Las muestras obtenidas por puncidn capilar deben probarse

inmediatamente.

Materiales

Materiales incluidos: Materiales requeridos, pero no incluidos:

. Cartucho de prueba . Temporizador

. Manual de instrucciones . Material para venopuncién
. Gotero . Lanceta (puncién capilar)
. Buffer . Almohadilla con alcohol

Instrucciones de uso
Deje que la prueba, muestra y buffer alcancen la temperatura ambiente (15-30 °C) antes
de utilizar la prueba. Refire el cartucho de prueba de la bolsa sellada y utilicelo
inmediatamente. Coloque el cartucho sobre una superficie limpia y nivelada, siga los
pasos que se describen a continuacién:
1. Obtenga la muestra cémo se indicd anteriormente.
2. Agregue 2 gotas (aproximadamente 50 pL) de la muestra (sangre) en cada
pozo (S) del cartucho.
3. Agregue 1 gota de buffer (aproximadamente 40 pL) a cada pozo (S) de
muestra y programe un temporizador por un tiempo de 10 minutos.
4. Una vez finalizado el tiempo, lea el resultado.
Nota: No interprete el resultado después de 15 minutos.

Interpretacidn de resultados
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(Consulte las ilustraciones anteriores)

POSITIVO: Solo aparece la linea de color en ambas regiones de control (C) y NO aparece
alguna de las otras lineas en su respectiva region de prueba (THC, AMP, COC, OPI o MET).
Esto significa que la concentraciéon de droga (s) presente en la muestra es mayor que el
nivel de corte designado para cada una de las drogas.

NEGATIVO: Aparecen lineas de color en su respectiva regién de prueba (THC, AMP, COC,
OPl o MET), también aparecen las lineas en cada regiéon control (C). Este resultado
negativo significa que no existe alguna de las drogas de interés o que las concentraciones
de la misma se encuentran por debajo de los niveles de corte de la prueba.

Nota: La intensidad de la linea (s) de color en la regién de prueba (THC, AMP, COC, OPl o
MET) puede variar, por lo que, el resultado debe ser considerado negativo sin importar la
intensidad del color de la linea.

INVALIDO: La linea de control no aparece. Un volumen de muestra insuficiente o técnicas
de procedimiento incorrectas, suelen ser las razones mds probables de la falla de la linea
de confrol. Revise el procedimiento y repita la prueba, si el problema persiste deje de usar
el cartucho de prueba inmediatamente y comuniquese con su distribuidor mds cercano.

Control de calidad

Un control interno del procedimiento estd incluido en la prueba. Una linea de color
aparece en la regidon de control (C), esta es un control infemo que confirma que el
volumen de muestra es suficiente y que el procedimiento se realizd exitosamente. El uso
de los controles no incluidos forma parte de las buenas précticas de laboratorio y es
altamente recomendado.




Limitaciones

1.

La prueba rdpida ANTIDOPING-NET (sangre) Unicamente detecta las drogas:
marihuana (THC), anfetamina (AMP), cocaina (COC), opidceos (OPI) y
metanfetamina (MET) de forma cualitativa en muestras de sangre humana.

Se recomienda utilizar un método como cromatografia de gases o espectrometria
de masas (GC/MS) para confirmar el resultado.

Es posible que errores técnicos o de procedimiento, asi como la presencia de
sustancias interferentes presentes en la muestra generen resultados erréneos.

Un resultado positivo indica la presencia de la droga o sus metabolitos, pero no la
concentracion presente en la muestra.

El resultado de la prueba no debe de ser utilizado para distinguir entre el abuso de
drogas o cierfos medicamentos.

Valores esperados

La prueba répida ANTIDOPING-NET (sangre) para la deteccién cualitativa de drogas:
marihuana (THC), anfetamina (AMP), cocaina (COC), opidceos (OPI) y metanfetamina
(MET) en muestras de sangre fue comparado con los resultados obtenidos por HPLC, se
obtuvo una precision global de 99.09% para THC, 99.39% para AMP, 98.79% para COC,
99.39% para OPly 98.79 para MET.

Caracteristicas de rendimiento

Sensibilidad: 99.01% (95% IC: 97.24% - 99.65%
Especificidad: 99.13% (95% IC: 97.41% - 99.71%)
Precision: 99.09% (95% IC: 97.36% — 99.69%)

Sensibilidad: 97.37% (95% IC: 95.02% - 98.62%
Especificidad: 99.66% (95% IC: 98.24% - 99.93%)
Precision: 99.39% (95% IC: 97.82% — 99.83%)

Sensibilidad, Especificidad y Precision
Resultados de andlisis para THC

Método HPLC
Resultad Positi N . Resultados
esultados ositivo egativo
ANTIDOPING- — 9 totales
NET THC Positivo 100 2 102
Negativo 1 227 228
Resultados totales 101 229 330

Intervalo de confianza (IC)

Resultados de andlisis para AMP

Método HPLC
Resultad ot N . Resultados
esultados ositivo egativo
ANTIDOPING- _ g fotales
NET AMP Posifivo 37 1 38
Negativo 1 291 292
Resultados totales 38 292 330

Intervalo de confianza (IC)

Resultados de andlisis para COC

Método HPLC
Resultad v R A Resultados
esultados ositivo egativo
ANTIDOPING- < lotales
NET COC Positivo 91 2 93
Negativo 2 235 237
Resultados totales 93 237 330

Sensibilidad: 97.85% (95% IC: 95.65% - 98.95%)
Especificidad: 99.16% (95% IC: 97.46% - 99.72%)

Precision: 98.79% (95% IC: 96.93% — 99.53%)

Intervalo de confianza (IC)

Resultados de andlisis para OPI

Método HPLC
Resultad Positi N " Resultados
esultados ositivo egativo
ANTIDOPING- 9 totales
NET OPI Positivo 37 1 38
Negativo 1 291 292
Resultados totales 38 292 330

Sensibilidad: 97.37% (95% IC: 95.02% - 98.62%)
Especificidad: 99.66% (95% IC: 98.24% - 99.93%)

Precision: 99.39% (95% IC: 97.82% — 99.83%)

Intervalo de confianza (IC)

Resultados de andlisis para MET

Método HPLC
—— - N " Resultados
esultados ositivo egativo
ANTIDOPING- _ g loioley
NET MET Positivo 94 3 97
Negativo 1 232 233
Resultados totales 95 235 330
Sensibilidad: 98.95% (95% IC: 95.65% - 98.95%)
Especificidad: 98.72% (95% IC: 97.46% - 99.72%)
Precision: 98.79% (95% IC: 96.93% — 99.53%) Intervalo de confianza (IC)
Precision

Intra-Ensayo

Larepetibilidad de la prueba fue determinada utilizando 20 réplicas para cada droga con
una concentraciéon a dos veces su limite de deteccion ademds se incluyd un buffer libre
de la droga de interés. Las muestras fueron correctamente identificadas el 99% de las

veces.

Inter-Ensayo

La reproducibilidad se determiné mediante 3 ensayos realizados en 2 dias diferentes con
20 réplicas para cada droga, las concentraciones utilizadas fueron dos veces el limite de
detecciéon de cada una ademds de buffer libre de la droga de inferés. Las muestras
fueron correctamente identificadas el 99% de las veces.

Reactividad cruzada

Se analizaron las siguientes sustancias a una concentracién de 100 ng/mL con la prueba
rdpida ANTIDOPING-NET (sangre), se realizaron 10 réplicas por cada uno, se incluyeron
muestras positivas y negativas a cada una de las drogas de interés (THC, AMP, COC, OPI
Yy MET), las concentraciones de cada droga fueron al doble del limite de deteccion.
Ninguna presento reactividad cruzada.

« (-) Cotinina

e (£) - Clorfeniramina
() - Isoproterenol
© 3- (B-D glucurénico)
* 3-Acetato de
hidrocortisona
 3-Hidroxitiramina
« Acetaminofén

* Acetofenetidina
« Acido
acetilsalicilico

« Acido bencilico
« Acido benzoico
« Acido gentisico

« Acido L-ascérbico
« Acido nalidixico
« Acido O-
hidroxihipurico

« Acido oxdlico

« Acido oxolinico

« Acido salicilico

« Acido Grico

* Aminopirina

* Amitripfilina

* Amobarbital

* Ampicilina

* Apomorfina

* Aspartamo

* Atropina

« Bilirubina

« Cafeina

* Acetaminofén (20 mg/dL)

* Cafeina (20 mg/dL)

* Hemoglobina (1000 mg/dL)
 Bilirubina (1000 mg/dL)

« Cannabidiol

* Cannabinol

« Clomipramina
 Clonidina
 Cloral hidrato

 Cloranfenicol

o Clordiazepodxido
« Cloroquina

« Clorotiazida

« Colesterol

« Cortisona

« Creatinina

e D, | - Bromfeniramina
* D, L-Octopamina

* D, L-propranolol

D, L-Tirosina

o D, L-triptéfano

» Desoxicorticosterona
« Diazepam

« Diclofenaco

« Diflunisal

« Digoxina

« D-Norpropoxifeno

« D-propoxifeno

« Eritromicina

« Estrona-3-sulfato

« Etil-p-amino benzoato
« Fenciclidina

« Fenelzina

« Fenobarbital
« Furosemida

* Hemoglobina
« Hidralazina

« Hidroclorotiazida
 Hidrocortisona

« Ibuprofeno

« Imipramina

 Iproniazida
o Isoxsuprina
* Ketamina

o Levorfanol
* Loperamida
* Maprotilina

* Meperidina

* Meprobamato

* Metadona

* Metoxifenamina
« N-acetilprocainamida
« Naltrexona

« Niacinamida

« Nifedipina

« Norcodeina

« Noretindrona

« Noscapina

* Oxazepam

« Oximetazolina

Sustancias de interferencia
Se andalizaron los siguientes componentes a las concentraciones indicadas utilizando la
prueba rapida ANTIDOPING-NET (sangre), no se observaron interferencias.

e Creatfinina (200 mg/dL)

® AlbUmina (10,500 mg/dlL)

* Colesterol (800 mg/dL)

o Acido ascérbico (20 mg/dL)

« Papaverina
« Penicilina-G
« Pentobarbital
 Perfenazina
* Prednisona

* Promazina

* Quinidina

* Quinina

« Secobarbital

 Serotonina

« Sulfametazina

« Tebaina

« Temazepam

« Tetraciclina

« Tetrahidrocortisona

« Tetrahidrozolina
o Tiamina

« Tolbutamida
 Triamtereno

o Trifluoperazina
« Trimetoprima

o Trimipramina

« Triptamina

* Verapamilo

* Zomepirac

* B-estradiol

o B-Feniletilamina

o Acido oxdlico (600 mg/dL)
e Triglicéridos (1,600 mg/dL)

Prueba de Hematocrito: La prueba réapida ANTIDOPING-NET (sangre) fue probada con
niveles normales de hematocritos con un promedio del 43% en todas las muestras de
sangre. La prueba no presento ningun tipo de dificultad al procesar dichas muestras.
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