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KIT PARA DETECCAO DE COCAINA EM CABELO

INSTRUGOES DO KIT ELISA PARA OS PRODUTOS N© 140119, 140115 E 140113
SOMENTE PARA O USO FORENSE

USO PREVISTO: para a determinacdo de quantidades vestigiais de Cocaina e/ou outros metabélitos em amostras de
cabelo humano.

DESCRICAO

O kit do teste ELISA (Ensaio de Imunoabsor¢éo Enzimética) para Cocaina em Cabelo da Neogen Corporation é um kit de
Unico passo, qualitativo, desenvolvido para o uso como um dispositivo de friagem na deteccdo de drogas e/ou seus
metabdlitos. O kit foi desenvolvido para fins de friagem e destina-se somente ao uso forense. Recomenda-se que amostras
presuntivas positivas sejam confirmadas por um método quantitativo, tal como cromatografia em fase gasosa acoplada &
espectrometria de massa (GC-MS).

PRINCIPIO DO TESTE

O teste forense ELISA para a detecgdo de drogas da Neogen é um imunoensaio de fase sélida projetado para a deteccdo de
drogas de abuso em aplicacdo forense. O teste é feito em micropogos revestidos com anticorpos de captura de alta
aofinidade. Um controle ou amostra é adicionado aos micropogos, seguido da adigéo de um conjugado enzimdtico. Durante
o periodo de incubacdo, o conjugado enzimdtico compete com a droga da amostra pelos sitios de ligacdo dos anticorpos
que revestem os micropocos. Apds uma etapa de lavagem para remover qualquer material ndo ligado, o substrato é
adicionado para o processo de desenvolvimento da cor. A solucdo écida de parada (Stop) é adicionada para descontinuar a
reagdo enzima-substrato. A intensidade da cor é inversamente proporcional & quantidade da droga presente na amostra.
Portanto, amostras que contém a droga inibirdo a ligagdo do conjugado enzimético com o anticorpo de captura, resultando
em menos desenvolvimento da cor comparado ao controle negativo. Controles negativo e positivo devem ser analisados
juntamente com as amostras. Os resultados devem ser obtidos através da leitura da absorbdncia dos micropogos em um
leitor de micropogos.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Este kit pode ser utilizado até a data de validade no rétulo e no Certificado de Andlise, quando armazenado em
refrigeragdo entre 2-8°C. Sempre verifique cada kit para datas de validoade e requerimentos para armazenamento
especificos.

MATERIAIS FORNECIDOS — KIT UNICO (96 MICROPOCOS)

1. Concentrado de tampéo de lavagem (10X): 20 mL. Solucdo tampéo fosfato-salino com um surfactante. Faga
uma diluicdo 1:10 (1 parte do concentrado para 9 partes de dgua deionizada ou dgua ultrapura) antes da
utilizag@o. A solucdo diluida é utilizada para remover todo o conjugado e amostras néo ligados nos micropogos
apés a incubagéo do conjugado.

2. Substrato K-Blue®: 20 mL (pronto para o uso). 3,3',5,5’ Tetrametilbenzidina estabilizada (TMB) com Peréxido de
Hidrogénio (H,0,) em um Gnico frasco. E utilizado para o desenvolvimento da cor nos micropogos apés a etapa de
lavagem. Sensivel & luz.

3. Conjugado droga-enzima: 200 uL. Conjugado da droga- peroxidase de rdbano. Dilua 1:100 antes da
utilizagéo.

4. Diluente droga-enzima: 15 mL.

Solugdo acida Stop: 18 mL de TN H2SO..

Micropocos revestidos com anticorpo: 96 micropogos revestidos com anticorpos. A placa estd pronta para a

utilizagdo. Néo lave a placa.
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MATERIAIS FORNECIDOS - KIT A GRANEL (480 MICROPOCOS)
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Concentrado de tampéo de lavagem (10X): 100 mL. Solucdo tampéo fosfato-salino com um surfactante. Faga
uma diluicdo 1:10 com dgua deionizada ou dgua ultrapura antes da diluigao. A solugéo diluida é utilizada para
remover todo o conjugado e amostras néo ligados nos micropogos apéds a incubacdo do conjugado.

Substrato K-Blue: 100 mL (pronto para o uso). 3,3',5,5’ Tetrametilbenzidina estabilizada (TMB) com Peréxido de
Hidrogénio (H,0,) em um Gnico frasco. E utilizado para o desenvolvimento da cor nos micropogos apés a etapa de
lavagem. Sensivel & luz.

Conjugado droga-enzima: 1 mL. Conjugado da droga- peroxidase de rédbano. Dilua 1:100 antes da utilizagéo.
Diluente droga-enzima: 85 mL.

Solugéio acida Stop: 90 mL de TN H2SOs.

Micropogos revestidos com anticorpo: 5 placas, cada uma com 96 micropogos revestidos com anticorpos. As
placas estéo prontas para serem utilizadas. Néo lave as placas.

MATERIAIS FORNECIDOS — 50 PACOTES (4800 MICROPOCOS)
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Concentrado de tampéo de lavagem(10X): 1 L. Solucdo tampdo fosfato-salino com um surfactante. Faca uma
diluicdo 1:10 com dagua deionizada ou dgua ulirapura antes da utilizacdo. A solucdo diluida é utilizada para
remover todo o conjugado e amostras n&o ligados nos micropogos apéds a incubagéo do conjugado.

Substrato K-Blue: 500 mL (pronto para o uso). 3, 3’, 5, 5’ Tetrametilbenzidina estabilizada (TMB) com Peréxido
de Hidrogénio (H,0,) em um nico frasco. E utilizado para o desenvolvimento da cor nos micropogos apés a etapa
de lavagem. Sensivel & luz.

Conjugado droga-enzima: 9,5 mL. Conjugado da droga-peroxidase de rabano. Dilua 1:100 antes da utilizacdo.
Diluente droga-enzima: 850 mL.

Solugdo acida Stop: 500 mL de TN H2SO..

Micropocgos revestidos com anticorpo: 50 placas, cada uma com 96 micropogos revestidos com anticorpos. As
placas estéo prontas para serem utilizadas. Néo lave as placas.

MATERIAIS NECESSARIOS, POREM, NAO FORNECIDOS

1.
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Tampéo de diluigdo (0.1% BSA/PBS). O tampéo de diluigdo referenciado no Procedimento de Diluicdo pode ser
encomendado separadamente (N° de produto 301777) ou pode ser feito pelo laboratério.

Pipetas de preciséo que variom entre 10 uL e 1000 pulL e ponteiras descartdveis.

Proveta graduada para diluir e misturar o tampé&o de lavagem.

Vidraria de laboratério (por exemplo tubos de ensaio) para completar o procedimento de extragéo de cabelo.
Leitor de microplacas capaz de medir a absorbéncia a 450 nm (650 nm, 630 nm, ou 620 nm de comprimento de
onda do filtro de referéncia).

Tubos para culturas de vidro de borosilicato ou recipientes equivalentes para a utilizagdo com controles, padrdes e
procedimentos de extracéo de cabelo. PLASTICOS NAO PODEM SER UTILIZADOS.

Metanol.

Bloco térmico.
Agua deionizada
Nitrogénio (gés).

PRECAUCOES E NOTAS
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NAO utilize os kits ou componentes apés a data de validade.
NAO misture conjugados e placas de lotes de kits diferentes.
NAO pipete os reagentes com a boca.

Coloque o Substrato K-Blue em um recipiente limpo. Para prevenir a contaminacéo do substrato, NAO pipete
diretamente do frasco.

Todos os espécimes devem ser considerados potencialmente infecciosos. Manuseie com a devida precaugédo.
Mantenha os micropogos cobertos, exceto quando estiver adicionando os reagentes, durante a lavagem e leitura.
Os componentes do kit devem permanecer refrigerados quando né&o estiverem sendo utilizados.

Utilize técnica asséptica para abrir e remover os reagentes dos frascos.

NAO fume, coma ou beba em dreas onde os espécimes ou reagentes estdo sendo manipulados.

Néo substitua o tampédo de lavagem por dgua deionizada para a etapa de lavagem deste protocolo. Use somente
o tampédo de lavagem da Neogen.

Néo utilize Azida de Sédio com amostras, padrées e/ou calibradores.
Néo reutilize os micropogos, esses devem ser utilizados somente uma vez.



NOTAS DE PROCEDIMENTO

1. O saco de dessecante deve permanecer na embalagem de aluminio com as tiras de micropogos nao utilizadas.
Mantenha a embalagem fechada quando néo estiver em uso para manter um ambiente seco.

2. Utilize ponteiras limpas para o tampéo, conjugado droga-enzima, controles e amostras.
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Antes de pipetar um reagente, enxdgue a ponteira, pipetando trés vezes com o reagente.

4. Quando pipetar nos micropocos, NAO deixe que a ponteira entre em contato com a parte interna do micropogo
ou qualquer reagente que esteja dentro do micropogo. Isto pode resultar em contaminagéo cruzada.

5. Controles e amostras devem ser analisados em duplicatas.

6. Antes de abrir o frasco contendo o conjugado droga-enzima, bata o frasco na vertical para remover qualquer
liquido que possa estar na tampa.

7. Antes da adi¢do do substrato, limpe a parte exterior inferior dos micropocos com material sem fiapos, para
remover a poeira e impressdes digitais.

8. Misture delicadamente os espécimes e reagentes antes da utilizagdo. Evite uma agitagéo vigorosa.

PREPARACAO DA AMOSTRA

Prepare as amostras de cabelo de acordo com o método do laboratério ou com o método recomendado abaixo.

PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO DE CABELO

1. Pese uma porcdo de 20mg de cada amostra de cabelo e coloque em tubos de cultura de vidro de borosilicato
descartdveis de 16 x 100-mm, ou em recipientes equivalentes.

2. Passo de lavagem para cabelo: Adicione 2 ml de Metanol a cada tubo e incube durante 10 minutos & temperatura
ambiente, agitando ocasionalmente.

3. Decante o solvente e despeje a solu¢éo de metanol.

4. Adicione 2 ml de metanol fresco ao tubo e incube durante 2 horas a 70 - 75°C. Coloque uma tampa de tubo de
ensaio perfurada nos tubos de cultura de vidro de borosilicato ou em recipientes equivalentes.

5. Resfrie o tubo até a temperatura ambiente e transfira o metanol para os tubos de cultura de vidro de borosilicato
limpos de 12x75 mm ou recipientes equivalentes.

6. Evapore o metanol com fluxo de nitrogénio em um bloco de aquecimento a 37°C.

7. Adicione 600 pL de tampéo de diluicdo (0,1% BSA/PBS) ao residuo para reconstituir. Vortex.

8. Siga os procedimentos do teste.

Referéncia: Sweeney, Stacy A. et al. “Amphetamines in Hair by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”. Journal of
Analytical Toxicology. Vol. 22, Outubro1998.

PREPARACAO DA ENZIMA

1. Antes da ufilizagéo, faca uma diluicdo 1:100 do conjugado droga-enzima utilizando o diluente droga-enzima
fornecido. O conjugado droga-enzima é mais estdvel em sua forma concentrada. Dilua somente o volume
necessdrio para os micropocos que estdo sendo utilizados. Por exemplo:

Ne de Volume do Volume do Diluente
placas Conjugado Droga-Enzima

1 140 ulL 13,86 mlL

5 700 uL 69,3 mL

25 3,5mL 346,5 mL

2. Misture cuidadosamente a solucdo diluida do conjugado droga-enzima, invertendo manualmente de 10 a 15
vezes. Ndo utilize o vértex. Armazene o conjugado néo utilizado a 4°C.

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Os procedimentos do teste a seguir podem ser realizados manualmente ou por um instrumento automatizado. Contate o
seu representante da Neogen para assisténcia com protocolos de instrumentos automatizados.
1. Determine o nimero de micropocos e a quantidade de reagentes a serem utilizados.
2. Todos os componentes do teste ELISA, controles e amostras devem estar & temperatura ambiente antes da utilizagéo.
Misture delicadamente os frascos por inversdo.



Pipete 20 uL dos padrées, controles e amostras nos micropogos.

Adicione 100 uL da enzima diluida (refira-se & Preparagéo da Enzima) em cada micropoco.

Deixe a reagéo incubar em temperatura ambiente por 30 minutos.

Uma vez completa a incubagéo, descarte ou aspire o liquido dos micropogos. Bata a placa dos micropogos contra

um papel toalha livre de fibras para remover qualquer liquido remanescente nos micropogos.

Lave cada micropogo com 300 ul da solugao diluida de tampéo de lavagem e em seguida aspire para remover a

solucdo dos micropogos. Lavagem manual: para procedimentos de lavagem manual, repita um total de 3 lavagens.

Ao final das 3 lavagens, inverta a placa contendo os micropogos e bata contra um papel toalha absorvente para

remover qualquer liquido remanescente nos micropocos. Lavagem automatizada: se uma lavadora de micropogos

automatizada for utilizada, lave a placa num total de 5 lavagens com 300 ul da solucdo diluida de tampé@o de

lavagem. E importante que a lavadora realize um ciclo final de aspiracdo para eliminar qualquer residuo da solucdo

de tampdo de lavagem. Residuos da solu¢@o de tampédo de lavagem nos micropogos afetardo o desempenho do

teste. Nota: dgua deionizada nunca deve ser utilizada para a etapa de lavagem dos micropocos.

8. Prossiga imediatamente, adicionando 100 uL do substrato K-Blue em cada micropogo. Certifique-se que a parte
exterior inferior dos micropocos esteja limpa e seca.

9. Deixe o substrato incubar por 15 minutos. A Neogen recomenda uma leve agitagdo durante este periodo,
preferencialmente em um agitador de placas.

10. Adicione 100 puL da solucdo dcida de parada (Stop) em cada micropogo para cessar a reacdo.

11. Meca a absorbéncia a um comprimento de onda de 450 nm.

oA w

x

SENSIBILIDADE/ESPECIFICIDADE

Composto coCn:ri:t::t?o Eqs;:::lz‘r:es % Reatividade
cruzada
(pg/mg) (pg/mg)
m-Hidroxibenzoilecgonina 104 500 481%
Cocaetileno 244 500 205%
Benzoilecgonina 244 500 205%
Cocaina 500 500 100%
Tropacocaina 7.200 500 6,94%
Ecgonina 23.200 500 2,16%
Metil éster ecgonina 32.000 500 1,56%
Norbenzoilecgonina 56.000 500 0,89%
Norcocaetileno 72.000 500 0,69%
Metil éster anidroecgonina 100.000 500 0,50%
Norcocaina 156.000 500 0,32%
Anidroecgonina >400.000 500 <0,13%
Atfropina >400.000 500 <0,13%

Nota: Equivalentes de Cocaina representam 50% B/Bg no ensaio de deslocamento em Tampéo BPS.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Cada laboratério deve determinar o nivel do valor de corte para a sua aplicagdo individual. Quando possivel, calibradores
de limite e/ou padrdes devem ser preparados na mesma matriz a ser testada.

Resultado Positivo: amostras com uma absorbéncia abaixo ou igual ao calibrador de limite do laboratério devem ser
consideradas positivas. Todas as amostras positivas devem ser confirmadas por um método quantitativo como GC-MS.

Resultado Negativo: amostras com uma absorbdncia acima do calibrador de limite do laboratério devem ser
consideradas negativas.

Nota: o kit foi desenvolvido somente para fins de triagem. Recomenda-se que todas as amostras suspeitas sejom
confirmadas por um método quantitativo como GC-MS ou HPLC.
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SUPORTE TECNICO

Para assisténcia técnica, contate o Departamento de Servigo Técnico da Neogen no telefone 19.3935-3727 ou no e-mail
infro@neogendobrasil.com.br. Representantes estdo disponiveis de Segunda a Sexta-Feira de 8:00h — 18:00h.

DIREITOS AUTORAIS

Direitos autorais reservados em nivel global. Nenhuma parte desta publicag@o deve ser reproduzida, fransmitida, transcrita
ou armazenada em qualquer sistema de recuperacdo de informagdo, ou traduzida em qualquer linguagem humana, ou
computadorizada de qualquer forma ou por qualquer meio (manual, eletrdnico, mecanico, magnético, dptico, quimico ou
de outra forma) sem autorizagdo expressa por escrito.

GARANTIA

A Neogen Corporation né&o fornece nenhuma garantia de qualquer tipo, expressa ou implicita, exceto que os materiais
utilizados para a fabricag@o deste produto sdo de qualidade padrdo. Se qualquer material estiver danificado, a Neogen
Corporation fornecerd uma substituicdo do produto. O comprador assume todos os riscos e responsabilidades resultantes
do uso deste produto e qualquer um dos modelos preditivos. Hdo hd garantia de comercializagéo deste produto para
quaisquer fins. A Neogen Corporation ndo serd responsdvel por qualquer dano, incluindo danos especiais, ou
consequentes, ou despesas derivadas do uso direto ou indireto deste produto.

Produtos rotulados com SOMENTE PARA O USO FORENSE séo testes que ndo foram aprovados pelo FDA.

©Neogen Corporation, 2017. Neogen® e K-Blue® sdo marcas comerciais registradas da Neogen Corporation, Lansing, MI.

D140115-05/16/18


mailto:infro@neogendobrasil.com

