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[REF DKRA-102 [Cesky |

Rychly test ke kvalitativni detekci mitragyninu v lidské moci.
Pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.

[ZAMYSLENE POUZITI
KRA Rapid Test Cassette je rychly imunochromatograficky test k detekci mitragyninu (hlavni
metabolit kratomu) v lidské moci s cut-off koncentraci 300 ng/ml. Timto testem Ize detekovat i dal$i
slouceniny, viz tabulka analytické specificity v tomto pfibalovém letaku.
Tento test poskytuje pouze kvalitativni, pfedbézny analyticky vysledek. Pro konfirmaci vysledku
testu je nutné pouzit specifictéjsi analytickou metodu. Preferovanou konfirmaéni metodou je
plynova chromatografie/ hmotnostni spektrometrie (GC/MS). V pfipadé pozitivnich vysledku testd
na zneuzivani drog by se tyto mély posuzovat s profesionalni zkusenosti s prihlédnutim ke
klinickym pfiznaktm.

[SHRNUTI]

Mitragynin (MG) a jeho hlavni metabolit 7-hydroxymitragynin (7-OH- MG jsou dvé hlavni slozky
rostlinného extraktu ze stromu kratom, ktery roste v jihovychodni Asii™ Kratom je znam jiz
dlouhou dobu a uzivaji jej jedinci zavisli na opioidech jako alternativu k opioidim a k Iékam na
chronickou bolest, jako nahrazku opiattl (pfi screeningu jsou v moci opiaty negativni), nebo pfi
1é&bé zavislosti na opioidech jako substituce, rekreaéné, samostatn&, nebo jako booster 'V této
studii byla pouZita hmotnostni spektrometrie s pfimym zavadénim vzorku a jako detektor pro sbér
dat byl pouZit elektrosprejovy ionizaéni trojity kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr.
Farmakokineticka studie byla provedena za Uc¢elem zkoumani U€inku mitragyninu a 7-
hydroxymitragyninu a byly navrzeny hlavni fragmenty obou slou¢enin’
Kratom Rapid Test Cassette je rychly screeningovy test mogi, ktery Ize provést bez pouziti
pristroje. Test vyuziva protilatku k selektivni detekci zvySenych hladin mitragyninu v mogi.
Kratom Rapid Test Cassette poskytuje pozitivni vysledek, kdyZ mitragynin v moci pfekro&i mezni
hodnotu 300ng/ml.

[PRINCIP]
KRA Rapid Test Cassette je imunotest zaloZzeny na principu kompetitivni vazby. Drogy, které
mohou byt pfitomny ve vzorku moci, soutéZi s konjugatem drogy o vazebna mista na protilatce.
Béhem testovani vzorek modi vzlina testovacim prouzkem. Mitragynin, pokud je pfitomen ve vzorku
modi pod 300 ng/ml, nenasyti vazebna mista ¢astic potazenych protilatkou. Protilatkou potazené
Castice se pak zachyti imobilizovanym konjugatem droga-protein a v oblasti testovaci linie se objevi
viditelna barevna €ara. Barevna cara se v oblasti testovaci linie nevytvofi, pokud je hladina
mitragynimu 300 ng/ml nebo vy$$i, protoZe nasyti vSechna vazebna mista protilatek proti
mitragyninu. Vzorek moci pozitivni na drogu nevytvafi barevnou ¢aru v testovaci linii testu (T) z
davodu kompetice drogy, zatimco vzorek moci negativni na drogu, nebo vzorek obsahujici drogu
pod cut-off koncentraci, vytvofi ¢aru v oblasti testovaci linie. Jako vnitfni kontrola provedeni testu
slouzi kontrolni linie testu, ve které se vzdy objevi barevna ¢ara, ktera indikuje, Ze byl pfidan spravny
objem vzorku a doslo k naséknuti membrany vzorkem.

[REAGENCIE]

Test obsahuje ¢astice s navazanymi mysimi monoklonalnimi protildtkami proti mitragyninu a
konjugéat mitragynin-protein. V kontrolni linii testu se nachazi kozi polyklonalni protilatky proti
mys$imu IgG.

[OPATRENI]
« Pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.Nepouzivejte po uplynuti doby pouZitelnosti.
« Test by mél zUstat az do pouziti v uzavieném obalu.
« V8echny vzorky by mély byt povazovany za potencialné nebezpeéné a mélo by se s nimi

zachazet stejnym zpUsobem jako se vzorky s infekénim agens.
« Pouzity test by mél byt zlikvidovan v souladu s mistnimi pfedpisy.

[SKLADOVANI A STABILITA]
Uchovavejte zabalené v uzavieném obalu bud pii pokojové teploté, nebo v chladni¢ce (2-30°C).
Test je stabilni do data expirace vyti§téného na zataveném obalu. Test musi zUstat v uzavieném
obalu aZ do pouziti. NEZMRAZUJTE. NepouZivejte po uplynuti doby pouZitelnosti.

[ODBER A PRIPRAVA VZORKU]

Vzorek moci
Vzorek moci musi byt odebran do ¢isté a suché nadoby. Mo¢ miize byt odebrana kdykoli béhem
dne. Vzorky moéi vykazuijici viditelné astice by mély byt za ucelem ziskani €irého vzorku
odstiedény, filtrovany nebo sedimentovany.
Skladovani vzork
Vzorky moci mohou byt pfed analyzou skladovany pii 2-8°C po dobu az 48 hodin. Pro dlouhodobé
skladovani mohou byt vzorky zmrazeny a skladovany pod -20°C. Zmrazené vzorky pied
testovanim rozmrazte a promichejte.
[MATERIAL]
Dodavany material
Testovaci kazety * Kapatka « Pfibalovy letak
[NAVOD K POUZITi]
Pred testovanim nechte test, vzorek moci a/nebo kontroly vytemperovat na pokojovou
teplotu (15-30°C).
. Pfed otevienim vytemperujte sacek na pokojovou teplotu. Vyjméte testovaci kazetu z zavieného
obalu a pouzijte ji do jedné hodiny.
Umistéte testovaci kazetu na €isty a rovny povrch. Drzte kapatko svisle a preneste 3 piné
kapky mogi (pfiblizné 120 pL) do jamky pro vzorek (S) a poté spustte Gasovac.
Zabrarite zachyceni vzduchovych bublin v jamce na vzorek (S). Viz obrazek nize.
Pockeijte, az se objevi barevné linky ve vysledkovych oknech. Vysledek by mél byt odecten za
5 minut. Neinterpretujte vysledek po 10 minutach.

PotFebny material, ktery neni sou¢asti dodavky
Nadoba na odbér vzorki « Casovaé
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[INTERPRETACE VYSLEDKU]

(Viz obrazek vyse)
NEGATIVNI:* Objevi se dvé ¢ary. Jedna barevna &ara by méla byt v kontrolni oblasti (C) a dal$i
zjevna barevna ¢ara by méla byt v testovaci oblasti (T). Tento negativni vysledek ukazuje, Ze
koncentrace KRA je pod detekovatelnou trovni 300 ng/ml.
*POZNAMKA: Odstin barvy v testovaci oblasti (T) se maze liit, ale mél by byt povazovan za
negativni, kdykoli se objevi i jen slaba barevna ¢ara.

POZITIVNI: V kontrolni oblasti (C) se objevi jedna barevna &ara. V testovaci oblasti (T) se neobjevi

zadna ¢ara. Tento pozitivni vysledek ukazuje, Ze koncentrace KRA je nad detekovatelnou trovni
300 ng/ml.
NEPLATNY: Linka v kontrolni zéné testu se nezobrazuje. Nedostate&ny objem vzorku nebo
nespravné proceduraini techniky jsou nejpravdépodobnéj$imi divody tohoto selhani. Zkontrolujte
postup a opakuijte test s novou testovaci kazetou. Pokud problém pretrvava, okamzité prestarite
test pouzivat a kontaktujte mistniho distributora.

[KONTROLA KVALITY]
Soucasti testu je proceduralini kontrola. Barevna ¢ara objevujici se v kontrolni oblasti (C) je
povazovana za interni proceduralni kontrolu. Potvrzuje dostatecny objem vzorku a spravnou
techniku postupu. Kontrolni standardy nejsou dodavany s touto testovaci kazetou. Pro potvrzeni
testovaciho postupu a pro ovéfeni spravného provedeni testu se doporucuje, aby pozitivni a
negativni kontroly byly testovany v souladu se spravnou laboratorni praxi.

[OMEZEN(]
1. KRA Rapid Test Cassette poskytuje pouze kvalitativni, pfedb&zny analyticky vysledek. K
ziskani potvrzeného vysledku musi byt pouzita sekundarni analyticka metoda. Plynova
chromatografie/lhmot spektrometrie (GC/MS) je preferovanou konfirmaéni metodou *2
2. Je mozné, Ze technické nebo proceduralni chyby, stejné jako jiné rusivé latky ve vzorku moci
mohou zplsobit chybné vysledky.
3. Pfimési, jako je bélidlo a/nebo kamenec, ve vzorcich mo¢i mohou zplisobit chybné vysledky bez
ohledu na pouZitou analytickou metodu. Pokud existuje podezieni na falSovani, test by mél byt
opakovan s jinym vzorkem modi.
4. Pozitivni vysledek ukazuje na pfitomnost drogy nebo jejich metabolitd, ale neindikuje troveri
intoxikace, zpUsob podani, nebo koncentraci v mogi.
5. Negativni vysledek nemusi nutné znamenat mo¢ bez drog. Negativni vysledky Ize ziskat, je-li
droga pfitomna pod mezni hodnotou testu.
6. Test nerozliSuje mezi zneuzivanymi drogami a nékterymi léky.

[OCEKAVANE HODNOTY]
Negativni vysledek ukazuje, Ze koncentrace KRA je pod detekovatelnou Grovni 300 ng/ml.
Pozitivni vysledek znamenad, Ze koncentrace KRA je nad trovni 300 ng/ml. KRA Rapid Test
Cassette m4 citlivost 300 ng/ml.

[CHARAKTERISTIKY TESTU]

PfFesnost : Srovnani side-by-side bylo provedeno pomoci KRA Rapid Test Cassette a GC/MS

s koncentraci 300 ng/ml. Testovani bylo provedeno na 83 dfive odebranych klinickych vzorcich
ziskanych od subjektt testovanych na drogy. Vysledky jsou uvedeny v tabulce:

KRA n - + - + - +
koncentrace(ng/mL)

0 10 10 0 10 0 10 0

150 10 10 0 10 0 10 0

225 10 9 1 9 1 9 1

375 10 1 9 1 9 2 8

450 10 0 10 0 10 0 10

Efekt specifické hmotnosti moce : Patnact vzorkdl mo¢i o normalni, vysoké a nizké
spec.hmotnosti bylo pouZito k rozpusténi 150ng/ml a 450ng/ml KRA. KRA Rapid Test Cassette
byl pouzit v duplikatu k otestovani vSech vzork( — istych i s rozpusténym mitragyninem. Vysledky
potvrdily, Ze rozdily ve specifické hmotnosti moce nemély vliv na vysledky testu.

Efekt pH moce : pH alikvotniho vzorku negativni moc¢i bylo upraveno na pH v rozmezi 5 az 9 v
pfirGstcich po 1 jednotce pH a doplnéno mitragyninem na 150 ng/ml a 450 ng/ml. Obohacena mo¢
s upravenym pH byla testovana pomoci KRA Rapid Test Cassette v duplikatech. Vysledky
ukazuji, Ze rizné hodnoty pH neovliviiuji provedeni testu.

Zkfizena reaktivita Za ucelem ovéreni zkfizenych reakci byla provedena studie. Slo¢eniny
uvedené v tabulce byly pfidany do smésné moci bez drogy i do moci s rozpusténym mitragyninem.
NiZe uvedené slouceniny nevykazovaly zkfiZenou reaktivitu pfi testovani pomoci KRA Rapid Test

Cassette ani pfi koncentraci 100 pg/ml.
Slouceniny nevykazujici zkfizenou reaktivitu :

Acetophenetidin Cortisone Zomepirac d-Pseudoephedrine
N-Acetylprocainamide Creatinine Ketoprofen Quinidine
Acetylsalicylic acid Deoxycorticosterone Labetalol Quinine
Aminopyrine Dextromethorphan Loperamide Salicylic acid
Amoxicillin Diclofenac Meprobamate Serotonin
Ampicillin Diflunisal Isoxsuprine Sulfamethazine
l-Ascorbic acid Digoxin d I-Propanolol Sulindac
Apomorphine Diphenhydramine Nalidixic acid Tetracycline
Aspartame Ethyl-p-aminobenzoate  Naproxen | etrahydrocortisone,
Atropine B-Estradiol Niacinamide 3-acetate

Benzilic acid Estrone-3-sulfate Nifedipine Tetrahydrocortisone
Benzoic acid Erythromycin Norethindrone Tetrahydrozoline
Bilirubin Fenoprofen Noscapine Thiamine
d,I-Brompheniramine Furosemide d-Octopamine  Thioridazine
Caffeine Gentisic acid Oxalic acid d,l-Tyrosine
Cannabidiol Hemeoglobin Oxolinic acid Tolbutamide
Chloral hydrate Hydralazine Oxymetazoline Triamterene
Chloramphenicol Hydrochlorothiazide Papaverineg Trifluoperazine
Chlorothiazide Hydrocortisone Penicillin-G Trimethoprim
d,|-Chlorpheniramine o-Hydroxyhippuric acid  Perphenazine d - Tryptophan
Chlorpromazine 3-Hydroxytyramine Phenelzine Uric acid
Cholesterol d,I-Isoproterenol Prednisone Verapamil
Clonidine
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Pouzité symboly

Metoda GCIMS
Celkové vysledky
K Vysledky Pozitivni Negativni
KRA Rapid Pozitivni 22 T 23
Test Cassette Negafivni T 59 50
Celkové vysledky 23 60 83
% Shody 95,7% 98,3% 97,6%

Analyticka citlivost : Do smésné modi bez drog byl pfidan mitragynin a vysledné koncentrace
byly upraveny na Ong/ml,150ng/ml, 225ng/ml, 300ng/ml, 375ng/ml, 450ng/ml and 900ng/ml.
Vysledek ukazuje >99% presnost pfi 50% nad a 50% pod cut-off koncentraci. Udaje jsou shrnuty
nize:

Mitragynin Vizualni vysledek
koncentracg)(,ng/rnL) Clitott B Negativni Pozitivni

0 0 30 30 0
150 -50% 30 30 0
225 -25% 30 28 2
300 Cut-off 30 14 16
375 +25% 30 1 29
450 +50% 30 0 30
900 3x 30 0 30

Analyticka specificita : Nasledujici tabulka uvadi seznam latek, které byly KRA Rapid Test
Cassette detekované jako pozitivni po 5 minutach:
Latka Koncentrace

Mitragynin 300 ng/ml

7-hydroxymitragynin >50 000 ng/ml
Preciznost : Pro ovéfeni reprodukovatelnosti metody byla provedena studie ve tfech nemocnicich
3 laiky za pouZiti tfi riznych $arzi produktu. Byl vytvofen identicky panel kédovanych vzorkd
obsahujicich podle GC/MS 0% KRA, 25 % KRA nad a pod cut-off a 50 % KRA nad a pod cut-off
(300 ng/ml) a poskytnut kazdé strané. Vysledky jsou uvedeny nize :

[ Prac. A_ ]| Prac. B | Prac. C
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