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Name

ARK"™ Tramadol Assay

Verwendungszweck

Der ARK Tramadol Assay ist ein Immunoassay zur qualitativen bzw. semi-
quantitativen Bestimmung von Tramadol in Humanurin, bei einer Cut-off-
Konzentration von 100 ng/mL. Der Assay ist fur den Einsatz im Labor auf
klinisch-chemischen Analysensystemen bestimmt. Dieses in-vitro-diagnostische
Testsystem darf nur gemal’ Vorschrift verwendet werden.

Der semi-quantitative Modus unterstitzt das Labor dabei, (1) eine geeignete
Probenverdinnung fur die Bestatigungsanalyse, etwa mit Gas-Chromatographie/
Massenspektrometrie  (GC/MS)  bzw.  Flussig-Chromatographie/Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS), zu bestimmen und um (2) entsprechende
Qualitatskontroll-Verfahren zu etablieren.

Der ARK Tramadol Assay liefert lediglich ein vorlaufiges analytisches
Testergebnis. Um ein abgesichertes analytisches Ergebnis zu erhalten, muss ein
alternatives chemisches Verfahren eingesetzt werden. Die
Bestatigungsverfahren der Wahl sind  Gas-Chromatographie/Massen-
spektrometrie  (GC/MS) bzw. Flussig-Chromatographie/Tandem-Massen-
spektrometrie (LC-MS/MS). Jeder Drogen- bzw. Medikamenten-Test sollte
klinisch betrachtet und professionell beurteilt werden, insbesondere dann, wenn
das vorlaufige Testergebnis positiv ausfallt.

Zusammenfassung und Erlauterung des Test

Tramadol  [(x)cis-2-[(Dimethylamino)Methyl]-1-(3-Methoxyphenyl)Cyclohexanol
Hydrochlorid] ist ein zentral wirkendes Opioid-Analgetikum, das bei Erwachsenen
zur Behandlung von mafRigen bis mittelschweren Schmerzen verschrieben wird.
Tramadol ist ein Opioid-Agonist und Noradrenalin- bzw. Serotonin-
Wiederaufnahme-Hemmer. Die schmerzstillende Wirkung von Tramadol kann
sowohl auf die Bindung an die u-Opioid-Rezeptoren als auch auf die schwache
Hemmung der Wiederaufnahme von Noradrenalin bzw. Serotonin
zurtckzufihren sein. Nach der Einnahme setzt die Wirkung innerhalb einer
Stunde ein, nach etwa zwei bis drei Stunden ist die Schmerzlinderung erreicht.’

Der U.S. Controlled Substances Act stuft Tramadol aufgrund seines
Missbrauchspotentials und Abhangigkeitsrisikos als Klasse Il Substanz ein.?

Nach oraler Einnahme werden ca. 90% des Tramadols im Urin ausgeschieden,
davon 25-30% als unveranderte Substanz, der Rest als Metaboliten, Glucuronide
und Sulfate. Tramadol wird in erster Linie in der Leber durch O- und N-
Demethylierung zu  O-Desmethyltramadol  bzw.  N-Desmethyltramadol
metabolisiert. Durch die anschlieBenden Konjugationsreaktionen werden
Glucuronide und Sulfate gebildet. Es ist bekannt, dass der wichtigste,



analgetisch wirksame Metabolit, O-Desmethyltramadol, eine hohere Affinitat zu
den Opioid-Rezeptoren aufweist als die Muttersubstanz.345

Grundlagen des Verfahrens

Der ARK Tramadol Assay ist ein homogener Enzymimmunoassay, der zur
Bestimmung von Tramadol in Humanurin eingesetzt wird. Der Assay basiert auf
der Konkurrenz zwischen dem Analyten in der Probe und dem analyt-
gekoppelten  rekombinanten Enzym  Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(rG6PDH) um Antikorper-Bindungsstellen. Die Aktivitat des Enzyms nimmt ab,
sobald es an den Antikorper gebunden ist. Ist Analyt in der Probe vorhanden,
steigt die Enzymaktivitat. Dieser Anstieg steht in direktem Zusammenhang mit
der Analyt-Konzentration. Das aktive Enzym wandelt Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD) in Gegenwart von Glukose-6-Phosphat (G6P) zu NADH um.
Die daraus resultierende Extinktionsrate ist spektralphotometrisch messbar. Das
endogene G6PDH hat keinen storenden Einfluss auf die Ergebnisse, da das
Koenzym NAD lediglich mit dem bakteriellen Enzym des Assays interagiert.

Reagenzien

REF Produktbeschreibung Menge / Volumen

5040-0001-00 ARK Tramadol Assay 1X28 mL

Reagenz — Antikorper/Substrat

Polyklonale Kaninchen-Antikérper gegen Tramadol,
Glukose-6-Phosphat, Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid,
bovines Serumalbumin, Puffer, Natriumazid und
Stabilisatoren

Reagenz — Enzym 1X14mL
Mit rekombinanter Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(rG6PDH) gekoppeltes Tramadol-Derivat, bovines
Serumalbumin, Puffer, Natriumazid und Stabilisatoren

REF Produktbeschreibung Menge / Volumen

5040-0001-01 ARK Tramadol Assay 1 X115 mL

Reagenz — Antikorper/Substrat

Polyklonale Kaninchen-Antikérper gegen Tramadol,
Glukose-6-Phosphat, Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid,
bovines Serumalbumin, Puffer, Natriumazid und
Stabilisatoren

Reagenz - Enzym 1 X 58 mL
Mit rekombinanter Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(rG6PDH) gekoppeltes Tramadol-Derivat, bovines
Serumalbumin, Puffer, Natriumazid und Stabilisatoren

REF Produktbeschreibung Menge / Volumen

5040-0001-02 ARK Tramadol Assay 1 X500 mL

Reagenz — Antikorper/Substrat

Polyklonale Kaninchen-Antikérper gegen Tramadol,
Glukose-6-Phosphat, Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid,
bovines Serumalbumin, Puffer, Natriumazid und
Stabilisatoren

Reagenz — Enzym 1 X250 mL
Mit rekombinanter Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase




(rG6PDH) gekoppeltes Tramadol-Derivat, bovines
Serumalbumin, Puffer, Natriumazid und Stabilisatoren

Handhabung und Lagerung der Reagenzien

Die ARK Tramadol Assay Reagenzien werden flissig und gebrauchsfertig
geliefert. Sie konnen direkt aus dem Kuhlschrank verwendet werden. Wenn die
Reagenzien nicht in Gebrauch sind, missen sie bei 2—-8°C aufrecht und mit fest
geschlossener Schraubkappe gelagert werden. Die Reagenzien bleiben bis zum
Haltbarkeitsdatum auf dem Etikett stabil, wenn sie gemafy Anleitung gelagert
werden. Frieren Sie die Reagenzien nicht ein. Vermeiden Sie eine langere
Einwirkung von Temperaturen Uber 32°C. UnsachgemaBe Lagerung der
Reagenzien kann die Leistung des Assays beeinflussen.

ARK Tramadol Produkte enthalten <0,09% Natriumazid. Zur Vorsicht sollten alle
betroffenen Leitungen, auch die der verwendeten Gerate, mit ausreichend
Wasser gespullt werden, um eine mogliche Ansammlung von explosiven
Metallaziden zu verhindern. Bei den ubrigen Assay-Komponenten ist keine
besondere Handhabung erforderlich.

6 Warnhinweise und VorsichtsmafBRnahmen

e In-vitro-Diagnostikum. Verwendung nur gemal} Vorschrift. Achtung: Laut
Bundesgesetz darf dieses Produkt nur durch zugelassene Arzte oder auf
deren Anordnung verkauft werden.

e Die Reagenzien und werden als zusammengehoOrendes Set
geliefert und sollten nicht mit Reagenzien aus anderen Chargen
ausgetauscht werden.

e Nach Ablauf des Verfallsdatums sollten die Reagenzien nicht mehr
verwendet werden.

e Die Reagenzien enthalten <0,09% Natriumazid

7 Probenabnahme und Vorbereitung fiur die Analyse

e Jedes Labor ist selbst dafir verantwortlich, gemal seinen
Qualitatsverfahren eine geeignete Probe fur die Analyse bereitzustellen.

e Als Probenmaterial wird Humanurin benétigt. Behandeln Sie die Proben
als potentiell infektioses Material.

e Sammeln Sie den Urin in geeigneten Probengefallen und befolgen Sie
dabei die ublichen Vorgehensweisen. Stellen Sie sicher, dass die
chemische und physische Integritdat der Urinprobe vom Zeitpunkt der
Abnahme bis zum Zeitpunkt der Analyse sowie wahrend des Transports
gewabhrleistet bleibt. Es wird empfohlen, stets frische Urinproben zu
verwenden.

e VerschlieBen Sie den Behalter mit der Urinprobe direkt nach der
Abnahme, lagern Sie ihn gekuhlt bei 2-8°C, und analysieren Sie die Probe
innerhalb von 7 Tagen nach Abnahme. Sollten Sie die Analyse innerhalb
dieser 7 Tage nicht durchfuhren konnen, frieren Sie die Probe bei -20°C
ein.5’



e Vermeiden Sie Schaumbildung sowie wiederholtes Einfrieren und
Auftauen, um die Integritat der Probe vom Zeitpunkt der Abnahme bis zur
Analyse sicherzustellen.

e Eingefrorene Proben mussen vor der Analyse aufgetaut und grundlich
gemischt werden.

e Zentrifugieren Sie stark getribte Proben bzw. Proben, die sichtbare
Partikel enthalten, bevor Sie den Test durchfuhren.

e Jedes Labor sollte sich mit der verfugbaren Literatur und den internen
Daten zur Probenstabilitat vertraut machen. Der empfohlene pH-Bereich
far Urinproben liegt zwischen 4,0 — 11,0.8

e Wenn Sie den Verdacht haben, die Probe sei verfalscht worden, nehmen
Sie eine weitere Urinprobe ab. Die Verfalschung von Urinproben kann das
Testergebnis beeinflussen.

e Borsaure beeintrachtigt die Leistung dieses Testsystems und ist daher als
Konservierungsmittel nicht geeignet.

Vorgehensweise

Mitgeliefertes Material
ARK Tramadol Assay — 5040-0001-00, 5040-0001-01 or 5040-0001-02

Benotigtes Material — Separat erhaltlich

ARK Tramadol Calibrator — 5040-0002-00

ARK Tramadol Calibrator A (Negative) — [REF] 5040-0002-01

ARK Tramadol Calibrator B (Cutoff) — |REF| 5040-0002-02
Qualitatskontrollen — ARK Tramadol Control — 5040-0003-00

Gerate
Die Reagenzien und mussen vor der Verwendung eventuell in
geratespezifische Reagenzgefalle umgeflullt werden. Vermeiden Sie eine

Kreuzkontamination von und .

FUr die Durchfuhrung des Assays sind zahlreiche automatisierte klinisch-
chemische Analysensysteme mit photometrischer Messung bei 340 nm geeignet.
Beachten Sie das geratespezifische Applikationsprotokoll fiur den ARK Fentanyl
Il Assay. Dieses erhalten Sie bei lhrem Lieferanten oder beim ARK
Kundenservice. Applikationsprotokolle, die nach CLIA kategorisiert wurden oder
ein CE-Zeichen fuhren, wurden vom Hersteller verifiziert. Jedes Labor ist selbst
daflr verantwortlich, eine entsprechende Validierung fur die Verwendung des
Assays mit anderen Einstellungen oder Analysensystemen durchzufuhren.

Informationen zur taglichen Wartung finden Sie im geratespezifischen
Benutzerhandbuch.

Testverfahren

Informationen zur Durchfuhrung bzw. Kalibration des Assays finden Sie im
geratespezifischen Benutzerhandbuch.

Qualitative Ergebnisse



Verwenden Sie den 100 ng/mL Calibrator B als Cut-off Kalibrator, um negative
von positiven Proben zu unterscheiden. Nutzen Sie die ARK Tramadol Low (75
ng/mL) und High (125 ng/mL) Controls als Negativ- bzw. Positiv-Kontrolle.
Geben Sie Testergebnisse mit geringerer Enzymaktivitat im Vergleich zum Cut-
off-Kalibrator als negativ an, Testergebnisse mit gleicher oder hdherer
Enzymaktivitat im Vergleich zum Cut-off-Kalibrator als positiv.

Semi-quantitative Ergebnisse

Flihren Sie eine 5-Punkt-Kalibration durch und bestimmen Sie dabei die
Kalibratoren doppelt. Uberpriifen Sie die Kalibrationskurve mit den ARK
Tramadol Low (75 ng/mL) und High (125 ng/mL) Kontrollen gemaR dem in Ihrem
Labor festgelegten Qualitatssicherungsplan. Proben mit Ergebnissen Uber dem
héchsten ARK Tramadol Calibrator Level (1000 ng/mL) kénnen mit dem ARK
Tramadol Calibrator A (negativer Urin) verdinnt und erneut getestet werden.

Grunde fur eine Neukalibration

e Wenn eine neue Reagenz-Charge verwendet wird

e Wenn die Ergebnisse der Qualitatskontrolle es erfordern

e Wenn das Standard-Laborprotokoll es erfordert

e Aufgrund der vorliegenden Daten ist eine Kalibrations-Stabilitat von bis zu 30
Tagen zu erwarten

Qualitatskontrolle (QC) und Kalibration

Jedes Labor sollte sein eigenes Qualitatskontrollverfahren fur den ARK Tramadol
Assay etablieren. Alle Vorgaben fur die Qualitatskontrolle und Messungen sollten
unter BerUcksichtigung der lokalen, Landes- oder Bundesvorschriften bzw.
Akkreditierungsanforderungen befolgt werden.

Jedes Labor sollte seine eigenen Bereiche flr neue Kontroll-Chargen festlegen.
Die Kontrollergebnisse sollten innerhalb der durch laborspezifische Verfahren
und Richtlinien festgelegten Grenzen liegen. Die ARK Tramadol Control ist als
Qualitatskontrolle fur den ARK Tramadol Assay vorgesehen.

Bezogen auf den 100 ng/mL Cut-off-Kalibrator sollte im qualitativen Modus die
Low Control negativ bzw. die High Control positiv sein.

Ergebnisse und erwartete Werte

Die tatsachliche Tramadol-Konzentration kann nicht ermittelt werden. Dafur ist
ein Bestatigungsverfahren erforderlich.

Qualitative Analyse — Negative Ergebnisse

Eine Probe, deren Enzymaktivitat niedriger ist als die des ARK Tramadol Cut-off
Kalibrators B wird als negativ interpretiert; d.h., die Probe enthalt entweder kein
Tramadol oder lediglich in einer Konzentration unterhalb des Cut-off-Wertes
dieses Assays.

Qualitative Analyse — Positive Ergebnisse

Eine Probe, deren Enzymaktivitat gleich ist wie die des ARK Tramadol Cut-off
Kalibrators B oder daruber liegt, wird als positiv interpretiert und weist darauf hin,
dass Tramadol in der Probe vorhanden ist.
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Semi-quantitative Analyse

Semi-quantitative Ergebnisse flr positive Proben ermdglichen es dem Labor,
eine geeignete Verdunnung der Probe fur die Bestatigungsanalyse zu ermitteln.
Darlber hinaus ist das Labor damit in der Lage, Qualitatskontrollverfahren zu
etablieren und die Reproduzierbarkeit zu beurteilen. Proben mit Ergebnissen
Uber dem hochsten ARK Tramadol Calibrator Level (1000 ng/mL) kénnen mit
dem ARK Tramadol Calibrator A (negativer Urin) verdunnt und erneut getestet
werden.

Die mit diesem Test erzielten Ergebnisse sollten stets im Zusammenhang mit der
Krankengeschichte des Patienten, dem klinischen Erscheinungsbild und anderen
Befunden interpretiert werden.

Grenzen des Verfahrens

e Dieser Assay ist ausschlieBlich fur die Verwendung mit Humanurin
vorgesehen.

e Die ARK Tramadol Assay Reagenzien, Kalibratoren und Kontrollen wurden
als Set entwickelt. Werden Reagenzien ausgetauscht, kann die Testleistung
nicht mehr gewahrleistet werden.

e Ein positives Testergebnis mit dem ARK Tramadol Assay weist lediglich
darauf hin, dass Tramadol in der Probe vorhanden ist, und korreliert nicht
notwendigerweise mit der physiologischen oder psychologischen Wirkung.

o Borsaure beeintrachtigt die Leistung dieses Testsystems und ist daher
als Konservierungsmittel nicht geeignet. Messen Sie keine Proben, die
Borsaure als Konservierungsmittel enthalten.

e Berucksichtigen Sie bei der Interpretation der Ergebnisse, dass
Urinkonzentrationen aufgrund von  FlUssigkeitszufuhr und anderen
biologischen Variablen extrem variieren konnen.

e Auch Substanzen, die in der Spezifitatsstudie nicht untersucht wurden,
konnen den Test moglicherweise beeintrachtigen und zu falschen
Ergebnissen fuhren.

Spezifische Leistungsmerkmale

Die folgenden Leistungsmerkmale wurden mit dem ARK Tramadol Assay auf
einem klinisch-chemischen Analysensystem vom Typ Beckman Coulter AU680®
ermittelt.

Prazision

Analyt-freier, negativer Humanurin wurde mit Tramadol dotiert (0.0 bis 200.0
ng/mL). Jeder Level wurde in Vierfachbestimmung zweimal taglich tuber 20 Tage
(N=160) im qualitativen und semi-quantitativen Modus gemessen. Die
Ergebnisse werden in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Qualitative Prézision

Humanurin Qualitative
% Cut-off # Bestimmungen Prazision

(ng/mL) Ergebnisse

0.0 -100 160 160 Negativ




Qualitative

Humanurin % Cut-off # Bestimmungen Prazision
(ng/mL) Ergebni

gebnisse

25.0 -75 160 160 Negativ

50.0 -50 160 160 Negativ

75.0 -25 160 160 Negativ

83 Negativ/

100.0 Cut-off 160 77 Positiv

125.0 +25 160 160 Positiv

150.0 +50 160 160 Positiv

175.0 +75 160 160 Positiv
200.0 +100 160 160 Positiv

Semi-quantitative Prazision
Semi-

Humanurin Relativer # Ergebnisse Mittelwert quantitative
(ng/mL) Cut-off in % (ng/mL) Prazision
Ergebnisse
0.0 -100 160 1.7 160 Negativ
25.0 -75 160 29.2 160 Negativ
50.0 -50 160 53.7 160 Negativ
75.0 -25 160 76.7 160 Negativ
100.0 Cut-off 160 98.5 97 Negativ/

] ] 63 Positiv

125.0 +25 160 120.5 160 Positiv
150.0 +50 160 142.6 160 Positiv
175.0 +75 160 165.3 160 Positiv
200.0 +100 160 189.0 160 Positiv

Analytische Wiederfindung

Die Wiederfindung Uber den gesamten Messbereich wurde im semi-quantitativen
Modus ermittelt. Analyt-freier, negativer Humanurin wurde mit Tramadol (1100.0
ng/mL) dotiert. Anschliellend wurden proportionale Verdunnungen mit analyt-
freiem Humanurin hergestellt. Die Tramadol-Konzentrationen lagen zwischen
50.0 und 1000.0 ng/mL. Fur jeden Level wurde die prozentuale Wiederfindung
berechnet, basierend auf der mittleren Konzentration (N=6) im Vergleich zur

erwarteten Konzentration.
zusammengefasst:

Die Ergebnisse sind

in der folgenden Tabelle

Theoretische Mittlere Wiederfindung
Konzentration | Konzentration (%)
(ng/mL) (ng/mL)

50.0 52.8 105.6
100.0 107.3 107.3
200.0 191.2 95.6
300.0 277 .1 924
400.0 361.5 90.4
500.0 490.7 98.1
600.0 654.8 109.1
700.0 724.4 103.5




Theoretische Mittlere

Konzentration | Konzentration Wledel;;mdung
(ng/mL) (ng/mL) (%)
800.0 872.5 109.1
900.0 917.9 102.0
1000.0 984.1 98.4
Analytische Spezifitat

Alle getesteten Substanzen wurden analyt-freiem negativen Humanurin
hinzugefigt und mit dem ARK Tramadol Assay im qualitativen und semi-
quantitativen Modus analysiert.

Tramadol Metaboliten

Die Kreuzreaktivitat der folgenden Tramadol-Metaboliten wurde durch Zugabe
dieser Substanzen zu analyt-freiem negativen Humanurin ermittelt, um die
niedrigste Konzentration zu bestimmen, die ein positives Ergebnis aquivalent
zum 100 ng/mL Tramadol Cut-off ergeben wirde. Diese Konzentrationen wurden
verwendet, um die Kreuzreaktivitat in Prozent (%) nach folgender Formel zu
berechnen:

Kreuzreaktivitat in % = (Cut-off-Konzentration / Niedrigste Konzentration der
kreuzreagierenden Substanz mit positivem Ergebnis) X 100

Niedrigste getestete
Konzentration mit einem Kreuzreaktivitat
Substanz Ergebnis ungefahr (in %)
aquivalent zum Cut-off ¢
(ng/mL)
O-Desmethyltramadol 600 16.67
N-Desmethyltramadol 150 66.67

Strukturell verwandte Substanzen

Die folgenden strukturell verwandten Substanzen waren bei den mit dem ARK
Tramadol Assay getesteten Konzentrationen sowohl im qualitativen als auch im
semi-quantitativen Modus negativ.

Getestete Konzentration
Substanz

(ng/mL)
6-Acetylmorphin 100,000
Amitriptylin 100,000
Amphetamin 100,000
Chlorpromazin 100,000
Clomipramin 100,000
Cyclobenzaprin 100,000
Desipramin 100,000
Dextromethorphan 100,000
Diphenhydramin 500,000
Doxepin 100,000
EDDP 100,000
EMDP 50,000
Fentanyl 100,000




Getestete Konzentration
Substanz

(ng/mL)
Fluoxetin 100,000
Imipramin 100,000
Ketamin 100,000
MDEA 75,000
Meperidin 100,000
Methadon 500,000
Methapyrilen 10,000
Methylphenidat 100,000
Mgthylpr]enldat-Metabollt 100,000
(Ritalinsaure)
Morphin 100,000
Morphin-3-beta-glucuronid 100,000
N-Desmethyltapentadol 100,000
Norcodein 100,000
Norfentanyl 100,000
Norketamin 100,000
Normeperidin 50,000
Normorphin 100,000
Noroxycodon 25,000
Nortriptylin 100,000
PCP 100,000
Pentazocine 100,000
Propranolol 15,000
Quinin 450,000
Risperidon 50,000
Tapentadol 100,000
Thioridazin 100,000
Trazodon 100,000
Venlafaxin 100,000

Interferenzen — Exogene Substanzen

Hohe Konzentrationen der folgenden exogenen Substanzen wurden zu Urin
hinzugefugt, der mit Tramadol dotiert wurde (+ 25% der Cut-off-Konzentration),
und mit dem ARK Tramadol Assay sowohl im qualitativen als auch im semi-
quantitativen Modus gemessen. Bezogen auf den 100 ng/ml Cut-off lieferte keine

der nachfolgend aufgelisteten Substanzen bei den angegebenen
Konzentrationen ein falsches Ergebnis.
Substanz Konzentration 75 ng/mL 125 ng/mL
(ng/mL) (-25% Cut-off) (+25% Cut-off)

6-Acetylcodein 100,000 Negative Positive
6-Acetylmorphin 100,000 Negative Positive
7-Aminoclonazepam 100,000 Negative Positive
7-Aminoflunitrazepam 100,000 Negative Positive
7-Aminonitrazepam 100,000 Negative Positive
Albuterol 100,000 Negative Positive
Acetaminophen 500,000 Negative Positive
Acetylsalicylsaure 500,000 Negative Positive
Alprazolam 50,000 Negative Positive
Amitriptylin 100,000 Negative Positive
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Substanz Konzentration 75 ng/mL 125 ng/mL
(ng/mL) (-25% Cut-off) (+25% Cut-off)
Amobarbital 100,000 Negative Positive
Amphetamin 100,000 Negative Positive
Benzoylecgonin 500,000 Negative Positive
Benzylpiperazin 100,000 Negative Positive
Bromazepam 100,000 Negative Positive
4-Bromo-2,5-Dimethoxyphenethylamin 100,000 Negative Positive
Buprenorphin 100,000 Negative Positive
Buprenorphin Glucuronid 50,000 Negative Positive
Bupropion 25,000 Negative Positive
Butabarbital 100,000 Negative Positive
Cannabidiol 100,000 Negative Positive
Cannabinol 100,000 Negative Positive
Carbamazepin 100,000 Negative Positive
Carisoprodol 100,000 Negative Positive
Chlordiazepoxid 100,000 Negative Positive
Chlorpromazin 100,000 Negative Positive
Clobazam 100,000 Negative Positive
Clomipramin 100,000 Negative Positive
Clonazepam 100,000 Negativ Positiv
Cocain 100,000 Negativ Positiv
Codein 100,000 Negativ Positiv
Cotinin 100,000 Negativ Positiv
Cyclobenzaprin 100,000 Negativ Positiv
Delta-9-THC 100,000 Negativ Positiv
Demoxepam 100,000 Negativ Positiv
Desalkylflurazepam 100,000 Negativ Positiv
Desipramin 100,000 Negativ Positiv
Dextromethorphan 100,000 Negativ Positiv
Diazepam 50,000 Negativ Positiv
Dihydrocodein 100,000 Negativ Positiv
Diphenhydramin 100,000 Negativ Positiv
Doxepin 100,000 Negativ Positiv
Ecgonin 100,000 Negativ Positiv
Ecgonin Methyl Ester 100,000 Negativ Positiv
EDDP 100,000 Negativ Positiv
1R, 2S(-)-Ephedrin 100,000 Negativ Positiv
1S, 2R(+)-Ephedrin 100,000 Negativ Positiv
EtG 100,000 Negativ Positiv
Ethylmorphin 100,000 Negativ Positiv
R-Fenfluramin 100,000 Negativ Positiv
S-Fenfluramin 100,000 Negativ Positiv
Fentanyl 100,000 Negativ Positiv
Flunitrazepam 100,000 Negativ Positiv
Fluoxetin 50,000 Negativ Positiv
Fluphenazin 100,000 Negativ Positiv
Flurazepam 100,000 Negativ Positiv
Heroin 100,000 Negativ Positiv
Hexobarbital 100,000 Negativ Positiv
Hydrocodon 100,000 Negativ Positiv
Hydromorphon 100,000 Negativ Positiv
11-hydroxy-delta-9-THC 100,000 Negativ Positiv
Ibuprofen 100,000 Negativ Positiv
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Substanz Konzentration 75 ng/mL 125 ng/mL
(ng/mL) (-25% Cut-off) (+25% Cut-off)
Imipramin 100,000 Negativ Positiv
Ketamin 100,000 Negativ Positiv
Koffein 500,000 Negativ Positiv
Lamotrigin 100,000 Negativ Positiv
Levorphanol 75,000 Negativ Positiv
Lidocain 100,000 Negativ Positiv
Lorazepam 100,000 Negativ Positiv
Lorazepam Glucuronid 50,000 Negativ Positiv
Lormetazepam 100,000 Negativ Positiv
LSD 100,000 Negativ Positiv
Maprotilin 100,000 Negativ Positiv
MDA 100,000 Negativ Positiv
MDEA 10,000 Negativ Positiv
MDMA 50,000 Negativ Positiv
Meperidin 100,000 Negativ Positiv
Meprobamat 100,000 Negativ Positiv
Methadon 500,000 Negativ Positiv
S(+)-Methamphetamin 500,000 Negativ Positiv
Methaqualon 100,000 Negativ Positiv
Methylphenidat 25,000 Negativ Positiv
Methylphenidat-Metabolit (Ritalinsaure) 100,000 Negativ Positiv
Metronidazol 300,000 Negativ Positiv
Midazolam 100,000 Negativ Positiv
Morphin 100,000 Negativ Positiv
Morphin-3-beta-glucuronid 100,000 Negativ Positiv
Morphin-6-beta-glucuronid 100,000 Negativ Positiv
Nalorphin 100,000 Negativ Positiv
Naloxon 100,000 Negativ Positiv
Naltrexon 100,000 Negativ Positiv
Naproxen 100,000 Negativ Positiv
N-desmethyltapentadol 25,000 Negativ Positiv
Nicotin 10,000 Negativ Positiv
Nitrazepam 100,000 Negativ Positiv
Norbuprenorphin 100,000 Negativ Positiv
Norcodein 100,000 Negativ Positiv
Nordiazepam 100,000 Negativ Positiv
Normorphin 100,000 Negativ Positiv
Norpropoxyphen 100,000 Negativ Positiv
Norpseudoephedrin 100,000 Negativ Positiv
Nortriptylin 100,000 Negativ Positiv
Oxazepam 100,000 Negativ Positiv
Oxazepam Glucuronid 10,000 Negativ Positiv
Oxycodon 100,000 Negativ Positiv
Oxymorphon 100,000 Negativ Positiv
PCP 10,000 Negativ Positiv
Pentazocin 50,000 Negativ Positiv
Pentobarbital 100,000 Negativ Positiv
Phenobarbital 100,000 Negativ Positiv
Phentermin 100,000 Negativ Positiv
Phenylephrin 100,000 Negativ Positiv
Phenylpropanolamin 100,000 Negativ Positiv
Phenytoin 100,000 Negativ Positiv
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Substanz Konzentration 75 ng/mL 125 ng/mL
(ng/mL) (-25% Cut-off) (+25% Cut-off)
PMA 100,000 Negativ Positiv
Propoxyphen 100,000 Negativ Positiv
Propranolol 2,000 Negativ Positiv
Protriptylin 100,000 Negativ Positiv
R,R(-)-Pseudoephedrin 100,000 Negativ Positiv
S,S(+)-Pseudoephedrin 100,000 Negativ Positiv
Ranitidin 100,000 Negativ Positiv
Salicylsdure 100,000 Negativ Positiv
Secobarbital 100,000 Negativ Positiv
Sertralin 50,000 Negativ Positiv
Sufentanil Citrat 10,000 Negativ Positiv
Tapentadol 25,000 Negativ Positiv
Temazepam 100,000 Negativ Positiv
11-nor-9-carboxy THC 100,000 Negativ Positiv
Theophyllin 100,000 Negativ Positiv
Thioridazin 25,000 Negativ Positiv
Tilidin 50,000 Negativ Positiv
Trazodon 100,000 Negativ Positiv
Triazolam 100,000 Negativ Positiv
Trifluoromethylphenylpiperazin 100,000 Negativ Positiv
Trimipramin 100,000 Negativ Positiv
Valproinsaure 250,000 Negativ Positiv
Zolpidem Tartrat 100,000 Negativ Positiv

Interferenzen — Endogene Substanzen
Hohe Konzentrationen der folgenden endogenen Substanzen wurden zu Urin
hinzugefugt, der mit Tramadol dotiert wurde (£ 25% der Cut-off Konzentration).
Bei der Messung mit dem ARK Tramadol Assay wurden weder im qualitativen
noch im semi-quantitativen Modus Interferenzen beobachtet.

Substanz Getestett_a 75 ng/mL 125 ng/mL
Konzentration (-25% Cut-off) (+25% Cut-off)

Aceton 1000 mg/dL Negativ Positiv
Ascorbinsaure 1500 mg/dL Negativ Positiv
Bilirubin 2 mg/dL Negativ Positiv
Creatinin 500 mg/dL Negativ Positiv
Ethanol 1000 mg/dL Negativ Positiv
Galactose 10 mg/dL Negativ Positiv
Gamma Globulin 500 mg/dL Negativ Positiv
Glucose 3000 mg/dL Negativ Positiv
Hamoglobin 300 mg/dL Negativ Positiv
Humanalbumin 500 mg/dL Negativ Positiv
Oxalsaure 100 mg/dL Negativ Positiv
Riboflavin 7.5 mg/dL Negativ Positiv
Natriumazid 1% wiv Negativ Positiv
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Substanz

Getestete
Konzentration

75 ng/mL
(-25% Cut-off)

125 ng/mL
(+25% Cut-off)

Natriumchlorid 6000 mg/dL Negativ Positiv
Natriumfluorid 1% wiv Negativ Positiv
Urea 6000 mg/dL Negativ Positiv

Interferenzen — Borsaure

Ein Prozent (1%) w/v Borsaure wurde zu Urin hinzugefugt, der mit Tramadol
dotiert wurde (£ 25% der Cut-off-Konzentration), und mit dem ARK Tramadol
Assay sowohl qualitativ als auch semi-quantitativ gemessen. Die Ergebnisse sind
in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Semi-quantitativer Modus Qualitativer Modus

Substanz Getestete
Konzentration 75 ng/mL 125 ng/mL 75 ng/mL 125 ng/mL
(-25% Cut-off) | (+25% Cut-off) | (-25% Cut-off) | (+25% Cut-off)
Borsaure 1% wiv Negativ Positiv Negativ Negativ

Borsaure beeintrachtigt die Ergebnisse des Assays. Analysen Sie keine Proben,
die Borsaure als Konservierungsmittel enthalten.

Interferenzen — Spezifisches Gewicht und pH-Wert

Urinproben mit einem spezifischen Gewicht zwischen 1,000 und 1,030 sowie pH-
Werten zwischen 3,0 und 11,0 wurden in Gegenwart der beiden Tramadol-
Konzentrationen bei + 25% der Cut-off-Konzentration gemessen. Bei Tests mit
dem ARK Tramadol Assay wurden weder im qualitativen noch im semi-
quantitativen Modus Interferenzen beobachtet.

Methodenvergleich

Insgesamt einhundertfunfzehn (115) unveranderte klinische Urinproben, die
individuell nicht identifizierbar waren, wurden mit dem ARK Tramadol Assay
sowohl im qualitativen als auch im semi-quantitativen Modus auf Tramadol
getestet. Die Ergebnisse wurden mit der LC-MS/MS Analyse verglichen. Die
Bestatigungsanalyse mit LC-MS/MS wurde von einem akkreditierten
Referenzlabor durchgeflhrt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle
zusammengefasst.

Gering Knapp am Knapp am Stark positiv
negativ Cut-off Cut-off positiv | Mehr als 50%
ARK Weniger als negativ Zwischen dem tiber dem
Immunoassay 50% unter Zwischen 50% Cut-off und Cut-off
Ergebnis dem Cut-off unter dem 50% tliber dem
Cut-off und Cut-off (> 150 ng/mL
(< 50 ng/mL dem Cut-off mit LC-
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mit (100 — 150 MS/MS)
LC-MS/MS) (50 — 99 ng/mL mit
ng/mL mit LC-MS/MS)
LC-MS/MS)
Negativ 50 0 0 0
Positiv 0 5* 4 56
*Abweichende Ergebnisse
ARK Immunoassay Tramadol
Proben-ID Nummer Ergebnisse (ng/mL mit LC-MS/MS)
01 Positiv 74.0
05 Positiv 98.7
06 Positiv 98.9
51 Positiv 75.0
52 Positiv 79.0

Diese Proben enthielten O-Desmethyltramadol, das zu dem mit dem ARK Tramadol
Assay ermittelten positiven Ergebnis fiihrte
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