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Wstep

Skrining prébek moczu na obecno$é narkotykow odbywa si¢ zwykle przy
pomocy metod immunologicznych; immunoenzymatycznych (EIA - Enzyme Im-
munoassay), immunofluorescencyjnych (FPLA - Fluorescence Polarisation Im-
munoassay ) lub radioimmunologicznych (RIA - Radioimmunoassay). Metody te
wymagajg okreslonego typu wyposazenia (spektrofotometr, analizator spolary-
zowanego $wiatla fluorescencii, licznik gamma) i sa zwykle stosowane w labo-
ratoriach klinicznych i toksykologicznych. Nadajq si¢ one do prowadzenia du-
zych programdw skriningowych przy uzyciu niewielkich ilosci materiatu biolo-
gicznego.

Wymienione aparaty sq jednak dos¢ kosztowne, a ich uzycie wymaga do-
$wiadczenia laboratoryjnego. Ponadto sa sytuacje, w ktorych konieczne jest
wykonanie badania na obecnosé substancji uzalezniajacych bez uzycia jakiej-
kolwiek aparatury, np. przez policje na miejscu wypadku, w Oddziale Deto-
ksykacyjnym u pacjenta przywiezionego z objawami cigzkiego zatrucia narko-
tykami itp. :

Nowa metoda wykrywania narkotykéw - Abusereen Ontrak, opracowana
przez koncern Hoffimann-La Roche, wychodzi naprzeciw takim potrzebom.
Jest to jakosciowy, plytkowy test immunologiczny, oparty na hamowaniu aglu-
tynacji lateksu, przeznaczony do wykrywania podstawowych grup substancii
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uzalezniajacych, bez koniecznosci uzycia aparatury i innych urzadzen laborato-
ryjnych a takze dodatkowych odeczynnikéw poza tymi, ktore znajduja sie w
zestawie testowym.

Metoda daje wynik dodatni gdy stgzenie narkotyku lub jego metabolitéw w
moczu przekroczy tzw. ,,prog czutosci” (ang. cutoff level, Minimal Allowable
Threshold - MAT)*. :

Badania mogg by¢é wykonywane przez personel bez duzego doswiadezenia
w pracy laboratoryjnej i dostarczaja wynikow, ktdre odczytuje sie wizualnie.
Duzy zaleta metody jest mozliwosé otrzymania wyniku w ciagu 3-5 minut. Po-
niewaz leczenie narkomanéw opiatowych metadonem (stosowane m.in. przez
Instytut Psychiatrii i Neurologii oraz Szpital Nowowiejski) wymaga sprawnie
i szybko funkcjonujacego systemu kontroli abstynencji; metoda Ontrak mogla-
by by¢ przydatna, jako podstawowy test skriningowy.

Nie wiadomo jednak czy szybki test ten spraWdza si¢ réwniez w naszych warun-
kach, tzn. czy daje prawidtowe wyniki przy badaniu moczu narkomanow stosujacych
preparaty o nieznanym, zmiennym skladzie, otrzymane prymitywnymi domowymni
metodami {makiwara, mieczko makowe, kompotitp.) [4, 5], czesto ,,wzbogacane”
innymi substancjami psychoaktywnymi wcelu zwickszenia ich efektu. '

Material i metody

Materiatem uzytym do badania byl mocz 121 narkomanéw leczonych w Szpi-
talu Nowowiejskim 1 w Instytucie Psychiatrii i Neurologii, pobierany pod kon-
trola, by wykluczy¢ mozliwosc zafatszowan. Oznaczano w nim barbiturany (39
pacjentow), optaty (32 pacjentow), amfetaminy (26 pacjentdw) i-kanabinole
(24 pacjentdw) stosujac test Abuscreen-Ontrak (Ontrak Test Kit Roche Dia-
gnostic System) oraz metod¢ immunofluorescencji w swietle spolaryzowanym
(FPIA).

Testy Abuscreen-Ontrak (Ontrak Test Kit Roche Diagnostic System) do wy-
krywania opiatow, barbiturandw, amfetaminy i kanabinoli i otrzymano od produ-
centa. Testy sg sprzedawane w opakowaniach po 40 lub 100 zestawow. Zawiera-
1a one plastikowe ptytki do przeprowadzenia reakcji, odezynniki, plastikowe
topatki do mieszania i pipetkl do dokiadnego odmierzania objgtosci moczu.

Obudowa phytki wykonana jest z czarnej masy plastycznej, natomiast czesé, w
ktore) zachodzi reakcja immunologiczna - z przezroczystego plastiku. Sklada sie

*Jest 1o ustalane przez producenta testu stgzenie, ktore musi by¢ przekroczone, aby wynik mégl by¢ vznany
za dodatni.
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ona z zaglebienia do przeprowadzenia reakeji (,,studzienki”, Mixing well), kapi-
larnego tunelu, ktérym przeplywajq substraty 1 produkty reakeji (Track) oraz kwa- -
dratowego zaglebienia do odczytywania wynikow badania (Viewing chamber)
(Ryc.1).

Do kazdego zestawu dolaczone sa 3 flaszeczki z odczynnikami oznaczonymi
literami A, B, i C. Buteleczka A zawiera roztwor przeciwciata zdolnego do reak-
¢ji immunologicznej z badanym narkotykiem i jego gléwnymi metabolitami,
buteleczka B - roztwor mieszaniny buforowej, buteleczka C - zawiesine cza-
stek lateksu ,,oplaszezonych” czasteczkami narkotyku (tj. ze zwiazanymi na po-
wierzchni lateksu czasteczkami oznaczanej substancii).

W zestawie znajduje sie rowniez {laszeczka z moczem zawierajacym oznaczana sub-
stancje w stezeniu stanowiacym potowe,progu czutoscei” - jako tzw. ujemna kontrola
{test wykonywany przy uzyciu takiego moczu powmien da¢ wynik ujemnyy).

- Zasada metody opiera si¢ na hamowaniu aglutynacji lateksu. W obecnos$ci
,»,CZystego” moczu, lub przy st¢zeniu badanej substancji nizszym od ,,progu czu-
fosci” - przeciwciato wigze si¢ z czastkami lateksu ,,optaszczonymi” czastecz-
kami substancji oznaczanej powodujac aglutynacje lateksu, manifestujaca sie
utworzeniem wyraznie widoczne] klaczkowatej struktury.

Jesli mocz zawiera substancje oznaczana lub jej metabolity, tacza sic one z
przeciwcialem, nie dopuszezaja do polaczenia przeciweiata z czastkami late-
ksu a tym samym - do ich aglutynacji. St¢zenia odczynnikow sg tak dobrane, ze
hamowanie aglutynacji nastepuje wowezas, gdy stgzenie narkotyku lub jego
metabolitu wmoczu przekroczy wartosé ,,progu czutosei™, ustalonego dla da-
nej substancji.

Wykonanie badania polega na natozeniu za pomoca pipety (firmowej lub
innej) 1 11/uL badanego moczu do zaglebienia, dodanie po 1 kropli odezynni-
kéw kolejno z buteleczek A, B i C, starannym wymieszaniu skiadnikow plasti-
kowa lopatka, wprowadzeniu mieszaniny ta sama fopatka przez kapilarny tunel
do kwadratowe] ,,studzienki” | odezytaniu wyniku badania. '

Negatywnym wynikiem jest aglutynacja czastek lateksowych, czyli pocetkowa-
ne biate pole (kratownica utworzona z czastek fateksowych), natomiast wynikiem
dodatnim - brak objawow aglutynacji, czyli mleczny, jednolity wyglad mieszaniny
reakeyjnej. Dostrzegalna mikroaglutynacija lateksu (, ktaczki” czgdciowo zagluty-
nowanej zawiesiny lateksowej na mlecznym bialym tle) moze zachodzié, gdy ste-
zenie narkotyku jest réwne lub bliskie wartosci ,,progu czulodei” (mikrokaczko-
wanie na poziomie ,,progu czulosci”™). Kazdy rodzaj aglutynacji, w tym wspommnia-
ne wyzej mikroklaczkowanie, odczytuje sig jako wynik ujemny.
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»Progi czutosct” dla poszezegdlnych narkotykdw sq nastepujace:
Opiaty 300 ng/mL

Barbiturany 200 ng/mL

Amfetaminy 1000 ng/mL

Kokaina 300 ng/ml.

Kanabinole 100 ng/mL

Fencyklidyna 25 ng/mL

Wartosci te odpowiadaja wymaganiom NIDA (National Institute of Drug
Abuse, USA) w zakresie czulosci metod oznaczania narkotykdéw w ptynach
biologicznych. :

Wynik badania za pomocg testu Ontrak moze by¢ zachowany jako dowad. Jest to
wazne wroznych sytuacjach, ale szezegolnie w przypadkach zwiazanych z fama-
niem prawa. Nalezy wowczas wyjac z bloku plytki jej centralng czes¢ 1 whozy¢ ja.
z powrotem odwrotng strong {w takim polozeniu jej zawartos$¢ nie moze sie wy-
la¢). Mozna réwniez zrobi¢ fotografie ptytki po zakonczeniu badania. Instrukeja zale-
cawykonanie dla kazdej serii badan kontroli ujemnej. Jednakze wykonanie wylacznie
kontroli ujemnej nie daje gwaranciji, ze dany zestaw bedzie prawidlowo reagowat na
probki dodatnie. Nalezaloby wiec wykonywac zardwno kontrole dodatnie jak i ujem-
ne. Producent nie stwarza jednak mozliwosci wykonania kontroli dodatniej (brak w
firmowych zestawach moczu wzorcowego, zawierajacego narkotyk w stezeniu prze-
kraczajacym prog czulosci}, gdyz jednoczesne wykonywanie obu zwigkszyloby koszt
oznaczen.

B. Wyniki

Wykonano badania moczu na obecnosé opiatdéw u 32 pacjentdw, barbitura-
néw - u 39 pacjentdw, kanabinoli - u 24 pacjentdw oraz amfetaminy - u 26
pacjentow.

Do wervfikacji przydatnosci testu Ontrak jako metody wykrywania opiatéw za-
stosowano metodg immunofluorescencyjua (FP1A) przy uzyciu aparatuAbbotta.

Na 32 badania opiatow wykonane metoda FPIA i testem Abuscreen Ontrak -
w czterech przypadkach test Ontrak dat wynik dodatni, chociaz stgzenie opia-
tow w moczu, oznaczane metoda FPIA, bylo nizsze od progu czutosci dla opia-
tow (Tabela 1, mocze Nr 9, 10,261 31).

W badaniach barbiturandw 1 kanabineli otrzymano po jednym wyniku fatszy-
wie dodatnim (tabele 2 1 3), natomiast dia amfetamin wyniki uzyskane obu meto-
dami byly zgodne (Tabela 4).
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Tabela |
Wyniki badania opiatéw metody immunofluorescencyjna Abbotta (FPIA),
immunoaglutynacyjnym testem Ontrak La Roche.

Lp. pacjent FPIA Ontrak
1. Z.7. 1000 +
2. AG. 1000 +
3. T.D. 1000 +
4, HEK. © 1000 +
5. W.B. 1000 +
G B.Ch 2000 +
7 W.R. 3000 +
8. “ML.E. 1000 +
9. K.Z. 147 +
10, W.D. 100,4 +
L1. Z.D. 388 -
12. R.M. 1000 +
13. W.J. 513 +
14. TK. 3000 +
15. PK, 5000 +
16. LI 50,3 -
17. EP. 1000 +
18. H.D, 120 -
19. AP, 1000 +
20. ALC, 1000 +
21 B.P. 3000 +
22. 1P, - 104 -
23. JK-L. 1000 +
24, LRV 1000 +
25. JKY 1000 +
26, PP, 240 +
27. B.M. 59.9 -
28. DL. 380 +
29, 0G0 1000 +
30. AW, 340 +
3L D.Z. 136,08 +
32 B.C. niski (low) -
Tabela 2 -

Wyniki badania barbituranéw w moczu 39 pacjentéw metodg immuno-
fluorescencyjna Abbotta (FPTA) i immunoaghutynacyjnym testem Ontrak La Roche

Wynik Dodatni Ujemny
Metoda ~ FPIA Ontrak FPIA Ontrak
Liczba prébek moczu 6 7 33 32



Ialina Maisumoto, Bogdan Szukalski, Krystyna Stencka, Elzbietn Woiny
Tabela 3

Wiyniki badan kanabinoli w moczu 24 pacjentow metodg immunofluorescencyjng
Abbotta (FPIA) i testem inumunoaglutynacyjnym Ontrak La Roche

Wynik Dodatni Ujemny

Metoda FPIA Ontrak FPIA Ontrak

Liczba prébek moczu - ] 24 23
Tabela 4

Wryniki badania amfetaminy w moczu 26 pacjentéw metoda immuno-
fluorescencyjna Abbotta (FPIA) i testem immunoaglutynacyjnym Ontrak La Roche

Wynik Dodatni Ujenny
Metoda FPIA Ontrak FPIA Ontrak
Liczba prabek moczu 4 4 22 22

2

Ryec. 1. TestAbuscreen-Ontrak
1. Miejsce reakeji (Mixing well)
2. Droga przeptywu substratéw (Track)
3. Miejsce odczytu wyniku reakcji (Viewing chamber)

Tak wiec bez weryfikacji inng metods (w naszym badaniu FPIA) 6 wynikow
(4,9%) uzyskanych za pomoca testu Ontrak bytoby fatszywie dodatnich, a wiec
krzywdzitoby pacjentéw, ktérzy nie zlamali abstynenc;i.

W pozostatych przypadkach nie stwierdzono rozbieznosci wynikow otrzy-

manych obu metodami, to znaczy mocze, w ktérych metoda FPIA wykazano
I8
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stezenie narkotyku wyzsze od ,,progu czutosci” dla testu Ontrak - przy badaniu
tym testem dawaly wynik dodatni, a gdy stezenie bylo nizsze od ,,progu czuto-
dci” - wynik ujemny.,

Oméwienie wynikow

W pewnych sytuacjach klinicznych 1 sadowych potrzebny jest szybki, prze-
nosny test pozwalajacy wykrywaé w materiale biologicznym matle stgZenia naj-
czesciej stosowanych przez narkomandw substancji uzalezniajacych. Pod ko-
niec lat 80-tych prébowano wprowadzi¢ takeq metode pod nazwg KDJ Quick
Test (Keystone Diagnostic), ktéry mial jednak szereg mankamentow i nie spel-
nial oczekiwan analitykow [6,7,8].

Nie nadawat si¢ na przykiad do wykrywania kanabinoli, najczgsciej uzy-
wanych w USA substancji uzalezniajgcych oraz benzoiloekgoniny - gtow-
nego metabolitu kokainy. Ponadto przy badaniu innych narkotykéw dawat
dos$¢ znaczny procent wynikow fatszywie ujemnych i falszywie dodatnich.
Oceniany przez nas Ontrak nie ma tych wad, chociaz wyniki fatszywie do-
datnie moga si¢ zdarza¢. W naszych badaniach byto ich 6 na 121 oznaczen,
awiec 4,9%.

Prawdopodobnie najpowazniejszym mankamentem metody Ontrak 1 innych te-
stow tego typu jest subiektywny charakter oceny wynikdw, Wyniki zdecydowanie
dodatnie i njemne sa tatwe do oceny, ale probki moczu zawierajace dostateczng
ilos¢ narkotyku, aby ostabic aglutynacie, ale za mala, by ja catkowicie zahamo-
wac - stwarzajg czasem duze trudnosci interpretacyjne.

Subiektywny charakter oceny wizualnej sprawia, 7e taki rezultat jedna oso-
ba moze ocenié jako wynik dodatni, a inna - jako ujemny.

Wyniki metody Ontrak poréwnywano z wynikami uzyskanymi metoda FPIA.
Zardwno Ontrak jak i FPIA dajg reakcje krzyZzowe z roznymi zwigzkami opio-
idowymi jak kodeina, dihydromorfina, 3-glukoronian morfiny itp. Rézne proby
immunologiczne moga dawac odmienne ilosciowe i potilosciowe wyniki dla
tej samej probki, zalezne od profilu reakeji krzyzowych oraz proporcji ilo-
$ciowych miedzy substancjg uzalezniajaca i jej metabolitami. Wyniki fatszy-
wie ujemne (w porownaniu np. z FPIA) mozna przypisywac albo brakowi
czulosci testu jakosciowego w poréwnaniu z metodami péfilosciowymi lub
ilodciowymi, albo rozktadem narkotyku w prébce podczas przechowywania.
Przyczyna wynikdw fatszywie dodatnich przy badaniu opiatéw w tej pracy
mogta by¢ obecno$¢ w moczu skladnikéw nieoczyszezonych preparatow ze
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stomy makowej, ktore daja reakcje z odezynnikami testu Ontrak, a pozostajg
Niezauwazone” przez metode FPIA.

Do analizy za pomoca testu Ontrak uzywa sie 1 1/LL moczu i producent oferuje
pipetki odmierzajace taka objetos¢. Mozna jednak stosowac réwniez inne pipety,
chociaz pracownikom bez dodwiadczenia laboratoryjnego zalecilibysmy uzywanie
pipet firmowych. '

Préby wykonane z réznymi objetosciami moczu wskazuja, ze mocze o
stezeniach przekraczajacych warto$é progu czutosci moga dawaé wyniki
ujemne, jezeli uzyto zbyt mala objgtos¢ moczu, i odwrotnie - prébki o ste-
zeniu nizszym od progu czulosci moga dawaé wyniki dodatnie, jesli do ba-
dania uzyto zbyt duzg objetosé moczu. Tak wige objeto$¢ moczu uzyta do

‘badania jest istotna 1 wskazane jest Sciste stosowanie sie w tym zakresie do
zalecen producenta,

Rekapitulujac, test Ontrak daje wyniki na ogél zgodne z metodg immunofiuo-
rescencyjng Abbotta. Stanowi on szybka i dosé pewna, chociaz niezbyt tania,
metode wykrywania narkotykow, ktéra moze by¢ uzyta rowniez poza laborato-
rium przez osoby nie posiadajgce doswiadczenia analitycznego. Nasze spo-
strzezenia sa zgodne z wezesniejszymi badaniami na ten temat [ 1, 2, 3] ocenia-
jacymi Ontrak jako szybka metodg skriningowa, ktdra wymaga jednak potwier-
dzania wynikow dodatnich i watpliwych inna metoda, aby uniknaé krzywdzacych
zarzutow pod adresem pacjentow, ktérzy nie ztamali abstynencii.

Streszczenie _

W moczu 121 narkomandw oznaczano barbituriany (39 pacjentéw), opiaty (32
pacjentow), amfetaminy (26 pacjentow) 1 kanabinele (24 pacjentdw) stosujac
metode Abuscreen-Ontrak, oparta na hamowaniu aglutynacji lateksu oraz metode
immunofluorescencji w §wietle spolaryzowanym (FPIA).

Na 32 badania opiatow - w 4 przypadkach test Ontrak dat wynik dodatni,
chociaz stezenie opiatéw w moczu, oznaczane metoda FPIA, bylo nizsze od pro-
gu czutosci (wynik fatszywie dodatni). Badanie na barbiturany i kanabinole dato
po 1 wyniku falszywie dodatnim, natonyast wyniki analizy amfetamin przepro-
wadzone obu metodami byty zgodne.

Tak wige metoda Abuscreen-Ontrak daje wyniki na 0g6t zgodne z metoda
FPIA. Stanowi ona szyba, cho¢ niezbyt tanig, metode skriningowa, ktdra wy-
maga jednak potwierdzenia inng metoda wynikdw dodatnich i watpliwych, aby
uniknaé¢ krzywdzacych zarzutdw pod adresem pacjentdw, ktdrzy nie ztamali
abstynencji.
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H . Matsumoto, B.Szukaiski, K.Stencka, E.Wozny
Studies On The Usefulness of The Abusereen-Ontrak Test For Detecting
Opiates, Amphetamines, Barbiturans And Cannabinol In Drug User Urine.

Summary

With use of Abuscreen-Ontrak method, based on latex agglutination impedi-

ment and FPIA method barbiturans (39 cases), amphetamine (26 cases) and can-
‘nabinol were identified in urine of 121 studied drug dependents.

In 32 tests over opiates - Ontract test was positive in 4 cases, however
opiate concentration was lower than sensitivity threshold (false positive re-
sult). Tests of barbiturans and cannabinol resulted in 1 one false positive
result respectively. Results of amphetamine tests with use of both methods
were identical.

Abuscreen-Ontrak method brings results generally in concordance with
FPIA method. It is fast, however not cheap screening method, which needs
to be confirmed by other method in case of positive or ambiguous results, in
order to avoid biased accusations addressed to patients, who do not break
abstinence. ‘

Key words: Abuscreen-Ontrack method, barbiturans, amphetamine, can-
nibinol
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