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Damit Sie die Kontrolle behalten.

Aktuelles aus der Drogenanalytik, August 2010

Jederzeit.

Ethylglucuronid (EtG) - ein direkter Alkoholmarker

Sowohl in der Rechtsmedizin als auch
zur Kontrolle einer erfolgreichen Absti-
nenz alkoholkranker Patienten hat ein
neuer Alkoholmarker Bedeutung er-
langt: EtG. Ethylglucuronid ist ein direk-
ter Alkoholmetabolit, der nur in Anwe-
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senheit von Ethanol durch Glucuronidie-
rung in der Leber entsteht und damit
alkoholspezifisch ist. Bereits beim Kon-
sum geringer Mengen Alkohol ist dieser
sehr sensible Parameter bis zu 80 Stun-
den im Urin nachweisbar; damit schlief3t
sich das bislang offene diagnostische
Zeitfenster zwischen direkter Messung
der Blutalkoholkonzentration und Be-
stimmung von Langzeitmarkern (z.B,
CDT). In Studien erweist sich EtG jedoch
als storanfallig gegenuber einer Vielzahl
von Faktoren. Dass die Anwendung von
alkoholhaltigen Hautpflegemitteln,
Mundwasser oder Desinfektionsmitteln
bereits ausreichen, um ein positives EtG
Testergebnis zu erhalten, ist schon lan-
gere Zeit bekannt. Fatal fur den Einzel-
nen, wenn man die Folgen bedenkt.
Damit sich der Nachweis von Ethylglu-
curonid zu einem verlasslichen Routine-

verfahren entwickeln kann, ist es wich-
tig, auch die Grenzen und Schwachen
dieser Analysemethode zu kennen. Nur
so sind Verbesserungen und eine Kriti-
sche Interpretation von Testergebnissen
moglich.

Bereits 2004 gingen Wissenschaftler in
Basel der Frage nach, wie spezifisch der
Nachweis von EtG im Urin fir einen
tatsachlich stattgehabten Alkoholkon-
sum ist und welche Stérfaktoren eine
Rolle spielen kénnten. Urinproben von
453 Probanden wurden mittels
LC-MS/MS untersucht und die Ergebnis-
se unter Berlcksichtigung verschiede-
ner Parameter statistisch ausgewertet.
Vor allem Cannabiskonsum, Alter, Ge-
schlecht, Nierenerkrankungen und Ge-
samtalkoholkonsum der letzten Monate

weiter auf Seite 2

Drogenschnelltest mit integrierter Kreatininbestimmung

Urin ist das gebrauchlichste Untersu-
chungsmaterial in der Drogenanalytik.
Bedingt durch die Art der Probengewin-
nung sind manipulative Verfalschungen
nie sicher auszuschliefen. Diese zu
erkennen ist aber ein entscheidender
Faktor fur die Qualitdt der erhobenen
Befunde. Insbesondere die Aufdeckung
ydinner“ (In-vivo Urinverdinnung durch
Aufnahme grofler Flussigkeitsvolumina)
oder ,verdUnnter“ (In-vitro Wasser-
beimengung) Urine ist dabei von
Bedeutung, da diese einen Abfall der
Drogenkonzentrationen unter die Nach-
weisgrenze mit einem falsch-negativen
Ergebnis bewirken kénnen. Eine simul-

tane Uberpriifung der Urinkonzentration
sollte deshalb ein regularer Bestandteil
einer jeden Urindrogenanalyse sein.

Als allgemein akzeptierte Kenngrofle
bei der Messung der Urinkonzentration
dient die Bestimmung des Kreatinins,
ein Abbauprodukt des Kreatins. Kreati-
nin wird glomeruldr filtriert und dann
ohne Reabsorption in den Urin ausge-
schieden. Die tagliche Menge von
Kreatinin im Urin korreliert linear mit
der Muskelmasse, ist unter physio-
logischen Bedingungen relativ konstant
und kann deshalb als ein Maf} fir die
Urinkonzentration betrachtet werden. [€]

weiter auf Seite 4
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» B Fortsetzung von Seite 1:
Ethyiglucuronid ein direkter Alkoholmarker

scheinen Einfluss zu haben auf die Kor-
relation zwischen gemessenem EtG-
Wert und tatsachlich stattgehabtem
Alkoholkonsum und sollten daher bei
der Interpretation des Testergebnisses
berucksichtigt werden. [1]

Die Bestimmung der EtG-Konzentration
im Urin erfolgt Uberwiegend mittels
Enzym-Immunoassay. Obwohl daflr
sehr spezifische Antikérper verwendet
werden, die fUr den Nachweis gezielt
und ausschliellich an die gesuchte
Substanz binden sollen, sind Kreuzreak-
tionen und damit falsch positive Ergeb-
nisse ein durchaus bekanntes Problem
dieser Nachweismethode. Arndt et al.
zeigten, dass im Urin-EtG-Screening mit
dem DRI® EtG Enzyme Immunoassay

Falsch-positiver
EtG-Nachweis

wm Engym-Immunoassay bei
Gleichzeitiger
Schlafmittelmedikation:

Kreuzreaktion mit

Chloralhydrat Metaboliten*

(Thermo Fisher Scientific Microgenics),
die Einnahme von Chloralhydrat auch
unter Alkoholabstinenz zu positiven
Ergebnissen fuhren kann. Grund dafur
scheint zu sein, dass ein Metabolit von
Chloralhydrat, Trichlorethylglucuronid,
mit den im Test verwendeten Antikor-
pern kreuzreagiert.[2!

In einer schwedischen Studie wurde
2007 gezeigt, dass nach Gewinnung
der zu untersuchenden Urinprobe, nam-
lich in der Zeit bis zum eigentlichen
Analyseverfahren, Veranderungen der
EtG-Werte mdglich sind. Ursache hierfur
kénnen Bakterien sein, die als Erreger
von Harnwegsinfektionen bereits im
Urin enthalten sind, oder mit denen die
Probe nachtraglich kontaminiert wurde.
Sowohl falsch negative als auch falsch
positive Ergebnisse flr EtG scheinen so

moglich. Falsch negative Ergebnisse
kamen in der Untersuchung durch die
Kontamination der Testproben mit E-
scherichia coli zustande, einen der hdu-
figsten Erreger von Harnwegsinfektio-
nen. E. coli verfigt Uber das Enzym
3-Glucuronidase, das imstande ist, EtG
zu hydrolysieren. Hierdurch sinkt die

,,Bakterien kinnen
die Konzentration von E1G
um Urin

verdandern‘

EtG-Konzentration in der Probe bereits
innerhalb von 24 Stunden signifikant
ab.

Umgekehrt beobachtete man in der
Studie, dass E. coli mittels der mikro-
biellen Enzyme Uridin-Diphosphat-
Glucuronosyltransferase (UGT) und Sul-
fotransferase (SULT) aus Ethanol EtG
synthetisieren kann. Ethanol kann im
Urin entweder in geringer Menge enthal-
ten sein, weil ein Teil des konsumierten
Alkohols auf diesem Weg unverandert
ausgeschieden wird, oder durch Kon-
takt mit Desinfektionsmitteln in die
Probe gelangen. Am bedeutendsten ist
jedoch die naturliche Fermentation aus
Glucose zur Energiegewinnung durch
Candida albicans, der sehr haufig in
Urinproben auch klinisch gesunder Pro-
banden nachgewiesen werden kann.
Wird nun dieses Ethanol mittels der
mikrobiellen UGT und SULT zu Ethylglu-
curonid abgebaut, kommt es zu einem
falsch positiven Testergebnis.[3!

Die bakteriell verursachten Veranderun-
gen des EtG-Wertes konnten auch nicht
durch Einfrieren der Probe oder Verset-
zung mit Natriumfluorid verhindert wer-
den. Nach den Ergebnissen einer Frei-
burger Studie 2008 konnte jedoch der
Zusatz von Konservierungsmitteln zur
Urinprobe einen bakteriellen Abbau von
Ethylglucuronid verhindern. Mit E. coli
kontaminierte Testproben zeigten unter
Zugabe von Chlorhexidin, Borsaure so-
wie einem kauflichen Vacutainer-

System mit Chlorhexidin und Benzylpa-
raben keine Veranderungen der EtG-
Konzentrationen. Die Analysenergebnis-
se wurden dabei nicht beeintrachtigt, so
dass die Verwendung von Konservie-
rungsmitteln zur forensischen EtG-
Bestimmung aus Urin hier empfohlen
werden kann.[4]

Bei einem also doch recht stéranfalligen
Parameter ist deshalb die Festlegung
eines Cut-off-Wertes nicht einfach. Der
Cut-off-Wert ist ein Wert, der gewahlt
wird um festzulegen, dass alle Tester-
gebnisse oberhalb dieses Wertes als
positiv und alle Ergebnisse unterhalb
dieses Wertes als negativ gelten. Um
ihn definieren zu kénnen, muss jedoch
die Fragestellung bertcksichtigt und oft
ein Kompromiss zwischen Sensitivitat
und Spezifitdt gemacht werden. Ein
niedriger Cut-off bedeutet zwar eine
hohe Sensitivitdt und damit die Erfas-
sung moglichst aller tatsachlich positi-
ven Proben; gleichzeitig steigt jedoch
die Zahl falsch positiver Ergebnisse an,
und der Test verliert an Spezifitat. Zur
Verdeutlichung: 2007 wurden in einer
Studie Ergebnisse von EtG-Immuno-
assays mit massenspektrometrischen
EtG-Bestimmungen verglichen. Zwei
verschiedene Cut-off-Werte wurden
festgelegt, 0,5 mg/L und 1,0 mg/L. Die
qualitative Ubereinstimmung erreichte
in beiden Fallen 98,2%. Mit der LC-MS
als Referenzmethode, lag die Sensitivi-
tat des EtG-Immunoassays fur den Cut-
off von 0,5 mg/L bei 98,7% (Spezifitat
98,0%); beim Cut-off von 1,0 mg/L sank
die Sensitivitat auf 97,9%, die Spezifitat
dagegen stieg auf 98,4%.(6!

Einen optimalen Cut-off-Wert gibt es
wohl demzufolge nicht, weshalb es be-
sonders wichtig ist, mit einzelnen Test-
ergebnissen kritisch umzugehen. In der
Praxis ist eine positive EtG-Testung im
EtG-lImmunoassays erst forensisch ver-
wertbar, wenn sie mit einer mas-
senspektrometrischen Analysemethode
bestatigt wurde. Insofern scheint es
derzeit als vertretbar, den ublichen Cut-
off-Wert relativ niedrig und sensibel bei
0,5 mg/L anzusiedeln.
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Angesichts der Storanfalligkeit der allei-
nigen EtG-Analyse wird mehr und mehr
proklamiert, die Spezifitat zu verbes-
sern, indem man die Interpretation ei-
nes Testergebnisses von mehreren
Parametern abhangig macht. Ideal er-
scheint die gleichzeitige zusatzliche
Bestimmung von EtS. Ethylsulfat ist
ebenfalls ein direkter Alkoholmarker mit
ahnlichem Nachweisfenster wie EtG;
sein Metabolismus erfolgt jedoch auf
anderem Wege, unabhangig von EtG.
Nachgewiesen ist, dass EtS gegenuber
mikrobiellen Enzymaktivitdten in der
Urinprobe stabil ist .[5] Allerdings ist auf-
grund der chemischen Struktur des EtS
auf absehbare Zeit nicht mit einem

WEthylsulfat
Scheint weniger
storanfallig*

Enym-Immunoassay zu rechnen. Der
Nachweis von EtS ist somit bisher nur

kénnen. SchlieBlich wird mit Ethanol ein
Metabolit und nicht seine Ausgangssub-

\Beeinflussen kirpereigene
Enzymsysteme die
EtG-Konzgentration?

stanz nachgewiesen, so dass etwa pa-
thologische Alterationen solcher Zwi-
schenschritte eine Rolle spielen konn-
ten. Als zentrales Enzym sei hier die
UDP-Glucuronyltransferase genannt.
lhre Aktivitat ist zum Beispiel bei Erkran-
kungen der Leber, ndmlich dem Gilbert-
Meulengracht-Syndrom oder dem
Crigler-Najjar-Syndrom herabgesetzt.
Somit kénnte bei diesen Erkrankungen
der prozentuale Anteil des zu EtG meta-
bolisierten Ethanols geringer sein, ein
falsch negatives Ergebnis ware die Fol-
ge. Zu klaren ware auch, welche Bedeu-
tung die Gabe von Medikamenten mit
enzyminduzierender Wirkung (z.B. Phe-
nobarbital, Lamotrigin) auf die UDP-

ADH und ALDH die besondere Eigen-
schaft der Induzierbarkeit, was dazu
fUhrt, dass sich bei chronischem Alko-
holkonsum im Sinne einer Adaptations-
reaktion die Enzymaktivitat von CYP2E1
erhdht und so der Alkoholabbau via
MEOS anteilig héher wird. Ob eine sol-
che Selbstinduzierbarkeit beim chroni-
schen Alkoholabusus auch flr die UDP-
Glucuronyltransferase vorliegt, ist eine
wichtige Frage. Nur so kann geklart
werden, ob die EtG-Werte von Gelegen-
heitstrinkern vergleichbar sind mit de-

,EtG Konzentration
bei chronischemn Alkoholabusus
vermindert?

nen von alkoholkranken Patienten und
inwieweit es Sinn macht, den Cut-off
generell einheitlich festzulegen.!”]

Die EtG-Bestimmung im Urin eignet sich
als Parameter, der eine Abstinenz-
behauptung bestatigen oder widerlegen

19. Kongress der Deutschen Gesellschaft fir Suchtmedizin
05.- 07. November 2010 in Berlin, Ludwig Erhard Haus
Wir freuen uns Gber Ihren Besuch an unserem Ausstellungsstand!

mittels massenspektrometrischer Ver-
fahren moglich.

Die dargestellten Untersuchungen lie-
fern Beispiele dafur, wie bereits im Or-
ganismus, in der Urinprobe nach deren
Gewinnung oder im Analyseverfahren
selbst EtG-Werte gemessen werden
kénnen, die unabhangig von vorange-
hendem Alkoholgenuss erhdht sind.
Anzunehmen ist, dass in wissenschaftli-
chen Untersuchungen noch weitere
Faktoren gefunden werden, die sich auf
das Testergebnis auswirken. Ausgehend
von der Studie von Helander et al. sollte
untersucht werden, ob artifizielle En-
zymaktivitdten nicht nur durch bakteriel-
le Enzymaktivitaten entstehen kdnnen,
sondern ob auch korpereigene Enzym-
systeme, die am Ethanolabbau beteiligt
sind, selbst Storfaktoren unterliegen

Glucuronyltransferase in diesem Zu-
sammenhang haben. Uber den chroni-
schen Alkoholabusus weiff man, dass
sich im Laufe der Zeit der Ethanolmeta-
bolismus verandert. Steht beim Nicht-
oder Gelegenheitstrinker der Abbau
Uber die Alkohol- und Aldehyddehydro-
genase im Vordergrund, spielt beim
chronischen Konsum ein weiterer hepa-
tozytarer Abbauweg eine immer groflere
Rolle: Das MEOS (microsomal ethanol
oxidizing system) ist ein Cytochrom -
P450 abhangiges Enzym, CYP2E1, das
im Endoplasmatischen Retikulum lokali-
siert ist und neben NADPH + H+ noch
zusatzlich molekularen Sauerstoff fur
den Ethanolmetabolismus bendtigt. Bei
gelegentlichem Alkoholkonsum kommt
MEOS erst zum Einsatz, wenn die tagli-
che Alkoholaufnahme 50g Uberschrei-
tet. MEOS hat jedoch im Gegensatz zu

kann. Derzeit gilt Ublicherweise ein Cut-
off Wert von 0,5 mg/L. Das Ergebnis
muss fur forensische Zwecke mit einem
massenspektrometrischen Verfahren
bestatigt werden. Ein positives Ergebnis
sollte im Hinblick auf oben erdrterte
mogliche Storfaktoren stets kritisch und
im Kontext mit weiteren Parametern
betrachtet werden. Aus dem einmalig
bestimmten EtG-Wert kann weder auf
den Trinkzeitpunkt noch auf die Menge
und Art des aufgenommenen Alkohols
geschlossen werden. Es wird jedoch
diskutiert, mittels eines kinetischen
Modells aus mehrmaligen EtG-Bestim-
mungen den Trinkzeitpunkt sowie die
maximale Blutalkoholkonzentration zu
bestimmen; dies ware eine viel-
versprechende Maoglichkeit, im Rahmen
von Begutachtungen etwa die Frage
eines Nachtrunkes zu klaren. (8l
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» B Fortsetzung von Seite 1: Drogenschnelltests
mit integrierter Kreatininbestimmung

Urin, dessen Kreatininkonzentration
<200 mg/L betragt, ist nach allgemein
gultiger Definition ,verdunnt®, und eine

analytische Verwertung der Urinprobe
ist nicht sinnvoll.

neben den Standarddrogentests ab
September unseren Mehrfachdrogen-
test ,Professional“ mit integrierter semi-
quantitativer Kreatinin-, pH- und Oxidan-
tien-Bestimmung an. In drei Ubereinan-
der liegenden Testfeldern kommt es
durch chemische Reaktion zu einem

wird. Das Testprinzip basiert auf der
lateral flow Technik, der Ablauf der Dro-
gentestdurchfiihrung andert sich somit
nicht.

Die semi-quantitative Untersuchung des
Urins auf Kreatinin, pH und Oxidantien

kann nach EBM (32030) abgerechnet
werden und ist somit kostenneutral.

Um die Drogenanalytik mittels Schnell-
tests zu verbessern, bieten wir |hnen

Farbwechsel, der durch einen Vergleich
mit der Farbenskala visuell ausgewertet

" tests von fm-diagnostika
T R ——— - _\\ —

Und ZlGISICher zum nachweis.von drogen im urin

S —

*NEU*
mehrfachtest professional

mit integrierter
kreatininbestimmung

*Fordern Sie ein kostenfreies Produktmuster bei uns an!

LFM-Diagnostika oHG Zuasores Telefon: + 49 (0) 931 —4 60 74 27
HRA 6468 Amtsgericht Wiirzburg mdc Freefax: + 49 (0) 800 — 27 11333
Geschaftsfihrer: Martina Fels, Franz Lukas Zertifizierter Hersteller e www.Ilfm-diagnostika.de
Spessartstrafie 9, D-97082 Wirzburg von Drogenschnelltests ~  '50%2! info@Ifm-diagnostika.de
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