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Abstract

A 36 year old man was taken to the institute for an autopsy. Before his death, the
deceased had been hospitalized several times with epilepsy-like symptoms. Autopsy findings
could not explain the cause of death.

Toxicological analysis resulted in the detection of alpha-chloralose, flunarizine and
amitriptyline in urine, gastric content and peripheral blood. Alpha-chloralose (Glucochloral), 1,2-
0-(2,2,2-trichloroethylidene)-alpha-D-glucofuranose, is used as rodenticide and as hypnotic in
animal experiments.

Alpha-chloralose was quantified in postmortem blood, in plasma from one hospital, in
urine, and gastric content after liquid-liquid extraction and GC-MS analysis in SIM mode. The
following concentration were obtained: peripheral postmortem blood 20 mg/l, urine 410 mg/l, and
gastric content (.52 g (total amount). Flunarizine and amitriptyline were found in therapeutic
concentrations. Finally, the cause of death was explained as a result of a chloralose administration.

In order to verify whether the epilepsy-like symptoms could be explained by repeated
administration of alpha-chloralose, a GC-MS detection method for the determination of chloralose
in hair analysis was developed. After hair extraction with a methanol/water mixture and
derivatization with trifluoroacetic anhydride, chloralose was detected in SCAN- and SIM-mode
using negative chemical ionization (NCI). Segmental hair analysis yielded alpha-chloralose
concentrations of about 400 ng/mg for each segment suggesting a repetitive exposure to alpha-
chloralose. The results of hair analysis supported the assumption of the police that the man was
exposed to and poisoned by this rarely used rodenticide.

Alpha-chloralose was also confirmed in a white powder found several weeks later by
police investigations in the house of the deceased.

The wife was found guilty and sentenced to 18 years imprisonment.

1. Einleitung

Intoxikationen mit Pestiziden akzidenteller Natur bzw. nach Administra-
tion in suizidaler oder aber auch krimineller Absicht gehoren nicht (mehr) unbe-
dingt zu den am hédufigsten vorkommenden Vergiftungsursachen in den Indust-
rieldndern, da die akute Humantoxizitit der kommerziell frei verfligbaren Pro-
dukte im Abnehmen begriffen ist. Pestizide sollten aber weiterhin jederzeit als
eine mogliche Todesursache oder als Quelle der Vergiftungssymptome betrachtet
werden.
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Alpha-Chloralose, 1,2-O-(2,2,2-trichloroethylidene)-alpha-D-glucofuranose, stellt
ein Kondensationsprodukt von Glucofuranose und Chloral dar (Abb. 1). Es han-
delt sich um ein geschmack- und geruchsloses weilles Pulver, das 1889 erstmals
beschrieben wurde [1]. Es kommt als Rodentizid aber auch als Hypnotikum und
Anisthetikum in Tierversuchen, sowie zur Vogelabwehr zum Einsatz [9].
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Abb. 1: Alpha-Chloralose

Die hiufigsten Effekte beruhen auf einer depressiven Wirkung auf das Zentralner-
vensystems mit gleichzeitiger Stimulation spinaler Reflexe [9,10,14]. Die Folge
sind Sedierung, Myoklonie, Konvulsion und Atemdepression. Vor allem bei
Kleintieren kommt es zu einer Verminderung der Korpertemperatur [2]. Toxische
Effekte bei Erwachsenen treten gemidss WHO bei Einnahme von mehr als einem
Gramm auf (WHO, International Programme on Chemical Safety, Publications,
Tanining and guidance — poisons information, prevention and management,
monographs — analytical and toxicological data, 6.25). Intoxikationen bei Men-
schen sind eher selten. Uberproportional viele Fille wurden in Frankreich doku-
mentiert [3,4,5,7,8,10,12,17]. Von tdédlichen Vergiftungen berichten Schmid und
Iten [17], Kintz [8] und Tracqui [19] mit einer peripheren Blutkonzentration von
410 mg/L.

Chloralose wird unverdndert oder in glucuronidierter Form ausgeschie-
den [3,4,18]. Nach Untersuchungen von Schmid [17] und Kintz [8] ist Trichloro-
ethanol kein Chloralose-Metabolit, wie in friiheren Untersuchungen vermutet
wurde [9,10].

Der Nachweis von Chloralose erfolgte bisher im allgemeinen indirekt
nach saurer Hydrolyse zu Chloralhydrat und Trichloroethanol und anschliessender
Headspace-GC-Analyse basierend auf einer von Breimer 1974 veroffentlichen
Methode [1]. Savin et al. bestimmten in Serum und Urin zweier Patienten nach
Suizidversuch mittels GC-MS nach Acetylierung. In zwei weiteren Féllen wurde
Chloralose mittels LC-MS im Electrospray-Modus in Tierorganen bzw. Kdorper-
fliissigkeiten nachgewiesen [6,19].

Bei dem hier vorgestellten Fall handelt es sich um eine wiederholte,
letztlich fatale Chloralose-Intoxikation. Der Nachweis erfolgte mittels GC-MS im
Electron Impact Modus, wobei fiir Identifikation und Quantifikation nicht ein
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Hyrolyseprodukt der Chloralose, sondern diese selbst verwendet wurde. Mittels
Haaranalyse konnte eine wiederholte Verabreichung von Chloralose aufgezeigt
werden.

2. Material und Methoden

Fallgeschichte:

Ein 36 jéhriger Mann in gutem Erndhrungszustand wurde nach einem
gemeinsamen Mittagessen gegen 20 Uhr von seiner Frau leblos im Bett aufgefun-
den. Der herbeigerufene Notarzt konnte nur noch seinen Tod feststellen. Er sowie
die Polizei gingen von einer natiirlichen Todesursache aus, kontaktierten aber
wegen einer eher unklaren Vorgeschichte den zustidndigen Bezirksarzt, der eine
Autopsie empfahl.

Der Verstorbene hatte in den letzten vier Monaten vor seinem Tod meh-
rere Krampfanfille mit Desorientiertheit und Atemproblemen, die eine Epilepsie
vermuten lieBen. Deswegen war er bereits sieben Mal hospitalisiert worden. Eine
neurologische Erkrankung konnte trotz mehrerer drztlicher Untersuchungen inkl.
EEG, CT und MRT nicht diagnostiziert werden.

Seine letzte Heimmedikation bestand aus Flunarizin (einem Antimigra-
nemittel) und Amitriptylin. Die veranlasste rechtsmedizinische Autopsie sowie
die Ergebnisse der histologischen und neurologischen Untersuchungen konnten
die Todesursache nicht kldren. Daher wurden toxikologische Untersuchungen
beantragt.

Die untersuchten Proben stammten zum einen von den wihrend der
Autopsie entnommenen Korperfliissigkeiten und -organen. Weiterhin konnten von
der Polizei im Verlauf der Ermittlungen eine Serum- und eine Liquor-Probe aus
einem Krankenhausaufenthalt in Monthey (Wallis) sowie eine Serumprobe aus
der Universitétsklinik Genf organisiert werden.

Toxikologische Analysen:

A) Das General Unknown Screening

Die Untersuchung beruhte auf der in unserem Labor standardméBig
durchgefiihrten Systematischen Toxikologische Analyse [15]. Sie umfasste die
Blutalkoholbestimmung (Headspace GC-FID an zwei Agilent 5890 GC), ein
Screening auf volatile Substanzen, Urin-Immunoassay mittels Emit II plus am
Dimension”® (Dade Behring), Cyanid-Test (Cyantest-Streifen) und Fujiwara-Test
auf halogenhaltige Verbindungen.

Fiir das GC-MS Screening wurden 1 ml Blut, 3 ml Urin bzw. 0.5 ml Ma-
geninhalt mit 2 ml eines gesittigten Ammoniumchlorid-Puffers auf pH 9.5 einge-
stellt und mit 3 ml Chloroform/2-Propanol, 90:10 v/v, extrahiert. Die abgetrennte
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organische Phase wurde anschliefend eingedampft und der Riickstand mit Acet-
anhydrid/Pyridin (3:2) fiir 30 min bei 60°C derivatisiert. Die Messung erfolgte an
einem Agilent 6890 GC mit einer Agilent XLB Kapillarséule (30 m x 0.25 mm x
0.25 um), gekoppelt mit einem Agilent 5973 MSD. Die Identifikation der Spek-
tren erfolgte mittels PMW-Spektrenbibliothek [11]. Eine zweite Blutprobe (1 ml)
wurde nach LLE mit 4 ml Dichloromethan/Hexan/Ethylacetat (5:4:1) bei pH 9.5
mittels HPLC-DAD (Agilent 1100) untersucht. Die UV-Spektren wurden anhand
der Pragstschen Spektrenbibliothek identifiziert [13].

B) Chloralose-Quantifikation

1.0, 0.5 und 0.1 ml Blut, 1.0, 0.1 und 0.01 ml Urin sowie 0.5, 0.1, 0.01
und 0.001 ml Mageninhalt wurden mit je 1 pg Ketamin (interner Standard), 2 ml
eines gesdttigten Ammoniumchlorid-Puffers (pH 9.5) und 3 ml Chloroform/2-
Propanol, 90:10 v/v, versetzt und fiir 20 min auf einem Horizontalschiittler
extrahiert. Der Riickstand der abgetrennten und eingedampften organischen Phase
wurde wie in A). acetyliert. Fiir die GC-MS-Messung wurden die lonen m/z 217,
272, 361 (Alpha-Chloralose) sowie m/z 180, 208, 216 (Ketamin) aufgezeichnet.
Fiir die Kalibration wurde je 1 ml negatives Vollblut mit 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0,
2.0, 5.0, 10, 20 und 50 pg Alpha-Chloralose (Riedel de Haen, Deutschland) sowie
1 pg Ketamin versetzt und w.o. extrahiert.

C) Haaranalyse

Die im spéteren Verlauf der Ermittlungen beantragte Haaranalyse
basierte auf einer Wasser/Methanol-Extraktion, 2:1 v/v, von 10 mg Haar bei 50°C
tiber Nacht nach vorheriger Dekontaminierung der Haare durch zweimaliges
Waschen mit Aceton fiir 5 min im Ultraschallbad. Nach Eindampfen des Extrakts
wurde mit TFA/Ethylacetat (1:1) acetyliert. Als interner Standard diente Methyl-
alpha-glucopyranosid. Die Messung erfolgte an einem Agilent 6890 plus GC mit
einer Agilent XLB Kapillarsdule (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) und anschlieBender
MS-Detektion an einem Agilent 5973 MSD bei negativ-chemischer lonisation
(Reaktandgas: Methan) im SIM-Modus (m/z Chloralose: 596, 598, 561, m/z
Methyl-alpha-glucopyranosid: 578, 464).

Ergebnisse und Diskussion:
A) General Unknown Screening

In den Autopsieproben konnten neben den verordneten Flunarizin und
Amitriptylin noch dessen Metabolit Nortriptylin, Chloralose (siche Chroma-
togramm, Massenspektrum und Bibliotheksvorschlag in Abb. 2) sowie Cotinin,
Koffein und Theobromin nachgewiesen werden. Einen Uberblick iiber die wich-
tigsten nachgewiesenen Substanzen und deren Konzentration gibt Tab. 1.
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Tab. 1: Identifizierte Substanzen und deren Konzentrationen in verschiedenen

Korperfliissigkeiten.

Matrix Identifizierte Substanz Konzentration

Peripheres, fluoriertes Vollblut ~ Chloralose 20 mg/L
Anmitriptyline <50 pg/L
Nortriptyline 50 pg/L
Flunarizin 250 pg/L
Ethanol <0.10 g/kg

Urin Chloralose 410 mg/L
Anmitriptyline 50 pg/L
Nortriptyline 80 ng/L

Mageninhalt Chloralose 0.52 g/475 ml
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Abb. 2: Chromatogramm, MS-Spektrum sowie Bibliotheksvergleichsspek-
trum fiir Chloralose.

Die Quantifizierungen ergaben therapeutische Konzentrationen fiir
Flunarizin, Amitriptylin und Nortriptylin im Blut sowie enorme Chloralose-Kon-
zentrationen in Blut, Urin und Mageninhalt. Die hier in Blut und Urin bestimmten
freien Chloralose-Konzentration liegen etwas unterhalb derer von Kintz (175.7
bzw. 287.6 mg/L) [7], Tracqui (150.6 mg/L bzw. 494 mg/L) [19] und Schmid
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(410 bzw. 10400 mg/L) [17] gemessenen. Nimmt man die im gesamten Magenin-
halt (475 ml) ermittelten 0.52 g und vergleicht diese mit den von der WHO als
toxisch eingestuften 1 g, so kann unter Beriicksichtigung von Resorptions-,
Distributions- und Eliminationseffekten von einer weitaus héheren und damit
hochtoxischen, oralen Chloralose-Administration ausgegangen werden. Unter
Ausschluss anderer Todesursachen durch Autopsie und histologische Untersu-
chungen, wurde der Todeseintritt als Folge einer akuten Chloralose-Intoxikation
interpretiert.

Die spdater von den Untersuchungsbehorden sichergestellten
Klinikproben wurden gezielt auf Chloralose analysiert, um eine eventuelle
Chloralose-Aufnahme bereits zu diesem Zeitpunkt zu eruieren. Die Ergebnisse
dieser Analysen zeigt Tab. 2. In der Probe aus dem Krankenhaus Monthey, die
kurz nach Aufnahme des Patienten auf Grund eines Krampfanfalls entnommen
wurde, konnte Chloralose in Serum sowie Liquor nachgewiesen werden. In der in
Genf am Ende eines zweiwdchigen Klinikaufenthalts entnommenen Blutprobe
konnte hingegen keine Chloralose detektiert werden.

Tab. 2: Chloralose-Konzentrationen in spater sichergestellten Klinikproben.

Matrix Ort und Zeitpunkt der Probennahme Chloralose-
Konzentration
Serum Krankenhausaufenthalt in Monthey (Wallis); 26 pg/L
Liquor Probennahme bei Aufnahme 660 pg/L
Serum Krankenhausaufenthalt in Genf (Uni-Klinik);  nicht nachweisbar

Probennahme bei Entlassung

Zur Abkldrung einer wiederholten Chloralose-Aufnahme wurde eine
segmentweise Haaranalyse durchgefiihrt. Abb. 3 zeigt die lonenspuren von
Chloralose und dem internen Standard Methyl-alpha-glucopyranosid. Der Dop-
pelpeak fiir Chloralose kann durch das Vorhandensein eines -Isomers im aufge-
nommenen Préparat wie von Hunter [6], Tracqui [19] und Savin [16] beschrieben,
eventuell aber auch mit einer Racemisierung wéhrend der Derivatisierung erklart
werden. Die Chloralose-Konzentrationen in den einzelnen Segmenten sind in Tab.
3 angefiihrt. Die gefundenen, extrem hohen Konzentrationen deuten auf eine
wiederholte Aufnahme von Chloralose in den Monaten vor dem Todeseintritt hin,
was die wiederholten epilepsie-dhnlichen Anfélle des Verstorbenen erkldren
konnte.

Tab. 3: Chloralose-Konzentrationen in verschiedenen Haarsegmenten.

Chloralose-Konzentration
im Haar in ng/mg

Segment 1 (1 cm) 379
Segment 2 (1 cm) 382
Segment 3 (4 cm) 458
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Abb. 3: Extracted Ion Chromatogram der Ionspuren von Chloralose und dem internen Standard.

Eine zur Abschitzung der Extraktionseffizienz durchgefiihrte zweite
Haarextraktion ergab Konzentrationen von ungefahr 1 % der urspriinglich ermit-
telten Chloralose-Konzentrationen. Viermaliges Waschen der Haare fiir 5 min mit
15 ml Aceton im Ultraschallbad und anschlieBende Analyse der Waschfliissigkei-
ten erbrachte Konzentrationen von nur 3.2, 1.4, 1.7 bzw. 1.2 ng Chloralose/mg,
was eine starke externe Kontamination der Haare durch Chloralose-Pulver aus-
schlief3t, da in diesem Fall deutlich hohere Konzentrationen zu erwarten waren.
Vielmehr diirften die Chloralose-Funde in den Waschfliissigkeiten als Resultat
einer Extraktion von < 1 % der im Haar eingelagerte Chloralose erklirt werden
konnen.
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Abb. 4: Verkaufsform des verwendeten Rattengifts.

Parallel zu den Laboranalysen fiihrte die Polizei weitere Untersuchungen
durch. Diese ergaben, dass die Frau des Verstorbenen auf einem nur ihr zugingli-
chen Computer im Internet nach Rattengiften recherchiert hatte. Es konnte in
Erfahrung gebracht werden, dass sie in einer nahen Apotheke ein registrierungs-
pflichtiges Produkt namens TOPEX®™ erworben hatte, welches Chloralose enthilt.
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Weiterhin hatte der Verstorbene kurz vor seinem Tod eine Lebensversicherung
auf ihren Namen abgeschlossen. Seit einiger Zeit hatte die Frau auch eine
aullereheliche Beziehung.

Abb. 4 zeigt das von der Ehefrau erworbene Rattengift, welches neben
60% Chloralose nach Auskunft des Herstellers noch 40% Saccharose enthalt.

4. Zusammenfassung

Die systematische toxikologische Analyse der Proben eines unter unkla-
ren Umsténden verstorbenen Mannes fiihrte zum Nachweis toxischer Konzentrati-
onen von Chloralose sowie von Amitriptylin, Nortriptylin und Flunarizin im the-
rapeutischen Konzentrationsbereich. Unter Ausschluss anderer Todesursachen
durch Autopsie und histologische Untersuchungen wurde der Todeseintritt als
Folge einer akuten Chloralose-Intoxikation interpretiert.

Die Ergebnisse der segmentweisen Haaranalyse sowie die Untersuchung
einer Serum- und einer Liquor-Probe von einem Krankenhausaufenthalt konnten
den polizeilichen Verdacht untermauern, dass es sich um eine wiederholte Chlo-
ralose-Administration mit letztlich todlichem Ausgang handelte.

Die Ehefrau des Verstorbenen wurde im November 2006 vom zustdndi-
gen Walliser Kantonsgericht des Mordes an ihrem Ehemann fiir schuldig befun-
den und zu 18 Jahren Gefdngnis verurteilt.
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