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1. Einleitung

Screening — Untersuchungen im Urin auf Betdubungsmittel oder andere toxikologisch rele-
vante Substanzen mittels immunchemischer Verfahren sind seit vielen Jahren routinemaldig
eingesetzte, erprobte Verfahren [1]. Solche Vortests sind in der Regel mit ausreichender Emp-
findlichkeit geeignet, die Vielzahl der anfallenden Urinuntersuchungen in negative und po-
tentiell positive Proben vorzuselektieren. Diese Tests sind in erster Linie fur die Matrix Urin
konzipiert. In den letzten Jahren und insbesondere nach in Kraft treten des 8 24a Abs. 2 StVG
[2] gewinnt jedoch in der toxikologischen Analytik die Vorselektion von Serumproben vor
der gezielten quantitativen chromatographischen Bestimmung eine steigende Bedeutung.

Erst die quantitative Bestimmung eines pharmakol ogisch wirksamen Analyten im Blut/Serum
ergibt eine eindeutige Aussage dartiber, ob ein Delinquent tatzeitrelevant unter der Einwir-
kung eines Betdubungsmittels oder Arzneistoffes gestanden hat und somit eine Beeintréchti-
gung der Fahrtlchtigkeit oder Einschrénkung der Schuldféhigkeit in Betracht gezogen werden
kann.

Quantitative, in der Regel gaschromatographisch-massenspektrometrische oder hoch-
lei stungsfl Uissi gkeitschromatographi sche Untersuchungen von Blutproben sind zeit-, personal-
und kostenaufwendig. Somit ist es 6konomisch erstrebenswert, analytisch zuverlassige Aus-
wahlverfahren zu finden, mit Hilfe derer kostengtinstig und schnell ein VVorergebnis zu erhal-
ten ist. Nach positivem und negativem Befund kénnen dann die positiven einer differenzie-
renden und quantitativen Analyse zugefihrt werden. Hierzu bieten sich die immunchemi-
schen Verfahren wie oben dargelegt an. Problematisch hierbel ist, dass es sich bel Urin um
ein rein wassriges Medium handelt und bei Blut-/Serumproben um stark eiweif3haltige Matrix.
Um solche Urintests auch fur die Bestimmung von Blut-/Serumproben anzuwenden, wurden
entsprechende aufwendige Probenaufbereitungsverfahren (Eiweil¥allung mittels Aceton,
Methanol Perchlorsdure u.a.) entwickelt, um die Probe Blut/Serum in einen wassrigen, mittels
Urintest messbaren Extrakt zu Uberfuhren [3,4,5]. Diese Verfahren sind enerseits
arbeitsintensiv und fuhren andererseits teilweise aufgrund von Verdinnungen oder Analyt-
verlusten zu nicht ausreichender Messempfindlichkeit.

Die Entscheidung, ob ein immunchemischer Mef3wert als positiv oder negativ zu bewerten ist,
wird durch den vom Hersteller festgesetzten cut-off-Wert (Schwellenwert) getroffen. Der cut-
off liegt oberhalb der MelZempfindlichkeit des Verfahrens und orientiert sich haufig an den
von NIDA vorgegebenen Grenzwerten.

Fur die Untersuchung von Blut-/Serumproben mit den Urin-Kits stehen jedoch keine vom
Hersteller der Tests empfohlenen cut-off-Werte zur Verfigung. Dies wird verstandlich, da
unspezifische Untergrundmessungen und die Empfindlichkeit einer Messung von dem jewells
angewendeten Arbeitsverfahren und dem Melisystem abhéngig sind. Andererseits liegen
wenig Erfahrungen in Bezug auf Durchfihrbarkeit, cut-off-Werte und Mef3empfindlichkeit
bei einer Direktmessung des Serums mit den Urin-Kits vor. Deshalb wurde von uns die
Anwendbarkeit der fir das ABBOTT-AxSym-System zur Verfligung stehenden Urin-Kits fir
Amphetamine, Barbiturate, Benzodiazepine, Cannabinoide, Kokain, Methadon und Opiate fir
die Matrix Serum ohne Eiweil¥fallung Uberprift, deren Ergebnisse hier beschrieben werden.
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In Analogie zu dem Urin-Screening war es erforderlich, dass primér fur jeden Analyten die
unspezifische Messung ermittelt wird. Nach statistischer Aufbereitung der Einzelwerte konnte
somit empirisch ein cut-off-Wert erhalten werden, der als ,Analyt-Aquivalente® angegeben
wird.

Die Nachweisempfindlichkeit einer solchen Methodik ist einerseits abhangig von der Emp-
findlichkeit des jeweiligen Tests und der unspezifischen Untergrundmessung. Die Ermittiung
der Nachweisempfindlichkeit muss durch Messung dotierter drogen- und medikamentenfreier
Seren erfolgen.

Um die in der Serum-Direkt-Messung erhaltenen Ergebnisse beurteilen zu kénnen, wird diese
mit der bereits schon langerfristig routinemaldig angewendeten Acetonfallung verglichen. Die
Bestétigungsanalysen erfolgen mittels gaschromatographi sch-massenspektrometrischer bzw.
hochlei stungsfltissigkeitschromatographischer (HPLC) Verfahren.

2. Material und Methoden
2.1 Acetonféllung

In 2 ml verschlief3bare Eppendorfgefal3e werden 0,5 ml Aceton vorgelegt und 0,5 ml Serum
oder Blut langsam eingetropft. Der Ansatz wird 60 Sekunden bel maximaler Ruttelgeschwin-
digkeit gevortext und anschlief3end 10 Minuten bel 13.000 RpM in der Heraeus-Biofuge pico
zentrifugiert. Der Uberstand wird sofort in AxSym-ProbengefaRe abdekandiert und unter den
werksseitig angegebenen Bedingungen im ABBOTT-AxSym-Mef3gerdt auf Drogen mittels
der Urin-Kits untersucht.

2.2 Direkt-Messung

0,5 ml Serum werden 10 Minuten bel 13.000 RpM in der Heraeus-Biofuge pico zentrifugiert
und der Uberstand sofort in AxSym-Probengefél3e abgegossen und wie oben beschrieben
untersucht.

3. Ergebnisse:
3.1 Untergrundmessungen und Cut-off-Werte

Zur Ermittlung der unspezifischen Untergrundwerte wurden fir jeden Analyten jeweils 40
medikamenten- und drogenfreie Seren sowohl direkt as auch nach Acetonfélung gemessen.
Die Ergebnisse der Einzelmessungen und die statistischen Auswertungen sind in Tabelle 1
und 2 dargestellt.

Tabelle 1: Serum-Leerwerte nach Acetonféllung. Mittelwerte, Standardabweichung und Cut-Off.
Cut-Off in Analogie zu den Cut-Off-Werten der Urintests [1].

Analyt Amph. Barb. Benzo. Cann. Cocain Methad. Opiate
Einheit ng/mi ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
MW 20 112 71 8 12 22 21

STABW 13 19 18 5 6 11 7

Cut-Off 20 112 71 8 12 22 21
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Tabelle 2: Serum-L eerwerte ohne Fallung (Direktmessung). Mittelwerte, Standardabweichung und Cut-Off.
Cut-Off in Analogie zu den Cut-Off-Werten der Urintests [1].

Analyt Amph. Barb. Benzo. Cann. Cocain Methad. Opiate
Einheit ng/ml ng/ml ng/mi ng/mi ng/ml ng/ml ng/mi
MW 0 43 0 0 0,1 16 33
STABW 0 48 0 0 0 13 12
Cut-Off 0 43 0 0 1 16 33

Die immunchemischen Messungen mit den Urin-Kits ergaben, dass bei allen Analyten in der
Acetonfdlung, teills auch bei der Direktmessung, mit unterschiedlicher Intensitdt ein
»unspezifischer” nicht auf der Anwesenheit eines Analyten beruhender Mef3wert vorliegt.
Diese so erhaltenen Meflwerte, die als Analyt-Aquivalente in ng/ml angegeben sind, werden
as cut-off-Werte eingesetzt, analog dem cut-off-Wert bel den Urinuntersuchungen [1]. Ein
Serum wird dann einer quantitativen GC-MS- oder HPLC-Analyse zugefihrt, wenn der
immunchemische Mefdwert gleich oder grofRer dem empirisch ermittelten cut-off-Wert
gemessen wird. In der Routine-Analytik wird in jeder Mef3serie zur Kontrolle der cut-off-
Werte jeweils ein medikamenten- und drogenfreies Poolserum mit untersucht.

3.2 Bestimmung der Nachweisgrenzen mit der Direktmessung

Nach Festlegung der analytspezifischen cut-off-Werte wurden zur Bestimmung der Nach-
weisgrenzen mit der Direktmessung medikamenten- und drogenfreie Poolseren mit abstel-
genden Konzentrationen der Analyten und zwar jeweils mit Ausnahme der Cannabinoide mit
1.000, 500, 400, 250, 200, 100, 50, 25 und 10 ng/ml dotiert, gemischt und wie unter der
Methode Direktmessung beschrieben mittels des AxSym-Systems vermessen.

Bel den Cannabinoiden, Tetrahydrocannabinol (THC), Hydroxy-THC und THC-carbonséure
erfolgten die Dotierungen jeweils in den Konzentrationen 1.000, 100, 75, 50, 25, 15 und 10
ng/ml Serum.

Unter Zugrundelegung der in Tabelle 2 festgesetzten cut-off-Werte und unter Berlicksichti-
gung der errechneten Standardabweichungen sowie den erhaltenen Mel3werten der dotierten
Seren wurden die in der Tabelle 3 aufgefiihrten Nachweisgrenzen ermittelt. Die mit THC,
Hydroxy-THC und THC-carbonsdure dotierten Seren ergaben bel keiner Konzentration ein
Mef3signal.

Tabelle3: Nachweisgrenze im Serum ohne Probenvorbereitung (Direktmessung) unter Anwendung der
Urintests und des AXSY M-Mel3gerétes.

Analyt Nachweisgrenze in ng/ml Analyt Nachweisgrenze in ng/ml
Amphetamin 100 - 200 7-Aminoflunitrazepam ca. 1000

M ethamphetamin 100 - 200 Cocain nicht messbar
MDMA 200 Methylecgonin nicht messhar
MDEA 100 - 250 Benzoylecgonin 50-100
MDA 200 DL-Methadon 20-50
Pentobarbital 50 - 100 Levomethadon 50
Methohexital nicht messbar Morphin 25-50
Phenobarbital 100 Morphin-3-glucuronid 100 - 200
Diazepam 200 Codein 25-50
Nordazepam 200 Dihydrocodein 50- 100
Flunitrazepam 400
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3.3 Untersuchungen zum praxisrelevanten Einsatz der Direktmessung bei authenti-
schen Blutproben auffallig gewordener Verkehrstellnehmer

Im Rahmen der Begutachtung aufféllig gewordener Verkehrsteilnehmer ist die quantitative
Untersuchung einer Blut-/Serumprobe erforderlich. Im Hinblick auf diese Untersuchungen
und insbesondere in Bezug auf die Erfordernisse des 8§ 24a Abs. 2 StVG sind die ermittelten
Nachweisgrenzen der Analyte nicht ausreichend fur eine Vorselektion in potentiell positiver
oder negativer Proben. Um die Einsatzmdglichkeit der Direktmessung dennoch fir diesen
Untersuchungszweck bewerten zu kdnnen, wurde die bereits routinemal3ig eingesetzte Ace-
tonfallung mit den Ergebnissen der Direktmessung verglichen. Als Kriterium fur die Durch-
fUhrung einer qualitativen und quantitativen gaschromatographi sch-massenspektrometrischen
oder hochleistungs-fliissigkeitschromatographischen Bestétigungsanalyse war der positive
immun-chemische Befund, der mit der Acetonféllung erhalten wurde, ausschlaggebend. Als
cut-off-Werte wurden die in Tabelle 1 gemessenen und berechneten Werte zugrunde gelegt.
Der Vergleich beider Methoden zeigt, wie dies in der Diskussion noch zahlenméssig darge-
stellt wird, dass bei aleinigem Einsatz der Direkt-Messung als Ausschlusskriterium fur die
Durchfiihrung einer quantitativen Bestimmung eine grosse Anzahl an Proben nicht untersucht
worden ware und somit ein , falsch-negatives* Ergebnis vorgelegen hétte. Die Cannabinoide
sind mittels Direkt-Messung in den Seren nicht erfassbar.

Diese diskrepanten Befunde wurden aufgrund gaschromatographisch-massenspektrometri-
schen oder hochleistungsfltissigkeitschromatographischen Bestétigungsanalysen erhaten. Die
Ergebnisse der Bestéatigungsanalysen sind in der Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Vergleich zwischen Acetonféllung, Direktmessung und GC-MS/HPL C-Analysen. Der positive
Befund der Acetonfélung war das Kriterium fur die weiterflhrende Analytik.

Substanz- | Ge- | Acetonfélung GC-MS Bestétigt/ | Direktmessung GC-MS Bestétigt/
gruppe samt | C-positiv bestétigt Gesamt- | C-positiv bestétigt Gesamt-
-zahl zahl zahl
Anzahl | % | Anzahl | % % Anzahl | % | Anzahl | % %
Methadon | 115 20 17 19 95 16,5 45 39 20 44 17,4
Opiate 140 40 29 38 95 27,1 92 66 42 46 30,0
Amphet-
amine 132 44 33 39 89 29,5 24 18 22 92 16,6
Cocain 113 58 51 47 81 41,5 46 41 43 93 38
Benzodi-
azepine 113 47 42 30 64 26,5 28 25 28 100 24,8
4. Diskussion

In der hier dargestellten Studie wurde versucht, ohne vorherige Probenaufbereitung unter
Anwendung der Urin-Tests und dem ABBOT AxSym-Mef3gerdt Methadon, Opiate, Amphet-
amin-Derivate, Kokain, Benzodiazepine und Cannabinoide zu messen. In Analogie zu den
Urin cut-off-Werten wurden fur jede Anaytgruppe durch Messung von jeweils 40 medika-
menten- und drogenfreien Seren entsprechende cut-off-Werte ermittelt, die als Analyt-Aqui-
valente (ng/ml) angegeben wurden. Analog hierzu wurden auch die cut-off-Werte nach Ace-
tonfallung des Serums bestimmt (Tabelle 1). Bei der Direkt-Messung des Serums lagen die
unspezifischen Messungen im Verhdtnis zur Acetonféllung relativ niedrig (Tabelle 2).

Zur Ermittlung der Nachweisempfindlichkeit wurden medikamenten- und drogenfreie Seren
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Analyten dotiert und direkt vermessen (Tabelle 3).
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Mit Ausnahme der Cannabinoide konnen bei der Direkt-Messung alle relevanten Betau-
bungsmittel mit den zur Verfigung stehenden Urin-Kits und dem AxSym-Messsystem beim
Vorliegen relativ hoher Konzentrationen (z. B. Intoxikation) erfasst werden. Niedrigere Kon-
zentrationen, wie sie auch bei verkehrsmedizinischen Fragestellungen oder bei Untersuchun-
gen im Rahmen des § 24a Abs.2 StVG vorliegen kénnen, werden mit der Direkt-Messung
nicht zuverlassig erfasst, hierzu ist eine Probenvorbereitung mittels Acetonféllung erforder-
lich. Vergleicht man die positiven immunchemischen Ergebnisse der Acetonféllung mit der
Direkt-Messung im Hinblick auf die Entscheidung zu einer erforderlichen quantitativen
Bestimmung, so waren Amphetamine in 32,6 %, Kokain und Metabolite in 22,6 %, Methadon
in 4,7 % und Benzodiazepine in 27,4 % der Falle nicht einer weiteren Untersuchung zugefihrt
worden und hétten somit moglicherweise als ,,falsch-negative” Befunde vorgelegen. Bei den
Opiaten ergaben sich keine Unterschiede zwischen der Acetonfallung und der Direkt-Mes-
sung, die Cannabinoide sind mit der Direkt-Messung in keinem Konzentrationsbereich er-
fassbar.

Das entscheidende Bewertungskriterium fir beide Methoden ist die gaschromatographisch-
massenspektrometrische bzw. hochleistungsfltissigkeitschromatographische Bestétigungs-
analyse.

Auf den Analyten Methadon wurde in 115 Serumproben gepriift. Die Acetonfalung ergab 20
(17 %) positive Proben, von denen 19 (95 %) bestétigt werden. Bezogen auf die Gesamtzahl
der Untersuchungen entspricht dies, dass 16,5 % der Seren Methadon enthielten. Im gleichen
Untersuchungsgut fielen mit der Direkt-Messung 45 (39 %) positive Proben an, von denen 20
(44 %) bestétigt wurden. Bezogen auf die Gesamtzahl der Untersuchungen entspricht dies
einem bestétigtem Methadon-Nachweis von 17,4 %. Aus der Vorselektion der Serumproben
mit der Direkt-Messung resultiert zwar fur Methadon eine geringgradig hohere Trefferquote,
jedoch dies auf Kosten einer erheblichen Anzahl an primér ,falsch-positiven Ergebnissen
(56 %), so dass die zwangsweise nachfolgenden GC-M S-Untersuchungen einen erheblichen
Zeit- und Arbeitsaufwand erfordern.

Fir die Opiate ergaben sich in 140 untersuchten Proben mit der Acetonféllung 40 (29 %)
positive Befunde, von denen wiederum 38 (95 %) bestétigt wurden. Die Direkt-Messung
fuhrte zu 92 (66 %) positiven Ergebnissen, von denen 42 (46 %) bestétigt wurden. Beurteilt
man die Ergebnisse unter Einbeziehung der Gesamtzahl der fir die Opiate durchgefihrten
Untersuchungen, so wurden nach Vorselektion mit der Acetonféllung 27,1 % und bel der
Direkt-Messung 30 % opiathatige (Morphin, Codein, Dihydrocodein) Serumproben erkannt.
Auch bel der Direkt-Messung der Opiate liegt eine hdhere Trefferquote vor, jedoch auch auf
K osten eines erheblich hoheren Messaufwandes.

Auf Amphetamin-Derivate wurde in 132 Proben untersucht. Die Acetonféllung ergab 44
(33 %) positive Ergebnisse, von denen 39 (89 %) bestatigt wurden, wahrend mit der Direkt-
Messung 24 (18 %) positive Proben vorlagen mit einer Bestétigung von 22 (92 %). Bezogen
auf die Gesamtzahl der Untersuchungen wurden mittels der Acetonfélung 29,5 % und der
Direkt-Messung nur 16,6 % der Amphetamin-Derivate (Amphetamin, MDA, MDMA,
MDEA) im Serum nachgewiesen. Die um 12,9 % niedrigere Trefferquote mittels der
Direktmessung resultiert auf der schlechten Nachweisgrenze der Amphetamin-Derivate, die
mit 100 bis 200 ng/ml bestimmt wurde, so dass darunter liegende Konzentrationen nicht
erfasst werden.

In 113 Serumproben wurde auf Kokain und Metabolite untersucht. Die Acetonfallung war in
58 (51 %) Proben positiv, von denen 47 (81 %) bestdtigt wurden. Bei der Direkt-Messung
konnten primér 46 (41 %) positive Befunde erhalten werden, von denen 43 (93 %) bestétigt
wurden. Unter Berlicksichtigung der Gesamtzahl der Untersuchungen von 113 Proben wurden
mit der Acetonfdlung 41,5 % Kokankonsumenten erkannt und mit der Direktmessung
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38,0 %. Die um 3,5 % niedrigere Nachweisquote mit der Direkt-Messung wird durch die
Nachweisgrenze erklérbar, die fur das Benzoylecgonin mit 50 — 100 ng/ml bestimmt wurde.
Der Anteil der ,falsch-positiven“ Befunde ist bei der Direkt-Messung um 12 % geringer, so
dass hier weniger aufwendige GC-M S-Untersuchungen anfallen.

Die Benzodiazepine wurden in 113 Serumproben untersucht. Hier ergab die Acetonfalung 47
(42 %) positive Ergebnisse, von denen 30 (64 %) bestétigt wurden. In der Direkt-Messung
lagen primér nur 28 (25 %) positive Befunde vor, von denen jedoch 28 (100 % ) bestétigt
wurden. Diese hohe Bestétigungsrate resultiert daraus, dass die Benzodiazepine nur relativ
unempfindlich erfasst werden. Das in Deutschland haufig mifbréuchlich in der Drogenszene
angewendete Flunitrazepam und dessen typischer Metabolit 7-Aminoflunitrazepam werden
durch diese Vorprobe nicht erfasst.

Die relativ niedrige Bestatigungsrate bei der Acetonféllung von nur 64 % ergibt sich daraus,
dass hier der cut-off-Wert sehr niedrig angesetzt wurde, um auch moglicherweise niedrig
dosierte Benzodiazepine und solche mit geringer Kreuzreaktivitét zu erfassen. Bezogen auf
die Gesamtzahl der 113 untersuchten Serumproben auf Benzodiazepine wurden mit der
Acetonféllung 26,5 % und mit der Direkt-Messung 24,8 % Benzodiazepinkonsumenten
erkannt. Die um 1,7 % niedrigere Nachweisquote bel der Direkt-Messung wird dadurch
erklérbar, dass Benzodiazepinkonzentrationen unter 200 ng/ml nicht erfasst werden.

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Direkt-Mes-
sung von Serumproben fur die Anaytgruppen Methadon, Opiate, Amphetamin-Derivate,
Kokain und Benzodiazepine moglich ist, insbesondere dann, wenn, wie bel Intoxikationen,
hohere Analytkonzentrationen zu erwarten sind. Im Rahmen verkehrsmedizinischer Untersu-
chungen muf3 mit Ausnahme des Methadons und der Opiate damit gerechnet werden, dass
Amphetamin-Derivate, Kokain und Metabolite sowie Benzodiazepine nicht mit ausreichender
Empfindlichkeit erkannt werden.
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