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1. Einleitung

Zur Uberpriifung von Alkoholabstinenz kommt vielfach der direkte Alkoholbiomarker Ethyl-
glucuronid (EtG) im Urin zur Anwendung. Im Rahmen unserer klinischen Routineanalytik
fiihren wir viele entsprechende Screening- und Bestitigungsanalysen fiir Fremdlabore, Arzte,
Krankenhduser oder andere Gesundheitseinrichtungen durch. Hierbei analysieren wir EtG und
Ethylsulfat (EtS). Allerdings konnen EtG und/oder EtS auch in Getrdanken oder Hygienepro-
dukten enthalten sein [1-6]. EtG kann zudem einerseits bei Bakteriurie abgebaut werden und
andererseits im seltenen Fall einer Glucosurie bei gleichzeitiger Hefebesiedlung aus Glucose
(Diabetiker!) gebildet werden (s. u.). Die Einbeziehung von EtS, das unempfindlich gegen bak-
teriellen Abbau sein soll [7,8], kann daher die Aussagekraft der EtG-Bestimmung erhdhen und
ist aus diesem Grund vorzuziehen [1,2,4,9]. In der LC-MS/MS Analytik werden deshalb ge-
wohnlich beide Ethanolabbauprodukte parallel bestimmt. Nach unserer Erfahrung kann im
tiberwiegenden Teil der EtG-positiven Proben auch EtS nachgewiesen werden. In einem kleine-
ren Teil der Proben ergeben sich allerdings ,,Auffilligkeiten®, indem EtG oder EtS nicht oder
in ungewohnlichen Mengenverhéltnissen nachweisbar sind, das heif3t, dass EtG/EtS-Konzen-
trationsverhéltnis ist atypisch. Wir demonstrieren dies einleitend an folgendem Fallbeispiel:

Ein ca. 60-jdhriger mdnnlicher Proband hatte im Zeitraum von ca. acht Wochen 5 Urinproben
abgegeben. Diese wurden in unserem Labor auf EtG und EtS untersucht. Vier von diesen finf
Proben waren positiv flir EtG, jedoch negativ fiir EtS (Tab. 1). Der Proband ging einer nécht-
lichen Arbeit nach und seine Schicht endete um 6 Uhr. Er gab an, wéhrend seiner Arbeitszeit
»Kontakt zu starken Handdesinfektionsmitteln® gehabt zu haben und dass das Einatmen von
Alkoholdédmpfen vermutlich die Erklirung fiir die positiven Analyseergebnisse fiir EtG wire.

Tab. 1. EtG- und EtS-Konzentrationen von 5 Proben eines 60-jdhrigen Probanden. Die Proben wurden verteilt
iiber 8 Wochen abgenommen und mit LC-MS/MS untersucht (n. a. = nicht angegeben).

Probe Uhrzeit Kreatinin EtG EtG Kkorr. EtS
[mg/dL] [ng/mL] [ng/mg Krea] [ng/mL]

1 n.a. 338 905 268 <25

2 n.a. 155 540 348 <25

3 n.a. 387 1735 448 <25

4 06:45 46 <100 - <25

5 08:45 266 1033 388 <25

Diesen und weitere dhnlich gelagerte Fille nahmen wir zum Anlass, uns genauer mit dem
EtG/EtS-Konzentrationsverhiltnis im Urin zu befassen und aus den uns vorliegenden Daten zu
ca. 15.000 Urinanalysen einen Erwartungsbereich fiir die EtG/EtS-Ratio in Routineproben ab-
zuleiten.
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Folgende Einfliisse auf die EtG/EtS-Ratio sind vorstellbar und werden zum Teil in der Literatur
beschrieben:

e Prianalytische ,,Probleme* durch bakteriellen Befall bei einem Harnwegsinfekt: Bakterielle
Glucuronidasen konnen EtG spalten, EtS bleibt jedoch stabil [7,8,10]. Dies kann zu einer
verminderten EtG/EtS-Ratio fiihren, ggf. ist nur EtS in der Probe nachweisbar.

e Aufnahme von EtS aus Getrinken wie zum Beispiel aus Traubensaft oder Wein [1,2] oder
Kontamination der Probe durch EtS-haltige Seifen oder Shampoos bei der Probennahme.
Ggf. kann die Probe auch bei der Probenaufarbeitung im Labor kontaminiert werden, wenn
dort EtS-haltige Desinfektionsmittel benutzt werden [6]. Dies kann zu einer verminderten
EtG/EtS-Ratio fiihren, ggf. ist nur EtS in der Probe nachweisbar [3,4].

e Eine erhohte oder verminderte EtG/EtS-Ratio ist durch Enzympolymorphismen oder durch
Enzyminduktionen oder Enzyminhibitionen vorstellbar.

¢ Bei einer In-vitro-Bildung von EtG bei unerkanntem Diabetes und gleichzeitigen Harnwegs-
infekt [11] kann nur EtG aber kein EtS nachgewiesen werden.

e Hohe EtG/EtS-Ratio oder nur EtG nachweisbar, bedingt durch die Art der Alkoholaufnahme
wie im Fallbeispiel beschrieben.

2. Proben und Methoden

Die Bestimmung von Ethylglucuronid und Ethylsulfat wurde mit unserer nach DIN EN ISO
17025 und DIN EN ISO 15189 akkreditierten LC-MS/MS Methode durchgefiihrt.

Eine Probe wurde als EtG positiv betrachtet, wenn die EtG-Konzentration {iber dem Cut-off von
100 ng/mL lag [12]. Fiir EtS kam unsere Bestimmungsgrenze von 25 ng/mL zur Anwendung.
Der obere Messbereich endet fiir beide Analyten bei 10000 ng/mL.

In die Studie eingeschlossen wurden 14856 konsekutive klinische Urinproben mit der Anfor-
derung auf Ethylglucuronid von 4133 Patienten. Davon waren 3214 Patienten méannlich und
879 weiblich. Fiir 175 Proben lagen keine Patientendaten vor. Proben aus der Fahreignungs-
begutachtung wurden nicht in die Studie einbezogen, da die prdanalytischen Bedingungen die-
ser Proben gut kontrolliert und die Positivrate nur gering war. Proben, in denen nur EtG und
kein EtS nachgewiesen werden konnte, wurden mit Urinteststreifen auf Glucose und Nitrit ge-
testet um Hinweise auf einen Harnwegsinfekt zu erhalten. Mikrobiologische Diagnostik zum
Nachweis einer Bakteriurie und/oder Hefeausscheidung wurde in keinem Fall durchgefiihrt.
EtS-positive Proben die gleichzeitig EtG-negativ waren, wurden fiir die Studie nicht bertick-
sichtigt.

3. Ergebnisse

Von den 14856 Urinproben waren 4992 EtG positiv (33,6 %). Hiervon lagen die Ergebnisse
von 2326 Proben (46,6 % der positiven EtG Proben) fiir EtG sowie fiir EtS innerhalb des
Messbereichs. Aus diesen Proben wurde die EtG/EtS-Ratio bestimmt. In 40 Proben (von 32
Patienten) war ausschlieBlich EtG (und kein EtS) nachweisbar. In Tabelle 2 ist die Anzahl der
jeweils positiven und negativen Proben aufgeschliisselt. EtG-negative Proben wurden fiir die
Studie nicht herangezogen. Die mittlere EtG-Konzentration der Proben, welche zur Ermittlung
der EtG/EtS-Ratio herangezogen werden konnten, lag bei 3019 ng/mL, die mittlere EtS-
Konzentration bei 1116 ng/mL. Die Konzentrationen erstrecken sich fiir dieses Probenkollektiv
iiber den gesamten Messbereich (Tab. 3).
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Tab. 2. Verteilung von EtG- und EtS-positiven und -negativen Befunden aller eingeschlossenen Proben
(n = 14856). Bei positiven Proben wurde fiir beide Analyte zwischen innerhalb des Messbereichs und au3erhalb
des Messbereichs unterschieden. EtG-negative Proben die gleichzeitig EtS-positiv waren, sind unberiicksichtigt.

gesamt: L8 EtS
i ) EtS neg EtS pos >25 ng/ml
n = 14856 <10000 ng/ml >10000 ng/ml
EtG neg 9864
EtG pos 40 4952 3341 1611
EtG
>100 ng/ml 2329 2326 3
<10000 ng/ml
EtG
>10000 ng/ml 0 2623 1015 1608

Die mittlere EtG/EtS-Ratio lag bei 3,51 (Median 2,81), der Bereich zwischen 0,04 und 35.8.
Neunzig Prozent der EtG/EtS-Ratios lagen zwischen 1,05 und 7,69 (Tab. 3).

Tab. 3. EtG- und EtS-positive Proben aus denen die Bildung einer EtG/EtS-Ratio moglich war (n = 2326).

n=2326 EtG Konz. EtS Konz. EtG/EtS-Ratio EtG/EtS-Ratio
[ng/mL] [ng/mL] (Massen-Ratio) (Molares-Ratio)

Mittelwert 3019 1116 3,51 1,99

Median 2018 695 2,81 1,59

Bereich 101-9994 26-9539 0,04 —35,8 0,02 -20,6

5 % Perzentile 258 93 1,05 0,60

95 % Perzentile 8653 3674 7,69 4,37

Die EtG-Konzentrationen sind relativ gleichmafBig iiber den Messbereich verteilt, mit einer
Héufung im unteren Konzentrationsbereich zwischen 100 und 2000 ng/mL. Die EtS-Konzen-
trationen konzentrieren sich auf Werte zwischen 25 ng/mL und 2000 ng/mL (Abb. 1).
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Abb. 1. links: Histogrammverteilung der Konzentrationen der EtG-positiven Proben, die zur Bildung der EtG/EtS-
Ratio herangezogen wurden. rechts: Histogrammverteilung der Konzentrationen der EtS-positiven Proben, die zur
Bildung der EtG/EtS-Ratio herangezogen wurden.
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Als statistische Ausreiller wurden 3,3 % der Proben mit einer EtG/EtS-Ratio tiber 8,5 identi-
fiziert (Abb. 2). Ausreifler mit sehr geringen EtG/EtS-Ratios lagen nicht vor, da fiir den
Quotienten insgesamt eine rechtsschiefe Normalverteilung vorliegt (Abb. 3).
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Abb. 4. Statistische Verteilung der EtG- und EtS-Konzentrationen der Proben, die zur Bildung der EtG/EtS-Ratio
herangezogen werden konnten (n = 2326).
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Die mittlere EtG-Konzentration der 40 Proben, in denen nur EtG (aber kein EtS) nachweisbar
war, lag mit 420 ng/mL (Median 259 ng/mL) deutlich niedriger, als in den Proben, in denen
sowohl EtG als auch EtS nachweisbar war. Der gemessene Konzentrationsbereich dieser
Proben lag zwischen 125 und 2019 ng/mL. Keine der Proben, in denen nur EtG nachweisbar
war, enthielt Glucose.

4. Diskussion

Von den 2326 Proben bei denen die EtG/EtS-Ratio bestimmt werden konnte, liegt die EtG/EtS-
Ratio bei 90 % der Proben zwischen 1,1 und 7,7. Dieser Bereich wird von uns daher vorldufig
als ,,Referenzbereich® im Sinne eines Erwartungsbereichs betrachtet.

Die deutlich geringere Anzahl von EtS-positiven Proben in hoheren Konzentrationsbereichen,
insbesondere iiber 5000 ng/mL konnte durch die hohe Zahl an Proben bedingt sein, bei denen
das EtG auBerhalb des Messbereichs lag und damit aus der Betrachtung (mdogliche Ratio-
Bildung) heraustfallen.

Bei Urinproben mit einem EtG/EtS-Ratio unter 1 konnte es sinnvoll sein, den Urin auf einen
Harnwegsinfekt zu priifen. Das gilt insbesondere fiir Proben mit nachweisbarem EtS, bei feh-
lendem EtG [7]. Dies ist im ersten Schritt mit einem einfachen Urin-Tauchtest moglich, der
zum Beispiel Hinweise auf Nitrit, Leukozyten oder auch Erythrozyten im Urin gibt [10]. Alter-
nativ kann eine direkte Messung der 3-Glucuronidaseaktivitit in einer Probe zum Beispiel mit-
tels p-Nitrophenol-B-D-Glucuronid oder Phenolphtaleinglucuronid durchgefiihrt werden [13-
15]. Insbesondere bei EtG-negativen, EtS-positiven Proben geringer Konzentration ist eine ex-
terne Kontamination der Probe mit EtS aus Hygieneprodukten zu beriicksichtigen [6].

Um eine stattgehabte In-vitro-Bildung von EtG auszuschlieBen, konnte der Urin mittels eines
Urinteststreifens auf einen Harnwegsinfekt und Glucose getestet werden [11].

Grundsitzlich sind Polymorphismen der Uridindiphosphatglucuronosyl-transferase (UGT)-
Isoformen bekannt [16] und als Grund fiir eine verminderte EtG-Bildung nicht auszuschlie3en.
Allerdings konnte ein Einfluss des Gilbert-Syndroms, eines Polymorphismus der UGT-Isoform
1A1, der mit einer verminderten Aktivitit dieses Enzyms einhergeht, auf die EtG-Bildung nicht
nachgewiesen werden [17]. Insgesamt sind mehrere UGT-Isoformen an der Glucuronidierung
von Ethanol beteiligt [18,19], so dass der Ausfall einer einzelnen Form kompensiert werden
kann. Des Weiteren ist die Inhibition von UGT durch unterschiedliche Substanzen z. B.
Kaempferol und Quercetin in vitro nachgewiesen [18,19]. Da Kaempferol und Quercetin in
Nahrungsmitteln vorkommen, zum Beispiel der gelben Zwiebel, Griinkohl oder Lauch [20],
konnte es bei einer entsprechenden Erndhrung zu einer Verminderung, aber auch zu einer
Erh6éhung der UGT-Aktivitdt kommen [19,21]. Inwieweit dies im Einzelfall zu einer labor-
diagnostisch relevanten Verdnderung der EtG-Bildung fiihrt, ist jedoch unseres Wissens nach
noch nicht bekannt und bedarf weiterer Studien.

Auch fiir verschiedene Isoformen der Sulfotransferase (SULT) sind Polymorphismen bekannt
[22-24]. Eine potenzielle Inhibition oder Induktion durch Nahrungsmittel wurde ebenfalls
beobachtet [18,19,24]. Die klinische Relevanz und der Einfluss auf die EtG/EtS-Ratio in vivo
ist jedoch weder fiir Polymorphismen der SULT-Isoformen noch fiir den vermehrten Gebrauch
von Nahrungsmitteln mit SULT-inhibierenden Inhaltsstoffen (z. B. Quercetin) wie Tomaten,
Zwiebeln oder Lauch [20] bekannt. Fiir die Aufkldrung wiren weitere Studien notwendig.

Polymorphismen oder Induktion und Inhibition der SULT- und UGT-Isoformen kdnnen, sofern
keine andere Erkldrung wie bakterielle Kontamination oder artifiziell vorhandenes Ethylsulfat
aufgrund von Kontamination vorliegt, jedoch trotzdem eine mogliche Erkldrung fiir den sehr
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hohen Bereich der EtG/EtS-Ratio darstellen. Bei Trinkversuchen von Halter et al. [25] mit 13
Probanden ergab sich fiir die molare EtG/EtS-Ratio ein Bereich von 0,44 — 1,24. Aus einer
Studie von Helander et al. [26] mit 32 Patienten und 297 Proben ergab sich eine mittlere molare
Ratio von 2,5 mit einem Bereich von 0,21 — 7,22 und aus einer fritheren Studie von Helander
und Beck [27] mit 86 Proben eine mittlere molare Ratio von 2,3 mit einem Median von 1,7.
Die mittlere molare EtG/EtS-Ratio in dieser Studie ist mit 1,99 (Median 1,59) also mit den
Vorgingerstudien vergleichbar. Unterschiede konnen sich aus der Tatsache ergeben, dass in
unserer Studie 2326 Proben betrachtet wurden und dass in den vorher beschriebenen Studien
die prianalytischen Bedingungen der Proben gut kontrolliert waren. Eine Limitation unserer
Studie ist die Tatsache, dass keine verwertbaren Informationen {iber die praanalytischen Bedin-
gungen der Proben vor dem Eintreffen in unserem Labor, zum Beispiel iiber den Abnahmezeit-
punkt, den Gesundheitszustand des Patienten, die Alkoholkonzentration in der Probe oder den
Zeitpunkt des letzten Alkoholkonsums vorliegen. Andererseits spiegelt unser Patientenkollek-
tiv die ganze Bandbreite prdanalytischer Einfliisse auf die EtG-Bestimmung eines klinischen
Einsendelabors wieder.

Besondere Aufmerksamkeit sollte zwei Gruppen von Proben gewidmet werden. Zum einen der
Gruppe der Proben mit isoliert auftretendem positiven EtG ohne Vorhandensein von EtS in
einer Konzentration, bei der EtS geméfl dem von uns ermittelten Bereich der EtG/EtS-Ratio
erwartungsgemal iiber der Bestimmungsgrenze hétte liegen miissen. Zu dieser Gruppe gehort
auch unser eingangs genanntes Fallbeispiel. In die zweite Gruppe fallen die Proben mit einer
extrem hohen EtG/EtS-Ratio wie zum Beispiel die Proben, welche als starke Ausreif3er klassi-
fiziert wurden. Fiir beide Gruppen konnte die Art der Alkoholaufnahme eine Rolle spielen,
nidmlich Inhalation. Der Proband im o. g. Fallbeispiel gibt als Grund fiir seine positiven EtG-
Proben den Kontakt zu ,,starken Handdesinfektionsmitteln* an, bei denen Ethanol inhalativ auf-
genommen worden sein sollte.

In einer Studie von Skipper et al. [28] wurden bei einzelnen Studienteilnehmern EtG-Werte im
Urin erreicht, die mit den Konzentrationen aus den Befunden des Fallbeispiels vergleichbar
sind. In dieser Studie desinfizierten sich die Studienteilnehmer fiir eine Stunde alle vier Minuten
mit einem ethanolhaltigen (62 %) Desinfektionsmittel die Hénde. Auch in einer Studie von
GeBner et al. [29] mit Personal in chirurgischer Tatigkeit und Laborpersonal wurden am Ende
der Arbeitsschichten vergleichbare Werte erreicht. In beiden Studien wurde EtS jedoch nicht
mitbestimmt.

In einer Studie von Arndt et al. [30],1in der sich Labormitarbeiter 4 mal pro Stunde iiber 8 Stun-
den mit 3 mL eines Handdesinfektionsmittels (78.2 g 96 % (v/v) Ethanol/100 g und circa 10 %
2-Propanol) die Hande desinfizierten, konnten EtG-Konzentrationen teils deutlich > 0,5 mg/L
nachgewiesen werden. Da in dieser Studie 2 Probanden nur in der Gruppe der sich Hindedes-
infizierenden standen, selbst aber kein Desinfiziens anwandten und dennoch EtG-Ausscheidun-
gen von > 0,5 mg/L entwickelten, kommen Arndt et al. [30] zu dem Schluss, dass das Ethanol
inhalativ aus den Desinfektionsmitteldimpfen und nicht cutan aus dem Desinfektionsmittel
selbst aufgenommen wurde. In dieser Studie konnte EtS in jeder EtG positiven Urinprobe nach-
gewiesen werden, leider geben die Autoren keinen Hinweis auf die nachgewiesene EtS-Kon-
zentration und die EtG/EtS-Ratio. Dieselbe Versuchsgruppe fiihrte das gleiche Experiment mit
Héandedesinfektion unter einem Laborabzug durch, wobei nun keine EtG-Konzentrationen
> 0,5 mg/L (klinischer Cut-off) und auch nicht > 0,1 mg/L (forensischer Cut-off) beobachtet
wurden [30]. Analoge Experimente derselben Arbeitsgruppe mit rein propanolischen Desinfek-
tionsmitteln flihrten zur Ausscheidung der entsprechenden Propylglucuronide im Urin und be-
legten damit sicher, dass Alkohole aus alkoholhaltigen Dampfen/Nebeln inhalativ resorbiert,
glucuronidiert und anschlieend als Alkoholglucuronide ausgeschieden werden [31, 32, 33].

Eine Studie von Reisfield et al. [34], bei der Handdesinfektionsmittel alle 5 Minuten iiber 10
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Stunden und eine Studie von Sundermann et al. [35], bei der an flinf aufeinander folgenden
Tagen 20 mL einer alkoholhaltigen Losung (Gesichtswasser) aufgetragen wurde, fiihrte zu ver-
gleichbaren maximalen EtG-Konzentrationen im Urin wie in unserem eingangs geschilderten
Fall. In diesen beiden Studien ist EtS, wenn tiberhaupt, nur in deutlich niedrigeren Konzentra-
tionen nachgewiesen worden, als in Studien mit peroraler Aufnahme von Ethanol. In der Studie
von Reisfield et al. [34] liegt das EtG/EtS-Verhéltnis in allen Proben iiber 9. In einem Artikel
von Jones et al. [36] und einem weiteren von Mansour und El-rafey [37] konnte &hnliches
beobachtet werden. Reisfield et al. [34] fiihren diesen Umstand auf die im Verhiltnis geringe
Ethanolkonzentration im Kd&rper und die im Verhéltnis zur UGT geringere Affinitdt der SULT
zu Ethanol als Grund an.

Eine weitere Erklarung fiir diese Beobachtungen ergeben sich mdglicherweise aus der Vertei-
lung von UGT- und SULT-Isoformen in den entsprechenden Geweben und der Lunge als
erstem metabolisierenden Organ. Da der Respirationstrakt mit einer Vielzahl von Fremd- und
Giftstoffen konfrontiert ist, befinden sich in den Epithelien bereits viele Fremdstoffe metaboli-
sierende Enzyme [38,39]. Kurogi et al. [40] zeigten beispielsweise, dass in der Lunge die Etha-
nol-Sulfatierung deutlich geringer ausfiel als in der Leber und insbesondere im Diinndarm. In
einer Studie von Riches et al. [41] in der unter anderem die Exprimierung unterschiedlicher
SULT-Isoformen im Cytosol verschiedener Gewebe bestimmt wurde, konnte in der Lunge
ebenfalls eine geringe Exprimierung im Vergleich zu Leber oder Diinndarm gefunden werden.
Dariiber hinaus war der Anteil von zwei an der Sulfatierung von Ethanol beteiligten SULT-
Isoformen [42] vom Gesamtanteil der nachgewiesenen SULT-Isoformen geringer als in der
Leber. Entsprechend vergleichbare Studien zur Studie von Kurogi et al. [40] fiir UGTs konnten
wir bei unserer Recherche nicht finden, sondern lediglich allgemeinere Studien zur Exprimie-
rung von UGT-Isoformen. Allerdings wurde in einer Studie von Bond et al. [43] bei Hunden
eine vergleichbare UGT-Aktivitidt im Respirationstrakt des Hundes wie in deren Leber be-
stimmt. Aus anderen Studien geht hervor, dass in der Leber eine deutlich hohere Vielfalt an
UGT-Isoformen exprimiert wird, als in anderen Organen [16], wohingegen in den olfaktori-
schen Epithelien, sowie in den Atemwegen und besonders der Lunge UGT2A1 eine dominante
Form zu sein scheint [44, 45]. Bei UGT2A1 scheint es sich um eine Isoform mit einem sehr
weiten Spektrum an Substraten zu handeln [16], allerdings wurde diese unseres Wissens nach
noch nicht auf die Fahigkeit, Ethanol zu metabolisieren untersucht.

Nach unserer Auffassung sind weitere Studien mit kontrollierter Inhalation von Ethanol und
Messung der EtG- und EtS-Ausscheidung im Urin notwendig, um die Hypothese eines unter
inhalativer Ethanolaufnahme erhdhten EtG/EtS-Ratios zu stirken.
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