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Speichel als alternatives Unter suchungsmaterial zur
Drogenanalytik mittels Immunoassay: ein Vergleich
mit konventionellen Nachwelisverfahren im Urin

1. Einfdhrung

1.1  Durchfihrung von  Untersuchungen zum  Nachweis von

Drogenkonsum

Der Nachweis von Drogenkonsum ist in vielen Bereichen notwendig. Er wird zu forensischen
Zwecken im Bereich der Rechtss und Arbeitsmedizin und auch zur Kontrolle auf
Drogenkonsum in  drogenthergpeutischen  Einrichtungen  eingesetzt. Gerade in
drogentherapeutischen Einrichtungen it eine regelméldige Kontrolle zur erfolgreichen
Detoxifikation, zur Drogenabstinenz wéahrend der Rehabitilationstherapie zum Erreichen des
Clean-Status, sowie zur Uberwachung des Beigebrauchs wahrend der Substitutionstherapie
opiatabhéngiger Patienten notwendig [Staak et al. 1993]. Ein Beigebrauch von Drogen
wahrend der Substitution kann allzu leicht zu einer todlichen Uberdosierung fiihren. Im Jahr
2001 betrug laut Angaben des Bundesministeriums fur Gesundheit und soziale Sicherung die
Zahl der Drogentoten 1835. Etwa 20% sind davon an einer Mischintoxikation mit anderen
Substanzen wie Methadon, Benzodiazepinen oder anderen gestorben. Dabel handelte es sich
fast ausschliefdlich um Abhéngige, die sich nicht in einem Substitutionsprogramm befanden
[Bundesministerium fir Gesundheit und soziale Sicherheit 2001]. Besonders Kombinationen
wie Benzodiazepine, Heroin, Alkohol und Methadon mit der Gefahr einer Atemldhmung, wie
auch eine Kombination von Heroin mit Kokain mit Kreidaufversagen sind hierbei zu nennen.

Zum Nachweis von Drogenkonsum im drogentherapeutischen Bereich werden tblicherweise
Urin oder Serum herangezogen. Harn wird in der Niere konzentriert und in der Harnblase
gesammelt. Im Urin fallen daher im Vergleich zum Serum hohere Konzentrationen der
Drogen und deren Metabolite an. Niedrige Serumkonzentrationen, die normalerweise nicht
mehr nachweisbar waren, kommen durch die Aufkonzentration des Harn durch die Niere
wieder in einen messbaren Bereich. Dadurch verlangert sich der Zeitraum der
Nachweisbarkeit [Iten 1994]. De Nachweis von Drogenkonsum im Urin ist somit
labordiagnostisch as Nachweisverfahren gut geeignet. Nachteile hierbei sind die leichte
Manipulationsmoglichkeit und die ,lag times* [Schitz 1999]. Als ,lag times* werden die



Zeiten bezeichnet, in dem die Droge kurz zuvor konsumiert wurde und noch nicht in
ausreichender Konzentration zum Nachweis vorhanden ist. Es muss erst eine gewisse Zeit
vergehen bis die Drogen, beziehungsweise deren Metabolite, Gber die Niere ausgeschieden
werden und sich in der Harnblase anreichern, um eine nachweisbare Konzentration zu
erreichen. Diese , lag times* liegen bei dem Nachwels im Serum nur im geringen Mal3en vor.
Allerdings ist die Nachwelsbarkeitsdauer kirzer als im Urin und umfasst daher ein engeres
zeitliches Fenster. Eine Manipulationsmoglichkeit beim Serum existiert nicht. Haarproben
werden selten eingesetzt, da hierbel kein aktueller Wert bestimmt wird, sondern vielmehr ein
langerer zurtickliegender Zeitraum. Haarproben werden eingesetzt, wenn ein Drogenkonsum
Uber einen bestimmten Zeitraum getestet werden soll. Andere Matrices wie Speichel, Nagel,
Schwell, Bronchialsekret, Gallenflissigkeit, Liquor, Kammerwasser- und Perikardflissigkeit
aus dem Herzen stehen zur Verfigung und wurden und werden bereits eingesetzt [Kidwell
1998, Pichini 1996, Sachs 1998, Palmeri 2000].

Da es sich bei dem Nachwels von Drogen im Urin um eine nicht-invasive Methode handelt
und gegentber anderen Methoden labordiagnostische Vortele besitzt, wird Urin as
bevorzugtes Untersuchungsmaterial im Drogenbereich zum Drogennachwels eingesetzt. Zur
schnellen Kontrolle kdnnen Urin-Stix eingesetzt werden. Sie sind ein relativ kostengtinstiges
Testverfahren, das innerhalb von wenigen Minuten ein Ergebnis bringt. Die zuverlassige
labortechnische Methode mit Immunoassay und Absicherung Uber GC/MS wird im
Zweifelsfalle herangezogen. Oftmals wird die Kombination von Immunoassays und GC/MS
von vornherein als bevorzugte Testmethode herangezogen. Um eine Vertauschung der Probe
von seitens des Patienten zu verhindern, muss die Urinprobe unter Sicht abgegeben werden.
Das geschieht meistens so, dass eine Person direkt bei der Abgabe der Probe dabei ist, oder
dass die Abgabe der Probe unter VideoUberwachung observiert wird. Diese Methode stellt
jedoch enen Eingriff in die Intimsphére oder ethische Integritdt des Patienten dar. Trotz
Uberwachung gelingt es jedoch immer wieder, dass die Probe vom Patienten vertauscht oder
manipuliert werden [Hagemann 1990]. Zahlreiche Anregungen, und auch Utensilien zur
Manipulation des Testergebnisses sind unter anderem tber das Internet erhéltlich.

In der Praxis der Drogentherapie ist es daher erstrebenswert einen Weg zu finden ene
zuverldssige und praktikable Art des Drogennachweises durchzufiihren. Eine gute Methode
Untersuchungsmaterial zu gewinnen stellt die Speichelprobe dar, da se relativ sicher
bezliglich Manipulationen ist. Nachtell dieser Methode ist die geringe Konzentration der
einzelnen Substanzen. Das Labor Geesthacht hat jahrelange Erfahrung im Bereich des

Drogenscreening. Das Labor entspricht den technischen und personellen Voraussetzungen,



der von SAMHSA erstellten Leitlinien (SAMHSA, www.samhsa.gov)  In Zusammenarbeit
mit diesem Labor wurde die Studie durchgefiinrt. Die nachfolgende Studie vergleicht die
unterschiedlichen Drogennachweisverfahren des Urins, im besonderen die der Urin-Stix, und
die des Speichels mittels Immunoassay. Die gesamte Studie wurde auf die Basis einer
praxisnahen V orgehensweise aufgebauit.

1.2. Speichelproduktion

1.2.1. Anatomieder Speichelorgane
Zur Speichelproduktion stehen neben den kleinen Speicheldriisen hauptséchlich die drei

paarigen Hauptspeicheldrisen zur Verfligung.

Glandula submandibularis
Glandula Parotis

Glandula sublingualis

Die Speichelproduktion betrégt etwa 0,5 bis 1,5 Liter pro Tag [Kidwell 1998]. Dabel wird
von der Glandula submandibularis etwa 65%, von der Glandula parotis etwa 23%, von der
Glandula sublingualis etwa 4% und von den kleineren Speicheldrisen etwa 8% des
Gesamtspeichels produziert. Der Speichel selbst setzt sich aus einem serdsen wie mukdsen
Sekret zusammen. Deren jeweilige Anteile zueinander kdnnen je nach Stimulation variieren.
Bei Stimulation nimmt er serése Antell zu, beim Ruhespeichel Uberwiegt der mukose Antell.
Der Speichel und andere Bestandtelle wie Zellreste, Bakterien, Nasensekret, Reste von
Verdauungsfliissigkeit und von oral aufgenommenen wie inhaliert Substanzen bilden die zu
testende Matrix, die Mundfliissigkeit, die auch as ,,gemischter Speichel* bezeichnet werden
kann [Glock 1982].

Zu den Aufgaben des Speichels gehtren die Erhéhung der Gleitfahigkeit des Speisebreies, die
Befeuchtung des Nasen-Rachenraumes, Infektabwehr durch IgA und Lysozyme und
Andauung von Stérke durch Ptyalin (a-Amylase des Speichels).

Die Ohrspeicheldriise, Glandula parotis, ist die grofdte Speicheldriise mit einem Gewicht von
14 bis 28 g. Sie befindet sich in der subkutanen Wangenhaut zwischen der Mandibula und
dem Ohr. Sie liegt dem Musculus masseter, auf und ist somit von aul3en tastbar und in ihrer



Exkretion stimulierbar. Der Ausfuhrungsgang (Ductus paroideus) findet seinen Weg durch
den Musculus masseter zur Wangeninnenflache, wo er dann in die Mundhdhle miindet. Der
Ausfiihrungsgang befindet sich gegentiber den oberen Molaren und ist deutlich sichtbar. Das
Sekret, das die Ohrspeicheldrise produziert ist fast ausschliefdlich seréser Natur. Die
Ohrspeicheldriise kann bei Stimulation ihre Produktion enorm steigern und somit etwa die
Hafte des Gesamtspeichels Uibernehmen [ Sas 1997, Ship 1997].

Die Unterkiefer speicheldriise, Glandula submandibularis, ist die zweitgroldte Speicheldriise
mit einem Gewicht von etwa 7 bis 15g. Sie befindet sich unter dem Mundboden nahe dem
Kieferwinkel. Der Ausfihrungsgang (Ductus submandiblaris) miindet unterhalb der Zunge in
den Mundboden. Sie produzieren sowohl seréses wie auch mukdses Sekret.

Die Unterzungenspeicheldriise, Glandula sublingualis, ist mit ihren 2g die kleinste
Hauptspeicheldriise. Sie befindet sich am seitlichen Zungengrund direkt unter der
Mundschleimhaut. Ihr  Ausfihrungsgang (Ductus sublingualis) mindet in den Ductus
submandibularis und gelangt somit Uber den Mundboden in die Mundhohle. Bel ihr handelt es
sich um eine gemischte Driise mit serésen und mukosen Sekret, wobel der mukose Antell
Uberwiegt.

Die etwa 750 anderen kleinen Speicheldrisen befinden sich unterhalb der Mucosa gesamten
Mund -und Rachenraum, bis hin zum paranasalen Sinus und Uber den Larynx bis zu der
Trachea und den Bronchien. Die htchste Konzentration der kleinen Speicheldriisen befindet
sich jedoch im Mundraum. Uber sie wird vornehmlich mukoses Sekret abgesondert [Silvers
1998].

Bei den Speicheldrisen handelt es sich um tubuloazinére Drisen. Sie setzen sich aus Azini
(Drisenendstiicke), Schaltstiicke und Ausfihrungsgang zusammen. Die Azini haben ein
beerenférmiges Aussehen und stehen in Gruppen zusammen. Sie geben somit den Drisen ein
l&ppchenférmiges Aussehen. Sie werden von spezialiserten einschichtigen Drisenzellen
gebildet. Um sie herum liegt ein dichtes Geflecht von Kapillaren. Die Blutgefal3e, die zu den
Azini fuhren, folgen den AusfUhrungsgangen. Der Blutstrom ist dabel der Richtung des
Speichelflusses gegenléufig. Zur Speichelbildung missen aus dem Blut Substanzen und
Flussigkeit die Kapillarwand, den intergtitiellen Raum und das einschichtige Drisenepithel
Uberwinden [Potsch 1997]. Somit gelangen Flissigkeit, lonen und niedermolekulare Stoffe
aus dem Blut direkt in das Lumen der Azini und bilden den Primérspeichel. Uber die
Schaltstiicke, die nach distal ihren Durchmesser vergroRern, gelangt der Primérspeichel in die
Ausfiihrungsgénge. Dort werden dem Primérspeichel Elektrolyte entzogen und es bildet sich



ein  hypoosmolarer  Sekundarspeichel. Der Sekundérspeichel gelangt Uber die

Ausfiihrungsgénge in den Mundraum.

1.2.2. Speichelbildung

Speichel besteht aus ca. 99% Wasser, ca. 0,3% Protein (Ptyalin, Lysozym, IgA) und weiteren
0,7% anderer Substanzen wie Elektrolyte, Mukopolysaccharide, Zellen und Bakterien. Der
Speichelfluss in Ruhe betragt 0,3-0,5 ml/min und bei Stimulation 3-5ml/min. Der pH-Wert
liegt normalerweise zwischen 5,6 und 7,0 (pH-Ruhespeichel ca6,4), kann aber bei
Stimulation auf 8 ansteigen [Haeckel 1996].

Die Speichelbildung wird hauptséchlich Uber das vegetative Nervensystem reguliert. Neben
taktilen Reizen wie Kauen, Berthrung der Mundschleimhaut und sensorischen Reizen wie
Geschmack und Geruch, wird die Speichelabsonderung durch erlernte Prozesse Uber das
limbische System angeregt. Die Speichelabsonderung erfolgt dann reflektorisch Cber
cholinerge, adrenenerge und petiderge (Substanz P) Aktivierung des vegetativen
Nervensystems. Cholinerge, a-adrenenerge und petiderge (Substanz P) Aktivierung fir zur
Absonderung von serdsen Sekret. Hierbel kommt es bel adéquater Stimulierung zu einer
lokalen Vasodilation der Blutgefdl’e im Bereich der Speicheldriise und damit zu einer
Mehrdurchblutung mit erhdhter Sekretionsrate in die Azini. Bel B-adrenerger Stimulierung
kommt es zu enem gegentelligen Effekt, zur Vasokonstriktion mit verminderter

Sekretionsrate. Es kommt zu Bildung von hochviskdsem muzinreichen Sekret [ Silvers 1998].

Wie oben erwdhnt betrégt die Speichelproduktion etwa 0,5 bis 1,5 Liter pro Tag. Ein Grof3teil
davon wird wéahrend der Nahrungsaufnahme gebildet. Speichelbildung verlauft in zwel
Schritten. Chlorid gelangt durch aktive Transportmechanismen aus dem Blut in die
Azinuszelle. Chloridionen (CI) gelangt dann Uber einen Chloridkana in das Lumen der
Azini. Durch das intraluminale negative Potential werden Natriumionen (Na* durch einen
Co-Transport ebenfalls ins Lumen befordert. Osmotisch bedingt folgt das Wasser den beiden
lonen ins Lumen der Azini. Der sich im Lumen der Azini befindliche Speichel wird as
Primérspeichel bezeichnet. Die Letfahigkeit der Iuminalen Chloridkande und die
exozytotischen Prozesse von Protein ist abhangig von der intrazellularen Ca™™-Konzentration.
Bel Stimulation erhoht sich die intrazelluldren C™-Konzentration. Das bedingt einen erhohten
Einstrom von CI” und damit verbundenen Na'- und Wassereinstrom ins Lumen. Daneben wird

bei erhohter intrazellulérer Ca™*-Konzentration vermehrt Protein durch Exozytose ins Lumen



abgegeben. In den Ausfiihrungsgangen wird dann CI" und Na® im Austausch mit K* und
HCO,  durch aktive Transportmechanismen zurlckresorbiert. Durch die ansonsten
wasserundurchldssige Struktur der tubuldren Membran wird der Sekundérspeichel
hypoosmolar (bis zu 50 mosmi/kg H.,O). Bel Erhohung der Speichelflussrate kommt es zu
einem gleichzeitigen Anstieg der HCO;-Konzentration im Sekundérspeichel und einer damit
verbundenen Alkalisierung [Hold 1996].

1.2.3. Pharmakokinetische Eigenschaften des Speichels

Ebenso wie der Speichel gelangen verschiedene Inhaltsstoffe aus dem Blut in den Speichel.
Folgender Weg muss vom Blutgefal3 bis in den Azinus durchschritten werden [P6tsch 1997]:

» Kapillarwande

» Intergtitieller Raum

» Drusenepithelzelle mit basaler und lumenseitiger Zellmembran

Bei dem Stoffdurchtritt spielen drei Faktoren eine Rolle: die Substanzeigenschaft, Trigger fur
die Speichelproduktion sowie die physiologischen und anatomisch/histologischen
Grundbedingungen [Kidwell 1998, HOId 1996, Haeckel 1996].

Als Transportmechanismen bel der Speichelbildung existieren Sekretion, Filtration oder
Diffuson. Die Sekretion stellt einen aktiven transzelluldren Transportmechanismus dar, bei
dem unter Energieverbrauch ein Stoff unabhangig vom Konzentrationsgradienten zur anderen
Zellseite beférdert werden kann. Es handelt sich hierbei um groRRere molekulare Stoffe, die
sonst nicht die Kapillarwande passieren konnten. Fur Elektrolyte in ionisierter Form
existieren hierfir Pumpen, die sie auf die andere Seite der Zellmembran transportieren. Ein
anderer Transportmechanismus ist die Transzytose, bei denen Stoffe durch Endozytose in die
Zelle aufgenommen und durch die Exozytose wieder abgegeben werden. Diese Form trifft fir
einige Proteine, wie das IG-A und auch fir Medikamente, u.a. Methadon zu. Der aktive
Transportmechanismus kann dazu fuhren, dass im Speiche hohere Konzentrationen
vorkommen konnen as im Plasma. Bei der Filtration gelangen kleinste Partikel durch die
Membranporen vom Plasma in den Speichel. Hierbel spielen Konzentrationsgefélle und
onkotischer Druck eine Rolle, inwieweit ein Stofftransport stattfindet. Als haufigster
Transportmechanismus wird jedoch die Diffuson angesehen [Kidwell 1998, Hold 1996,
Haeckel 1996]. Bel der Diffuson spielen neben den Membraneigenschaften die



Substrateigenschaften eine Rolle. Zur Diffuson bendtigt man zwel Kompartimente, mit
unterschiedlich hohen Konzentrationen eines Stoffes. Die Diffusion bei der Speichelbildung
lauft in  drel  Schritten ab: Kapillar-intergtitieller  Raum,  interstitieller  Raum-
Drusenepithelmembran  und Drisenepithelmembran-Azinus. An der Verbindung der
Kompartimente befindet sich eine Grenzflache (Zellmembrane), die man as Austauschfléache
bezeichnet. Die pro Zeiteinheit diffundierende Stoffmenge ist proportiona zu dem

Diffusionskoeffizienten, der Austauschflache und der Konzentrationsdifferenz beider Stoffe.

AQ/At = (D - F/l) - AC [ mol/g]

AQ=diffundierende Stoffmenge; At=Zeiteinheit; D=Diffusi onskoeffizienten; F=Austauschfl&che;

AC=Konzentrationsdifferenz;

Der Diffusonskoeffizient der einzelnen Drogen wird bestimmt durch deren
Molekulargewicht, MolekulgroRRe, deren raumlichen Konfiguration, deren Lipophilie und
deren lonisationsgrad. Der Diffusonskoeffizient ist umgekehrt proportional zur
Molekilgrofte. Das heildt, dass kleinere Molekile leichter und schneller diffundieren,
besonders wenn ihre Molekilform oval ist. Als Mal3 fir die Lipophilie dient der n-Octanol-
Phosphatpuffer-Verteillungskoeffizient. Je groRer der Koeffizient ist, desto grofRer ist die
Lipophilie. Umso hoher der Koeffizient liegt, umso leichter und schneller kann der
Membrandurchtritt erfolgen [Fichtl 1992]. Die Lipophilie der einzelnen Drogen spielt eine
wichtige Rolle in der Permeation in den Speichel. Durch Plasmaproteinbindung (z.B.
Glucuronidierung) und die damit verbundene Hydrophilie kann die Diffuson gehemmt oder
gar verhindert werden. So gelangen hauptséchlich die freien, aktiven Ursprungssubstanzen in
den Speichel und nicht deren Metabolite in gebundener Form [Haeckel 1989, Kidwell 1996].
Der lonisationsgrad der Drogen wird durch den pH-Wert des Speichels und dem pKa-Wert
(Dissoziationskonstante der Substanz) bestimmt [Haeckel 1996, Kidwell 1998]. Um die
Lipidschicht zu Uberwinden muss die Substanz in nicht-ionisierter Form vorliegen. Dazu
missen die Stoffe einen pKa-Wert grof3er 8,5 oder kleiner 5,5 haben. Dies trifft fir die
meisten Drogen zu [von Meyer 1993]. Um daraufhin im Speichel zu verbleiben, missen die
Drogen ionisiert werden, da dies eine gewisse Hydrophilie mit sich bringt, was zu einem
Verlust der Permeationsfahigkeit durch die Zellmembrane fuhrt. Diese lonisierung hangt von
dem pH-Wert des Speichels ab. Im Ruhespeichel liegen basische Drogen in groferen
Konzentrationen vor, wie in dem etwas alkalischeren stimulierten Speichel. Fur saure Drogen

gilt das genau umgekehrt. Hier findet man im stimulierten Speichel héhere Konzentrationen

9



wie im Ruhespeichel. Fir die Anreicherung von Drogen im Speichel spielt zudem die

Konzentration der Drogen im Plasma eine Rolle.

Mit der aus der Henderson-Hasselbachschen Gleichung abgeleitete Rasmussen-Gleichung
kann de theoretische Speichel/Plasma (S/P)-Quotienten errechnet werden. Dabei werden fur

sauren und basischen Speichel zwel unterschiedliche Formeln verwandt:

Sauer basisch
1+10Q (PHseea f, 1+10 (PKapH9 f,
SP=—— x — SP=—— x —
1+10 CHeeka fs 1+10 (Heeka fs

pHs = pH-Wert des Speichels, pHp = pH-Wert des Plasmas, pKa = pKa-Wert der Substanz;
fs = freier, nicht-proteingebundener Anteil der Substanz im Speichdl; f, = freier, nicht-

proteingebundener Antell der Substanz im Plasma

Bei diesen Gleichungen besteht eine lineare Beziehung zwischen pH-Wert des Speichels und
des Speichel/Plasma-Konzentrationenverhdtnisses. Die Formel bezieht zudem die lonisation
und Proteinbindung mit ein [Kidwell 1998].

1.3. Zu untersuchende Drogengruppen

1.3.1. Amphetamine

Der Begriff Ampethamine stellt einen Oberbegriff Gber eine Vielzahl verschiedener Derivate,
die sich von dieser Substanz ableiten lassen, dar. Amphetamine werden synthetisch
hergestellt, daher auch der Begriff ,Designerdroge‘. Die chemische Struktur kann
systematisch entworfen werden und auf synthetischen Weg hergestellt werden. Das hat
zufolge, dass eine Vielzahl dieser Substanzen, deren molekulare Struktur immer wieder
abgedndert wird, auf den Markt sind. Aufgrund ihrer zentral stimulierenden Wirkung wurden
Amphetamin bzw. Metamphetamin z.B. bel Adipositas, Hypotonie und Narkolepsie
eingesetzt. Weder Amphetamine noch deren Derivate werden derzeit in Deutschland

eingesetzt oder sind in Medikamenten enthalten. In der Schwelz ist eine strukturchemisch
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dhnliche Substanz im Appetithemmer Apentinil-Depo® (Ethylamphetamin) enthalten. Nach
Anlage IIl zu 81 Abs. 1 BtMG gehdoren Amphetamin und Metamphetamin zu den
verkehrsfahigen und verschreibungsfahigen Betdubungsmitteln. Designerdrogen und deren
zahilreichen Derivate sind nicht verkehrsfahige Betaubungsmittel der Anlage 1A (numerisch
geordnete Stoffe) bzw. IB (alphabetisch geordnete Stoffe) zu 8§ 1 Abs. 1 des BtMG.
Unerlaubte Herstellung wie auch Anfertigung eines Vor- oder Zwischenproduktes und
unerlaubter Vertrieb sind strafbar.

Klassische Amphetaminderivate
*  Amphetamin ((£)-a-Methylphenethylamin)
»  Fenetyllin (7-[2-(a-Methylphenethylaminoethyl] theophyllin
= Mettamphetamin (N,a-Dimethylphenethylamin)

Einzelverbindungen der, Designerdrogen*®
= MDA (Methylendioxyamphetamin; Tenafetamin, a-Methyl-3,4-
methylendioxyphenethylamin)
* MDE = MDEA (Methylendioxyethylamphetamin; N-Ethyl-a-Methyl-3,4-
methylendioxyphenethylamin)
* MDMA (Methylendioxymethamphetamin; N,a-Dimethyl-3,4-
methylendioxyphenethylamin)
= DOM (Dimethoxymethylamphetamin; 2,5-Dimethoxy-4a-dimethylphenethylamin)
»  DOB (Dimethoxybromamphetamin; Bromamfetamin, 4-Brom-2,4-dimethoxy-a-
methylphenethylamin)
» BOB Benzodioxazolylbutanamin
» MBDB N-Methylbenzodioxazolylbutanamin
Neben den obengenannten Einzelverbindungen stehen noch zahlreiche andere Derivate zur
Verfugung: z.B. DMA (Diethoxyamphetamin), DOET (Dimethoxylamphetamin), DMT
(Dimethyltryptamin), PMA (Methoxyamphetamin), MPPP
(Methylphenylpropionoxypiperidin), MPTP  (Methyphenyltetrahydropyridin), PEPAP
(Phenethylphenylacetoxypiperidin), PEPTP (Phenethylphenylterahydropyridin) und TMA
(Trimethoxyamphetamin)
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Ihrer Wirkung nach werden sie in Stimulantien (z.B. Amphetamin), Halluzinogen (z.B. DOB)
und Entactogene (z.B. MDMA) eingeteilt. Sie bewirken ene indirekte préasynaptische
Freisetzung von neu synthetisierten Catecholaminen (Noradrenalin und Dopamin) aus, was zu
einer Erhdhung der Transmittersubstanzen im synaptischen Spalt fuhrt. Im mesolimbischen
System kommt es zu einer Stimulierung der Dopaminrezeptoren. Neben einer Erhdhung der
Catecholaminen kommt es zu einer vermehrten Ausschiittung an Serotonin [Soyka 1998]. Als
Langzeitwirkung wird eine irreversble schadigende Wirkung der Amphetamine auf
serotonin-produzierende Nervenzellen diskutiert.

Amphetamine werden meist oral aber auch i.v. und selten auch inhalativ appliziert. Es handelt
sich um en weil3liches oder rosafarbiges Pulver oder in Tablettenform. Bel gelegentlicher
Einnahme betrégt die Doserung bel Amphetaminen im Mittd 1525 mg. Bei
Toleranzentwicklung bei extremem Gebrauch kann es zu 2-5¢g! betragen [Iten 1994]. Die
mittlere Konsumdosis bei MDMA oder dhnlichen Entactogene betréagt 50-100mg. Bei den
halluzinogen wirkenden Designerdrogen wie DOB oder BOB betrégt die Dosierung 0,5-1mg
[Schiitz 1999].

Es kommt durch die stimulierende Wirkung des noradrenergen Systems zu vermehrtem
Rededrang, gesteigerter Spontaneitdt mit daran gekoppelter, beschleunigter Denk- und
Assoziationsvorgangen, aber auch zu Gedankenflucht, vermindertem Reaktionsvermdgen und
Konzentrationsfahigkeit,  Verwirrthelitszustande, Fehleinschdtzungen,  Ubersteigertem
Selbstwertgeftinl und haufig Redlitétsverlust. Das Schlafbedirfnis, sowie Hunger und Durst
werden unterdrickt. Bel chronischen Gebrauch kommt es haufig zu paranoiden
Wahnvorstellungen, gesteigerter Agressivitdt und stereotypen Verhatensweisen. Entactogene
haben eine schwéachere aufhelende Wirkung als die Stimulantien. Die halluzinogen wirkenden
Designerdrogen verursachen vor alem visuelle und akustische Halluzinationen. Gerade die
halluzinogen wirkenden Amphetamine haben eine geringe ,, therapeutische® Breite und fuhren
schnell zur Uberdosierung. Ihre Wirkung setzt nach etwa 30-60 Minuten ein und halt fir
mehrere Stunden an. In der Entzugsphase kommt es zu Depressionen, Mudigkeit,
Erschopfung, Reizbarkeit und Antriebsarmut. Neben der massiven Kreidaufbelastung sind
vor dlem die Hyperthermie as oftmas auch todliche Nebenwirkung gerade bei
Uberdosierung zu nennen. [Julien 1997, Soyka 1998]. RegelméRiger Konsum fuhrt zur starker
psychischer Abhangigkeit.

Die Elimination erfolgt zu Grofdtell as Amphetamin in glucuronidierter Form im Urin. Ein
kleiner Teill wird zu Norephedrin, p-Hydroxynorephedrin und p-Hydroxyamphetamin

oxidiert. Zudem kann es Uber die Zwischenstufe des Phenylaceton zur Benzoesdure
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metabolisert werden. MDMA und MDEA werden zum Grof3teil unverandert ausgeschieden,
zum Tell werden sie zu MDA desakyliert. Die Elimination ist abhéngig vom Urin-pH (sauer
— rasche Elimination; alkalisch-langsame Elimination). Die Nachweisbarkeitsdauer im Urin
betrégt 1 bis 3 Tage [Iten 1994, Schiitz 1999]. Die Nachweisbarkeitsdauer im Blut betrégt ca
6 Stunden [Bratzke 1993]

1.3.2. Barbiturate

Barbiturate werden heutzutage hauptsachlich  as Anticonvulsiva z.B. bel Epilepse,
Eklampse, Tetanus und bel der Versorgung Schwersttraumatisierter eingesetzt. Die
Anwendung as Hypnotika ist weitestgehend obsolet und wurde durch Benzodiazepine
ersetzt, die einen hoheren therapeutischen Index besitzen. Trotz des geringen medizinischen
Einsatzes kommt es in letzter Zeit zu einer steigenden Zahl an Barbituratvergiftungen zu
missbréuchlichen Konsum. Barbiturate werden entweder oral eingenommen oder i.v. bzw.
i.m. appliziert.
Es gibt folgende Einzelverbindungen:

» Allobarbital (5,5-Dialylbarbitursaure)

*  Amobarbital (5-Ethyl-5-isopropylbarbitursaure)

» Aprobarbital (5-Allyl-5-isopropylbarbitursdure)

» PBarbital (5,5- Diethylbarbitursaure)

» PBrallobarbital (5-Allyl-5-(2-bromally)barbitursaure)

» Butobarbital (5-Butyl-5-ethylbarbiturséure)

» Cyclobarbital (5-(1-Cyclohexenyl)-5-ethylbarbiturséaure)

»  Methylphenobarbital (5-Ethyl-1-methyl-5-phenylbarbitursaure)

» Pentobarbital (5-Ethyl -5(1-methylbutyl)- barbiturséure)

» Phenobarbital (5-Ethyl-5-phenylbarbiturséure)

» Propallylonal (5-(2-Bromallyl)-5-isopropylbarbitursaure)

»  Secbutabarbital (5-sec-Butyl-5-ethylbarbitursiure)

»  Secobarbital (5-Allyl-5-(1-methylbutyl)- barbitursaure)

» Vinylbarbital (5-(1-Methylbutyl)-5-vinylbarbitursaure)

Barbiturate haben eine sedierende, hypnotische und antikonvulsive Wirkung. Als Hypnotika
eingesetzt verlangern sie die Schlafdauer, verringern die Aufwachfrequenz und die Dauer der

REM-Phasen wie des dow-wave-Schlafes. Wie bel den Benzodiazepinen kann es zu einer
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Toleranzentwicklung kommen. Von Drogenabhéngigen werden sie hauptsichlich als Ersatz-
oder Ausweichdroge eingesetzt oder zusétzlich konsumiert, um eine Wirkungsverstarkung der
Drogen zu erreichen.

Barbiturate wirken im gesamten ZNS. Die Nervenbahnung ist verringert und die Inhibition ist
erhoht. Der Ansatzort hierfur sind die inhibitorischen GABA-Rezeptoren mit ihren o und 8
Untereinheiten und die exzitatorischen AMPA- Rezeptoren. An die GABA,-Rezeptoren wird
durch die Barbiturate GABA im verstdrktem Mal3e gebunden aber auch direkt stimuliert, was
zu einem verstéarktem und verlangertem Cl -Fluss fihrt. Durch Bindung an den AMPA
Subtyp der Glutamat-Rezeptoren kann die glutamat-induzierte Depolarisation verringert
werden. Diese beide Faktoren konnen die ZNS-sedierende Wirkung erklaren. Durch die
Unterdriickung der Ubertragung der autonomen Ganglien und der nicotinischen Erregung
durch Cholinesterase kann es zu einer Erniedrigung des Blutdruckes kommen. Gerade in
hohen Dosen kdnnen zu Atemdepression oder zu einem Laryngospasmus fuhren. Neben einer
Tonuserhbhung der gastrointestinalen Muskulatur interferrieren Barbiturate Uber das
Cytochrom P450 kompetitiv mit anderen Medikamenten und korpereigenen Substanzen, wie
Steroide, Vitamin K und D. Benommenheit, paradoxe Erregungszusténde, erhdhte
Schmerzempfindlichkeit sind als weitere Nebenwirkungen zu nennen.

Barbiturate werden entweder oxidativ metabolisiert oder unverandert renal eliminiert. Durch
Alkaliserung wird die Eliminierung beschleunigt. Die Nachweisbarkeitsdauer bel den
Barbituraten ist abhangig von der Ausgangssubstanz und betragt im Urin 1-21 Tage und
mehrere Stunden bis wenige Tage im Blut [ Schiitz 1999].

1.3.3. Benzodiazepine

Benzodiazepine gehdren nach wie vor zu den welt verbreitetsten Arzneistoffen. Sie sind
verkehrsfahige und verschrelbungsféhige Betdubungsmittel der Anlage 111 zu § 1 Abs. 1
BtMG, wobe jeweils Ausnahmen hinsichtlich der maximalen Wirkstoffmenge je abgeteilte
Form gelten. Sie wirken anxiolytisch, sedierend, hypnotisch, antikonvulsv und zentral
muskelrelaxierend. Sie fuhren auch zu Ubertriebener Lassigkeit, reduzierter Reaktionszeit,
Verwirrung, anterograde Amnesie, Vertigo und Stérung der mentalen wie auch motorischen
Funktionen. Aber auch paradoxe Reaktionen wie Euphorie, Angstzustdnde, Halluzinationen,
gesteigerter Redefluss und Reizbarkeit konnen auftreten. Chronische Einnahme fihrt zur

korperlichen und psychischen Abhangigkeit, mit zum Tell schweren Entzugssyndromen.
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Wie be den Barbituraten scheinen bel den Benzodiazepinen die GABA. Rezeptoren
hauptverantwortlich fir ihre Wirkung zu sein. Die sedative, bzw. hypnotische Wirkung ist
wie bei den Barbituraten dosisabhéngig. Die Toleranz scheint sich in der enthemmenden
Wirkung der Benzodiazapine und deren sedativ-ataxischen Effekten getrennt zu entwickeln.
Bis auf zwel Ausnahmen, coronare Vasodilatation und neuromuskuldre Blockaden, die
gelegentlich auftreten konnnen, wirken die Benzodiazepine zentral. Auch ist die nervale
Depression geringer als die der Barbiturate.

Benzodiazepine binden direkt an den GABA, Rezeptoren, in den o, B und y Untereinheiten.
Die a und B Untereinheiten haben hierbel den grofReren Einfluss auf die pharmakologische
Wirkung der Benzodiazepine. Die grof3e Vielzahl der verschiedenen GABA, Rezeptoren
scheint die Ursache der Diversitét des Wirkungsspektrums der einzelnen Benzodiazepinen zu
sein. Die Aktivierung von Benzodiazepin-Rezeptoren kann je nach Zusammensetzung der
Substanz agonistische, antagonistische oder inverse agonistische Wirkung besitzen. Agonisten
fuhren zu einer Erhdhung, inverse Agonisten zu einer Erniedrigung des Chloridflusses. Im
Gegensatz zu Barbituraten aktivieren Benzodiazepine nicht direkt die GABA, Rezeptoren.
Benzodiazepine bendtigen GABA um ihre Wirkung zu entwickeln. In hypnotischen Dosen
haben Benzodiazepine normalerweise, mit Ausnahme von Kindern oder Personen mit
Leberfunktionsstérungen und chronisch obstruktiven Lungenfunktionsstorungen, keine
Auswirkung auf die Atmung. Gerade in hoheren Dosen kdnnen sie aber die aveolédre
Ventilation, bis hin zur massiven Atemdepression, negativ beeinflussen. Dies wird vor allem
durch gleichzeitige Einnahme von Alkohol oder Opiaten gesteigert. Benzodiazepine fuhren zu
einer geringen Blutdrucksenkung mit gleichzeitiger Steigerung der Herzfrequenz. Die grof3e
Vielzahl der Substanzen innerhalb der Benzodiazepine unterteilt sich in ultra-kurz-wirkende
Benzodiazepine, kurz-wirksame Benzodiazepine (t %2 weniger 6 Stunden), mittellang-
wirkende Benzodiazepine (t ¥2 6 bis 12 Stunden) und langwirksame Benzodiazepine (t %2
mehr als 24 Stunden). Gerade Benzodiazepine mit langer Eliminationshalbwertszeit neigen zu
Kumulation.

Benzodiazepine haben nahezu dle enen hohen  n-Octanol-Phosphatpuffer-
Verteilungskoeffizient in der nicht ionisierten Form, was gerade fur die Permeation in den
Speichel gute Voraussetzungen mit sich bringen kénnte. Benzodiazepine und deren aktive
Metabolite werden jedoch an Proteine gebunden, wodurch die Permeation in den Speichel
stark zuriickgeht. Diazepam wird zu Beispiel zu fast 99% an Plasmaproteine gebunden. Nach

einem initialen schnellen Anfluten der Benzodiazepine nach Aufnahme, kommt es zu einer
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Umverteilung in fetthaltige Korperkompartimente, woraus sie langsam wieder abgegeben
werden. Die mesten Benzodiazepine werden in wirksame, aber auch in unwirksame
Metabolite umgebaut. Tellweise ist erst der Metabolit die hauptsachlich wirkende Substanz.
Durch Konjugation als hauptsachlich Glucuronid werden die Substanzen gebunden, inaktiv
und werden schliefllich renal eliminiert. Die Nachweisdauer ist stark dosiss und
substanzabhéangig und betrégt bei kurzwirksamen Benzodiazepinen nur wenige Stunden, bei
den mittellang-wirkenden etwa 3 Tage und bei langwirkenden und bei chronischer Einnahme
v.a. in hohen Dosen sogar mehrere Wochen. Im Blut sind sie meist mehrere Stunden bis
wenige Tage nachweisbar [Schitz 1999].

1.3.4. Methadon
Seit dem Anfang der 90er Jahre werden in Deutschland Opiatabhéngige substituiert.
Grundsétzlich kénnen vier Gruppen der Medikamente zur Substitution opiatabhéngiger
Patienten benannt werden.

*  Methadon/L-Polamidon®

» Levacetylmethadol (LAAM)

* Codein/Dihydrocodein

»  Buprenorphin
In Deutschland ist bidang Methadon das meist angewandte Substitut [Seidenberg 1998].
Methadon ((z)-6-Dimethylamino-4,4-diphenyl-3-heptanon) ist ein Racemat, also eine optisch
aktive Substanz, mit einem Assymetriezentrum am C-6-Atom. Es setzt sich zu gleichen
Anteilen aus zwe Isomeren L-Methadon (=R-Methadon=Levomethadon) und D-Methadon
(=S Methadon).
Das L-Methadon ist fur die Wirkung bestimmend, da das D-Methadon nahezu wirkungslos
ist. L-Polamidon® ((-)-(R)-6- Dimethylamino-4,4-diphenyl-3-heptanon; L-Methadon; R-
Methadon) besteht nur aus der linksdrehenden Form. Methadon wird daher meist as 1%ige
Losung hergestellt und L-Polamidon® in der 0,5%igen, damit man rein rechnerisch auf den
gleichen Anteil bel gleicher Menge des wirksamen L-Methadon kommt. In der Praxis zeigt
sich jedoch, dass bei Polamidon und v.a. be Methadon durch die grof3e inter- und
intraindividuelle Schwankung der Bioverflgbarkeit und der Eliminationshalbwertzeiten eine
individuelle Dosisanpassung erforderlich ist [Schmoldt 1997].
LAAM [(3S,65)-6- Dimethylamino-4,4-diphenylheptan-3-ylacetat, Levo-a-acetylmethadol] ist
ein langwirkender Opoidagonist mit einer Halbwertzeit von 2 Y2 Tagen. Aufgrund der langen
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Halbwertzeit und der damit verbundenen Risiken (Uberdosierung durch Akkumulation) sowie
der kardiogenen Nebenwirkungen ist der Einsatz in Deutschland zurlckhaltend und wird
nicht mehr empfohlen. Codein und Dihydrocodein, as , ate* Substitutionsmittel wurden von
Methadon abgelost. Eine sehr hohe Dosierung und eine relativ kurze Wirkdauer lésst Codein
und Dihydrocodein im Vergleich zu den anderen Substanzen als Substitut relativ ungeeignet
erscheinen. Es war vor der Zeit des Methadon eher eine Notlésung, da es keine geregelte
gesetzliche Vorgabe zur Substitution gab. Dadurch dass den Patienten oft die Dosierung,
alein schon wegen der Praktikabilitét der haufigen Applikation, selbst in die Hand gegeben
wurde, mussten zahlreiche Todesfélle durch Uberdosierung beklagt werden. Buprenorphin ist
ein at bewdhrtes starkes Analgetikum und steht in Deutschland seit kurzem zur Substitution
zur Verfugung. Aufgrund des hohen First-Pass-Effektes wird diese Substanz sublingual
verabreicht.

Methadon und L-Polamidon® sind reine p-Opioid-Rezeptor-Agonisten. Opioid-Rezeptoren
sind vor allem im Rickenmark und in der grauen Substanz (v.a. limbische System) zu finden.
Direkt oder auch indirekt werden Neurotransmittersysteme und auch Acetylcholin- und
Serotoninrezeptoren durch diese Substanzen beeinflusst. Sie greifen dhnlich wie Kokain in
das mesolimbische dopaminerge Belohnersystem ein und fihren zu einer erhohten Dopamin-
Freisetzung.

Sie bewirken unter anderem eine Analgese, Euphorie, Obstipation, Mioss, antitussive
Wirkung, aber auch Atemdepression, Erbrechen, starkes Schwitzen, Schlafstérungen,
Gewichtszunahme und Bradykardie. Methadon und L-Polamidon® besitzen ein starkes
Suchtpotential und fuhren zu einer Toleranzentwicklung und bei Absetzen des Prdparates zu
Entzugserscheinungen.

Methadon und L-Polamidon® haben eine orale Verfiigbarkeit von 70-95%. Sie werden rasch
im Koérper umverteilt und vornehmlich in Leber, Muskel- und Fettgewebe, Niere Milz und
Lunge gespeichert. Bei langer Einnahme kommt es beim Absetzen zu einer protrahierten
Freisetzung aus den Speicher, was die Entzugsphase im Vergleich zu Heroin verlangert.
Methadon wird an Orsomucoid gebunden und ist daher individuellen Schwankungen
unterworfen. Methadon wird im kleinen Teil direkt ausgeschieden oder im Zytochrom —P-
450-System erst demethyliert und dann zyklisert. Es entsteht das pharmakologisch
unwirksame 2-Ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidin (EDDP) und 2-Ethyl-5-Methyl-
3,3,-diphenyl-1-pyrrolin  (EMDP), was rena in glucuronidierter und freler Form
ausgeschieden  wird. Die Plasmahdbwertszeit betragt 20-35  Stunden.  Die
Nachweisbarkeitsdauer im  Urin  betrdgt 3 Tage [Gorodetzsky 1999]. Die
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Nachweisbarkeitsdauer im Blut lasst sich wegen der unterschiedlichen Kinetik schwer
abschétzen [1ten 1994].

1.3.5. Opiate

Den Rohstoff, aus dem Opiate hergestellt werden, gewinnt man aus dem Schlafmohn
(Papaver somniferum). Die unreifen Kapseln werden angeritzt. Aus ihnen tritt ein milchiges
Sekret heraus, das einige Stunden an den Kapseln gelassen wird. Der Milchsaft wird durch
enzymatische Prozesse umgewandelt und erhdlt ein bréunliches Aussehen. Die zahflUssige
Masse, die man jetzt as Opium bezeichnet, lasst sich leicht abschaben. Opium enthdlt ca.
20% Alkaoide, wovon nur ca 10% Morphin und 1% Codein sind. Heroin
(Diacetylmorphinbase= Diamorphin;  4,5a-Epoxy-17-methyl-7-morphinen-3,6a-diol)  wird
durch Azetylierung des aus Opium gewonnenen Morphins hergestellt. Das feinkornige,
braunliche Pulver der Heroinbase wird dann zum Verkauf meist noch mit Koffein,
Paracetamol, Codein und Zuckern (Glucose, Mannose, Laktose) gestreckt. Dieses Pulver wird
dann entweder geraucht, auf erhitzter Folie inhaliert oder durch Zugabe von einer Séure (z.B.
Ascorbinsaure) und Erhitzen in Wasser gelost und i.v. injiziert. Oftmals wird auch Heroin mit
anderen Drogen (z.B. Kokain, Flunitrazepam) zu einem ,,Coktail* gemischt, was durch ihre
additiven Nebeneffekte leicht zu einer todlichen Uberdosierung fulhren kann.

Codein (4,5a-Epoxy-3-methoxy-17-methyl-7-morphinen-6a¢-o0l) und Dihydrocodein (4,5a-
Epoxy-3-methoxy-17-methyl-6a-morphinanol) werden als Antitussiva oder allein wie auch in
Kombination mit Paracetamol as Anagetikum verwandt. Die Vewendung as
Substitutionsmittel ist heutzutage obsolet, da weitaus besser geeignete Substitute zur
Verfigung stehen. Dihydrocodein darf nur noch in nicht anders behandelbaren Fallen
verschrieben werden [Soyka 1998, Drasch 1999, Ulmer 1999]. Morphin (4,5a-Epoxy-17-
methyl-7-morphinen-3,6a-diyldiacetat) wie auch weitere Opiate (z.B. Ethylmorphin,
Hydrocodon, Hydromorphon, Levallorphan, Levorphanol, Pholcodin, Thebacon) werden als
starke Analgetika eingesetzt. Codein, Dihydrocodein und die als Analgetika eingesetzten
Opiate sind verkehrsféhige und verschreibungsfahige Betdubungsmittel der Anlage 111 zu § 1
Abs. 1 BtMG.

Opiate werden nur langsam und mit Ausnahme von Codein, Dihydrocodein, LAAM,
Methadon und Polamidon unvollsténdig Gber den Magen-Darm-Trakt aufgenommen. Dabei
unterliegen die einem umfangreichen First-Pass- Effekt. Die wirksamen Substanzen werden

metabolisiert, glucuronidiert und sind damit unwirksam.
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Bei Methadon, Polamidon und LAAM entstehen durch die Metabolisierung weitere wirksame
Substanzen. Daher ist bel ihnen eine orae Applikationsform moglich. Codein und
Dihydrocodein haben nur eine orale Bioverfligbarkeit von ca. 20%. Nur ca. 10% des Codeins
bzw. des Dihydrocodeins werden zu Norcodein und Morphin bzw. zu Dihydromorphin,
Norhydrocodein und Norhydromorphin verstoffwechselt. Die Eliminationshalbwertszeit im
Plasma betragt bei Codein ca. 2-4 Strunden bei Dihyrocodein ca.3-5 Stunden [Iten 1994].

Bei  Injektion, Inhalation oder sublingualen Einnahme wird dieser First-Pass-Effekt
umgangen und es kommt zu einer hohen Konzentration im Kdorper. Durch Inhaation und
Injektion kommt es zur raschen Anflutung im Koérper und die Wirkstoffe erreichen in
Sekunden bis Minuten das Gehirn. Heroin wird im Korper schnell zu 6-Monoacetylmorphin
(MAM) und Morphin umgebaut. Heroin und 6-Monoacetylmorphin Gberwinden aufgrund
ihrer hoheren Lipophilie schneller die Blut/Hirn-Schranke als Morphin und |6sen bel den
Drogenabhéngigen den gewtinschten Effekt aus. Heroin hat eine Eliminationshalbwertszeit im
Plasma von 2-9min, 6-Monoacetylmorphin ca. 40min, und Morphin von ca. 2-3 Stunden [lten
1994].

Auch bea  Verzehr von mohnsamenhatigen Nahrungsmitteln (z.B. Mohnstrudel,
Mohnbrotchen) kommt es zu Aufnahme von Opiaten. Es kann bis zu einigen Stunden danach
Zu einem positiven Opiatnachwels fihren [ Struempler 1987, EISohly et a. 1990].

Ursprungssubstanz Metabolite

Morphin Morphinkonjugate

Codein Norcodein, Morphin, Morphinkonjugate

Dehydrocodein Dihydromorphin, Norhydrocodein,
Norhydromorphin

Heroin 6-Monoacetylmorphin (MAM), Morphin,
Morphinkonjugate

mohnsamenhaltigen Nahrungsmitteln Morphin, Morphinkonjugate

Tab. 1.3.5.1: Ubersicht tiber die Biotransformation der Opiate [Schiitz 1999]
Die Wirkung der Opioide kommt durch die Bindung an die korpereigenen Opioidrezeptoren
zustande. lhre Wirkung wird durch Bindung an einen, oder auch an mehrere Opioidrezeptoren
zugleich erklart. Das pharmakologische Profil ist dosisabhéngig, da durch unterschiedliche
Konzentrationen verschiedene Wirkungen, Wirkorte und Wirkortkombinationen resultieren
kénnen [Goodman 2001]. Sie finden sich hauptséchlich im schmerzhemmenden System des

Riuckenmarkes und des Stammhirns, wie auch im limbischen System, wo korpereigene
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Opioide (z.B. Endorphine, Enkephaline) eingreifen. Gerade de Nucleus accumbens scheint
bei der Beeinflussung der Befindlichkeit eine herausragende Rolle zu spielen, da hier
verschiedenartige  Neurotransmittersysteme  zusammenflie3en. Zudem  finden  ich
Opioidrezeptoren im Magen-Darm-Trakt und anderen vegetativ beeinflussten Organen. Es
gibt verschiedene Typen von Opioidrezeptoren, denen unterschiedliche Wirkungen
zugeschrieben werden [ Goodman 2001] :

Rezeptor-Typ Agonisten Wirkung
VI B-Endorphin Anadgesie
Morphin Euphorie, Sedation
Pethidin Miosis
Methadon Atemdepression
Fentanyl Antitussive Wirkung
Buprenorphin (partial) Erbrechen
Bradykardie
Obstipation
K Buprenorphin Anadgese
Sedation
Dysphorie
) Leu- und Met-Enkephalin Anadgesie
-Endorphin Verhaltensanderung
Tab. 1.3.5.2: Ubersicht tiber die verschiednen Rezeptor-Typen, deren Agonisten und deren
Wirkung

Sie fohren zu einer Beenflussung der Ausschittung von Acetylcholin, Dopamin und
Noradrenalin. Daneben wird die Depolarisation von Nervenzellen unterdriickt, Acetylcholin-
und Serotonin-Rezeptoren beeinflusst, Kazium-lonen werden antagonisiert und vermutlich
die Adenylat-Aktivitdt gehemmt [Julien 1997, Soyka 1998, Goodman 2001].

Ilhre Wirkung zeichnet sich durch Analgesie, Sedation, Euphorie bzw. Dysphorie, Miosis,
Narkose, antitussive Eigenschaft, Erregung des Vagus und Tonuserhthung der glatten
Muskulatur. Daneben kommt es zur Beeinflussung des Hypothalamus (Regulierung der
Korpertemperatur), Nausea, emetische Effekte, Auswirkungen auf den Blutdruck und die
periphere Durchblutung, Verminderung der Darmtétigkeit, des Immunsystems und
gelegentlich zu Convulsionen [ Goodman 2001].

Die Nachweisbarkeitsdauer im Urin betrégt bei Codein (Nachweisgrenze 200ng/ml) ca. 2-3
Tage, Dihydrocodein (Nachweisgrenze 200ng/ml) ca. 2-3 Tage, Morphin (Nachweisgrenze
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200ng/ml) ca. 2-3 Tage, Heroin (Nachweisgrenze 200ng/ml) ca. 2-3 Tage. Die
Nachweisbarkeitsdauer im Blut ist bei Codein, Dihydrocodein, Morphin, Heroin stark
dosisabhangig und betragt mehrere Stunden bis wenige Tage [1ten1994].

1.3.6. Kokain

Der Rohstoff fir das Kokain sind Blétter des slidamerikanischen Kokastrauches
(Erythroxylon coca). Die Blétter enthalten ca. 1% Kokain. Die Kokapaste, die durch
Zerkleinerung und Einweichung entsteht, wird zu Kokain-Hydrochlorid weiterverarbeitet. Fir
den Markt wird es meist mit Lidocain, Glucose, Maltose oder Laktose gestreckt. Kokain-
Hydrochlorid stellt sowohl eine konsumierféahige Droge (geschnupft, i.v.), aber auch die
Grundsubstanz der weiteren Verarbeitungsformen (Crack, Free Base) dar. Crack ist ein
Gemisch von Kokainhydrochlorid einer anorganischen Base (z.B. Backpulver) und einem
geringen Wasseranteil. Der chemische Prozel3, deren Resultat die Kokain-Base ist, wird durch
Erhitzen eingeleitet. Dabel entsteht ein Knistern (,,to crack®). Crack wird getrocknet und ist
somit konsumféhig (Rauchen). Eine andere Methode die Kokain-Base, die die wirksamste
Form des Kokain darstellt, zu gewinnen ist die Aufschwemmung des Kokain-Hydrochlorids
mit einer akalischen Lésung mit anschlief3ender Extraktion mit einem Lésungsmittel. Durch
Trocknung entsteht somit die pulverformige Kokain-Base. Die Kokain-Base ist chemisch
weniger stabil und kann daher nicht so lange gelagert werden [Glaeske 1997, Caplan 1994].
Kokain((-)-Methyl-[ 33-benzoyloxy-2p(1aH,5aH)-tropancarboxylat]) ist nach Anlage Ill zu 8§
1 Abs. 1 BtMG ein verkehrsfédhiges und verschreibungsféhiges Betaubungsmittel. D-
Kokain((-)-Methyl-[ 3B-benzoyloxy-2a (1aH,5aH)-tropancarboxylat]) ist nach Anlage Il zu 8§
1 Abs. 1 BtMG ein verkehrsfahiges, aber nicht verschreibungsféhiges Betaubungsmittel.

Kokain hemmt die aktive Wiederaufnahme von Dopamin, Noradrenalin und Serotonin in die
présynaptischen Nervenendigungen. Fur die psychotrope Wirkung sind hauptséchlich
dopaminerge Aredle des Mittelhirns verantwortlich. Dort werden vor allem D2-Rezeptoren
(positiver Effekt auf Verhaten und Bewegungsaktivitdt) beeinflusst. Gerade der zentral
inhibierende Effekt des Dopamins sind fir die die Symptome des euphorischen Stadiums
verantwortlich. Kokain hemmt die Wiederaufnahme von Dopamin, Noradrenalin und
Serotonin. Durch Bindung von Kokain an das Transportproteins des Dopamins, sinkt die
Affinitdt der Bindungs- und Erkennungsstellen des Dopamins. Es resultiert eine erhohte

Konzentration an Dopamin im synaptischen Spalt und eine erhdhte inhibitorische Wirkung.
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Es dominieren postive Empfindungen, Antriebssteigerung ohne Ermidung, Mydriasis,
Distanzlosigkeit, Mut, taktile oder optische Haluzinationen und gesteigertes
Selbstwertgefiinl. Dieses Stadium kann einige Minuten bis Stunden dauern. Diesem Stadium
folgt das dysphorische Stadium mit Mudigkeit, Antriebsarmut, Depressionen, Erschépfung
und Reizbarkeit. Bel Crack ist die euphorische Phase intensiver und kuirzer, ebenso ist aber
die dysphorische Phase intensiver und langer.

Bei Uberdosierung kann es zu Hypertonus, Angstgefiihl, Atemnot, tonisch-klonische Krampfe
und Kreidaufversagen und Tod durch Atemdepresson kommen. Gerade bei
Langzeitgebrauch kommt es zu ener Toleranzentwicklung. Diese Toleranzentwicklung
kommt durch eine abnehmende Empfindlichkeit der postsynaptischen Dopaminrezeptoren,
verursacht durch eine Abnahme der postsynaptischen Dopaminrezeptoren. Gleichzeitig
kommt es zu einer erhdhten Konzentration von Dopamin-Transportproteinen [Soyka 1998,
Julien 1997]. Durch Unterdriickung verschiedener ,immidiate early gens’ (IEG), die fur
Areale des activated-Protein-1 (APl) codieren, kommt es zu ener verminderten Gen-
Expression in der AP1-Transkription. Der AP1-Komplex reguliert eine Vielzahl von Genen,
die fur neuronale Funktionen zustéandig sind [Hope 1998].

Kokain ereicht gerade durch inhaative oder intravendse Aufnahme Kkurzeitig hohe
Konzentrationen. Es durchdringt rasch die Blut-Hirn-Schranke und erreicht im Gehirn hdhere
Konzentrationen als im Plasma. Darauf folgt eine rasche Umverteilung im Korper. Gerade bei
chronischen Gebrauch kann es sich in fettreichen Korperkompartimenten anreichern. Kokain
wird durch Hydrolyse im Korper schnell zu Benzoylecgonin (inaktiv), Methylecgonin
(inaktiv) und wenig Ecgonin (aktiv) und Norkokain (aktiv) metabolisiert. Kokain und deren
Metabolite werden renal eliminiert. Die Nachwelsbarkeitsdauer im Harn betragt fur Kokain 6-
12 Stunden bei chronischen Konsum bis zu 2 Wochen, fir Benzoylecgonin 3 Tage, bei
chronischen Konsum ebenso bis zu 2 Wochen. Die Nachweisbarkeitsdauer im Blut betrégt fir
Kokain 6 Stunden und fir Benzoylecgonin mehrere Tage [Bratzke 1993, Iten 1994, Julien
1997].

1.3.7. Cannabinoide

Cannabisprodukte werden aus der Hanfpflanze Cannabis sativa L. hergestellt. Haschisch ist

ein von der Hanfpflanze abgesondertes Harz. Marihuana, Marijuana sind luftgetrocknete
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Blatt-, Bluten- und Stengelteile. Haschischol ist ein dickfllissiges Cannabis-Konzentrat. Der
durchschnittliche THC-Gehalt betrégt bel Haschisch ca. 2-10%, bel Marijuana 0,5-7% und bei
Haschischol 10-30% [Iten 1994]. Cannabisprodukte werden meist in Kombination mit Tabak
geraucht, pur oder aber auch in Form von Platzchen bzw. Tee. eingenommen. Cannabisharz
(Haschisch), Cannabis (Marijuana) sowie Tetrahydrocannabiol sind nach Anlage | B zu 8 1
Abs. 1 BtMG nicht verkehrsfahige Betaubungsmittel. A-9-Tetrahydrocannabiol ist nach
Anlage Il zu 8 1 Abs 1 BtMG ein verkehrsfahiges aber nicht verschreibungsfahiges
Betaubungsmittel.

An der Zellmembran befindet sich eine pharmakologisch eigenstandige Rezeptorklasse. Der
nattrliche Ligand Anandamin, der spezifisch an den B-1-Cannabinoidrezeptor bindet, wirkt
hypothermisch, analgetisch und hat eine Wirkung auf das Verhalten. Durch die Bindung an
die Rezeptoren wird das G-Protein an der Membraninnenseite aktiviert, was zu einer
Hemmung der Andenylatcyclase und damit zu einer Unterdriickung der Transduktion fihrt.
Die Rezeptoren fur Cannabinoide finden sich vor alem in den Basalganglien der Hirnrinde
und im Kleinhirn. Nach der Einnahme kann es zu einer gesteigerten Empfindlichkeit der
Sinneswahrnehmungen (Geruch, Gehdr und Tastempfinden), einer Erhohung der
Pulsfrequenz, einer durch Vasodilatation bedingte RoOtung der Cornea, Esdust,
Bewegungsunruhe, Mundtrockenheit, Euphorie, Entspannung aber auch Schwindel und
Ubelkeit kommen. Die Wirksamkeit hangt von der innerlichen Befindlichkeit und den
aulkeren Gegebenheiten ab. Gerade bei hohen Dosen kann es zu akustischen und optischen
Halluzinationen und starken korperlichen Missempfindungen fuhren. Paranoide Psychosen
konnen bei zuvor bestehender Disposition ausbrechen. Bei chronischen Konsum kann es zu
einer Beeintrachtigung der intellektuellen Leistungsfahigkeit und verlangsamten Lern- und
Gedéachtnisvorgangen kommen. [ Soyka 1998, Julien 1997, Glaeske 1997].

Gerade beim Rauchen von Cannabisprodukten kommt es zu enem raschen THC-
Konzentrationsanstieg, dem ein rascher Abfall des THC-Blutspiegel folgt, der durch die
Verteilung im Korper bedingt ist. In der zweiten Eliminationsphase folgt aufgrund der hohen
Lipophilie der Cannabinoide eine Depotbildung im schwéacher durchbluteten Fettgewebe. Die
minimal psychoaktive Konzentration ist 4-8mg THC. Die wirksame Rauschdosis betragt beim
Rauchen etwa 15mg und etwa das dreifache bei oraler Einnahme [Poehlke 2000]. Die
Dosismenge lasst sich bel oraler Menge besser steuern. Der Wirkungseintritt bel Rauchen ist
rascher wie bei der oralen Einnahme. Die Dosierung bel der inhalativen Applikation liegen
zwischen 5 — 40mg, bei der oralen zwischen 1 — 20mg pro Einzeldosis [Iten, 1994]. Die
durchschnittliche Wirkdauer betragt 5-6 Stunden [Kielholz et a., 1972]. Die wirksame
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Substanz ist A-9-Tetrahydrocannabiol (THC). Welitere Bestandteile von Cannabisprodukten
sind Cannabidol (CBD) und Cannabiol (CBN). Als Metabolite entstehen das aktive 11-
Hydroxy-THC und daraus sehr schnell die inaktive Tetrahydrocannabiol- Carbonsdure (=
Nor-9-carboxy-A-9-Terahydrocannabiol; THC-COOH). THC-COOH wird entweder als
Glucuronid oder in freler Form renal eliminiert.

Die Eliminationshalbwertszeiten im Plasma betrégt vom THC ca. 14-38 Stunden [Baselt
1995] vom THC-COOH ca. 25-37 Stunden. Die Nachweisbarkeitsdauer im Harn betrégt bei
einmaligen Konsum 24-36 Stunden, bei 4maligen Konsum pro Woche 5 Tage, bel taglichen
Konsum 10 Tage und bel chronischen Konsum 20 Tage [Dackies et a. 1982] oder langer (90
Tage) [Lafolie et a. 1991]. Die Nachweisbarkeitsdauer im Blut betréggt beim THC 5-12
Stunden [ Ohlsson et a. 1982, Bratzke 1993] beim THC-COOH mehrere Tage bis wenige
Wochen [Daldrup 1985, Iten 1994].

1.4. Problematik bei der Gewinnung von Probenmaterial und praxisorientierter

Einsatz der Drogenanalytik

Die Kontrolle Uber einen Beigebrauch von Drogen im Bereich von suchttherapeutischen
Einrichtungen opiatabhangiger Patienten ist unerldsdich. Zum enem <ollte die
Selbstgefédhrdung des Patienten durch unkontrollierten Konsum von Drogen neben einem
Substitut wie aber auch die Geféhrdung des therapeutischen Zieles vermieden werden.

In Praxen in denen opiatabhdngige Patienten substituiert werden, wie auch in Kliniken in
denen eine Entzugstherapie durchgeftihrt wird, sieht man sich mit der Problematik
konfrontiert, inwieweit die Angaben des Patienten oder auch die Ergebnisse der
durchgefihrten Drogentests glaubhaft sind. Da oftmals die Patienten von dem Erhalt der
ihnen notwendig erscheinenden Opiatdosis getrieben werden oder lediglich ein juristischer
Druck hinter dem Aufsuchen einer suchttherapeutischen Einrichtung steht, ist nicht bei allen
der Ausstieg aus dem Drogenleben im Vordergrund. Tauschungsversuche sind daher an der
Tagesordnung [Skopp G 1998]. Diese Tauschungsversuche gehen sogar sowelt, dass
Fremdurin, der kauflich erwerbbar ist, selbst in die Harnblase via Katheter eingefuhrt wird.
Damit it sogar die direkte Uberwachung der Urinabgabe fir eine Aussage (ber den
Drogenkonsum in Zweifel zu ziehen. Eine Serumprobe bedarf as invasive Probenentnahme

stets einer Zustimmung des Patienten und ist teilweise aufgrund des schlechten Gefal3status
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eine aufwendige Angelegenheit. Auf der anderen Seite muss die Integritét des Patienten und
auch der Wunsch des Patienten auf einen Weg ins drogenfreie Leben respektiert und gewahrt
werden. Allzu leicht bezichtigt man aus der grundsétzlich misstrauischen Haltung einen
Patienten zu unrecht. Dieser ,Spagat stellt den Therapeuten oftmals vor eine, fur den
Patienten bedeutende, Entscheidung, ob die Therapie weitergeftihrt wird oder nicht. Daher ist
es fur den Therapeuten unerlasslich eine mdglichst zuverléssige Vorgehensweise zu haben,
um Drogenkonsum bzw. Tauschungsmanéver nachzuweisen.

Die Ubliche Vorgehensweise zum Nachweis von Drogenkonsum ist die Testung des Urins auf
Drogen. Der Urin wird unter direkter Aufsicht oder mittels Videotberwachung abgegeben.
Der Nachweis wird mit immunchemischen Nachweisverfahren in der Praxis oder im Labor
durchgefihrt. Positive Testergebnisse werden in der Regel mittels GC-MS bestétigt. In der
Praxis werden haufig Urinteststreifen eingesetzt, um schnell einen aussagekréaftigen Befund
zu erhaten. Zudem werden sie auch gerne aus 6konomischen Zwecken herangezogen, da se
das Praxisbudget weniger belasten. Da Speichel ein relativ tauschungssicheres Medium zum
Drogennachweis ist, bietet es sich an den Drogennachweis damit durchzufiihren, oder
zweifelhafte Urinproben direkt gegenzu- prifen. Die Rate der Tauschungsmandver konnte
somit reduziert werden, wobel die Therapie zielgerichteter verlaufen konnte und sich das

Therapeut-Patienten-Verhéltnis klarer strukturieren lief3e.
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2. Geéateund Reagenzien

Abb.2.1.: Ubersicht tiber die Entnahmegefaiie

2.1. Drogenschnelltests mittels Urinteststreifen

Die Tedtstreifen, die zum Einsatz kamen, stammten von der Firma DRG. Es handelt sich
hierbei um Teststreifen, die den Qualitdtsstandards von 1SO 9001 und FDA entsprechen.
Gold Labelled Optical-read Rapid Immuno Assay (GLORIA) zum qualitativen Nachweis
im Urin
QuickScreen™

* Amphetamine Test RAP-2834

« Barbiturates Test RAP-3005

» Benzodiazepines Test RAP-3004

» Cocane Test RAP-2838

» Methadone Test RAP-3006
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2.2. Immunoassay

Opiates Test RAP-2830
THC Test RAP- 2841

Cloned-Enzyme-Donor-Immuno-Assay (CEDIA) zum qualitativen Nachweisim

Humanurin und —speichel:

CEDIA®DAU, Microgenics

Barbiturate
Amphetamine
Benzodiazepine
Kokain
Methadon
Opiate

THC (nur Urin)

Enzyme Multiplied Immunoassay Technique (EMIT) zum qualitativen Nachweisim

Humanspeichel:
EMIT I1+Cannaboide, Dade Behring
*  THC (nur Speichel)
Gerat: Hitachi 917
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Abb.2.2.1: Hitachi 917

Die Testmethoden entsprechen Qualitdtsstandarts von 1SO 9001 und FDA.

2.3. Extraktion
2.3.1. Flussig-Flussig-Extraktion

Toxitube A, DRG Instruments, Freiburg

Reagenzien:

Acetanhydrid , Pyridin, Methanol, (HPLC gradient grade), Ethylacetat (Lichrosolv),
Stickstoff

Hilfsmittel:

Eppendorfpipetten (10 — 100 und 100 — 1000 pl, mit entsprechenden Spitzen),
Autosamplerglaser (2 ml) mit 150ul Einsdtzen und Septen, 1,5 ml Reaktionsgefalde, Toxi-
Tube-A, GC-Saule: DB5MS, 25m * 0.2mm ID, 0.33um Film,
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2.3.2. Solidphase extraction (SPE) - Festphasenextraktion
SPE: mixed Phase, Ansys
SPEC-3ML-C18AR/MP3

Reagenzien:

pH-Papier Acilit (pH 0-6), NaOH-Platzchen, KOH-Platzchen, Dichlormethan Lichrosolv
Ethylacetat Lichrosolv, i-Propanol Lichrosolv, Methanol Lichrosolv, n-Hexan Lichrosolv,
Bidest, Eisessig, Na-Acetat p.A., Ammoniak 32% p.a., Sylon BFT (Silylierungsreagenz)

Hilfsmittel:

SPEC-3ML-C18AR/MP3; DB-5MS 25m/0.2unmv/0.33um; Autosamplergefélde mit Microvials,
Deckel und Septum; 1.5 ml Reaktionsgefald (verschraubbar); 100 - 1000 pl und 10 - 100 pl
Varipette; Multipette; Glaspipette 10ml graduiert; Peleusball

2.4. Kalibration

Standards, Firma Promochem

Lorazepam-d4, 7-Aminoflunitrazepam-d3, Morphin, Morphin-d; Codein, 6-Acetylmorphin,
Cocain, Benzoylecgonin, Benzoylecgonin- ds;, Methylecgonin, Methadon, EDDP, THC-
COOH, THC-COOH-ds

2.5. Bestatigungsanalysen

GC/M S-Gerate, Firma Shimadzu
- GCI17A
- Auto-Injector AOC 17 + AOC 1400
- QP 5000
- Vakuumpumpe GDH 60
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;A

Abb.2.5.1: GC/MS-Gerét

sonstige Geréate: Vortexer, Heizblock mit Spinne, Rollmischer,
Zentrifuge, TurboVap LV Evaporator
L 6sungsmittel: Ethylacetat/Methanol (1:1)
Derivatiserungsreagenz:  Acetanhydrid/Pyridin (2:1) bei Benzodiazepinen
Sylon BFT bei Opiaten, Methadon, Kokain, Cannabinoiden,
PY AC bel Amphetaminen und Barbituraten
Standardlésungen: Sigma, Lipomed, Promochem
Spektrenbibliothek: PMW TOX3 Pfleger-Maurer-Weber

2.6. Speichelsammelgefald

Salivette: Firma Sarstedt
Polyesterrolle in Zentrifugengefald mit Einhdngeeinsatz
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3.  Materialien und Nachweisverfahren

3.1. Drogennachweisverfahren

3.1.1. Drogenschnelltests mittels Urinteststreifen

Urinproben wurden in der Praxis sofort nach ihrer Gewinnung mittels Urinteststreifen auf
Drogen analysiert. Bel den zu analysierenden Drogen handelte es sich um Amphetamine,
Barbiturate, Benzodiazepine, Methadon, Opiate, Kokain und Cannabis.

Grundlage hierfir ist die GLORIA- Technologie (Gold Labelled Optical-read Rapid Immuno
Assay). Die Tedtstreifen werden aus mehreren Vliesschichten aufgebaut, die auf einer
Tragerfolie aufliegen und von einer Folie abgedeckt werden. Auf der Folie, die sich an der
Oberseite befindet, ist eine Markierung angegeben, die anzeigt wie tief das Stébchen
eingetaucht werden soll. Ebenso befindet sich dort eine Bezeichnung der zu bestimmenden
Testsubstanz. Das unterste Vlies dient als Speicher fur die Testfllissigkeit fir den darauf
folgenden chromatographischen Prozess. Im darlber liegenden Vlies befinden sich die gold-
markierten monoklonalen Antikoérper. Diese AntikOrper sind spezifisch fir das jewellige
Anayt. Reagiert das Analyt mit den gold-gebundenen Antikdrpern bilden sich bewegliche
rot-geféarbte Komplexe. Im néchsten Vlies werden die nichtgebunden Antikorper von sich dort
befindlichen Anayt-Analoga abgefangen. Die beweglichen Antigen-Antikorper-Komplexe
durchwandern dieses Vlies und gelangen zur Detektionszone. Dort zeigt sich, je nach
Konzentration der Testsubstanz, eine mehr oder weniger intensive Farbung in Form eines
Streifens innerhalb dieses Testfeldes. Ein darlber liegender Streifen als Testfeld zeigt an, dass
in dem Teststreifen gold-markierte Antikorper in ausreichender Form und Aktivitat
vorhanden waren, um ein Aussage Uber  Testsubstanz machen zu kénnen. Eine schwache
oder fehlende Férbung dieser Zone zeigt an, dass dieser Teststreifen zuwenig aktive
Antikorper besitzt. Das kann durch Produktionsfehler, Uberschreiten der Haltbarkeit oder
durch falsche Lagerung hervorgerufen werden. Dieses Vergleichsfarbfeld dient zugleich als
etwaiger Richtwert fir die Konzentration des Anayt, da ausgehend von dieser Farbung

RuckschlUsse Uber die Konzentration gegeben werden konnen. Je héher die Anndherung
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beider Farbintensitéten ist, desto hoher ist die Konzentration der gemessenen Substanz. Je
schwécher die Anfarbung, desto geringer ist die Konzentration des Analyts. Ein Fehlen der
Anférbung in der Detektionszone spricht fUr einen negativen Befund. Somit kann vorlaufig

eine semiquantitative Aussage gemacht werden [Schitz 1999].

3.1.2. Immunoassay

Speichel wie auch Urin wurden immunchemisch mittels Enzymimmunoassay (EIA) auf
Drogen analysiert. Die Grundlage bel Immunoassays ist eine Antigen-Antikorper-Reaktion.
Im Drogenscreening fungieren bei immunchemischen Verfahren die Drogen als Antigen. Da
es sich bel den Drogen um niedermolekulare Substanzen handelt, die selbst nicht zu einer
Antikorperbildung fthren, mu3 man sich bel der Herstellung der Antikorper grof3er
Tréagermolekile (z.B. Bovine Serum Albumin, BSA) bedienen. Sind die Antikorper erst
einmal gebildet, reagieren se auch auf die niedermolekularen Substanzen, auf sogenannte
Haptene. Zu den bestimmenden Drogen gehorten Amphetamine, Barbiturate, Benzodiazepine,
Methadon, Opiate, Kokain und Cannabis.

Urinproben wurden ohne vorhergehende Probenvorbereitungen analysiert.

Bel unserem Messverfahren handelte es sich bis auf den THC-Test (Dade-Behring) um en
homogenes Immunoassay nach dem CEDIA-Verfahren (Cloned-Enzyme-Donor-Immuno-
Assay). Bel diesem semiquantitativen Verfahren wird die rekombinante DNA-Technik
verwandt. Das Enzym B-Galaktosidase wird gentechnologisch in zwei inaktive Fragmente
gespalten. Werden beide Fragmente in einer Losung zusammengebracht, rekombinieren beide
Fragmente zu einem intakten Enzym. Das Fragment, das dieser Losung hinzugegeben wird,
fungiert als Enzymdonor, das in der Losung befindliche Fragment als Enzymakzeptor. Frele
Antigene konkurrieren mit dem an einen Enzymdonor gekoppelten Antigen um den
Antikorper. Enzymdonor-Antigen-Komplexe, die eine Verbindung mit einem Antikorper
eingehen, konnen nicht zu einem intakten Enzym rekombinieren. Dieses intakte Enzym
gpaltet ein Substrat, dessen Farbanderung spektral-photometrisch gemessen wird. Je hoher die
Konzentration an Antigen ist, das die Antikorper bindet, desto hdher ist die Konzentration an
freien Enzymdonor und damit an B-Galaktosidase. Daher korreliert die gebildete Menge an f3-
Galaktosidase mit den in der Probe befindlichen freien Antigenen (Drogen). Bei dem spéter
eigesetzten Dade-Behring THC-Test handelt es sich um ein Immunoassay nach dem EMIT-
Verfahren. Das EMIT (Enzym Multiplied Immunoassay Technique)-Verfahren ist ein

homogenes Testverfahren. Das Enzym, das an das Antigen gebunden ist, verliert durch seine
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Komplexbildung mit dem Antikorper nahezu seine Aktivitdt und kann damit nicht die
Lichtabsorptionseigenschaft der Losung veréndern. Nur das freile Enzym-markierte Antigen
katalysiert die Reaktion, die die Lichtabsorption der Losung verandert. Die Farbé&nderung der
Losung ist daher proportional zur Konzentration des Antigens [Kaplan 1995].

3.1.3. Extraktion und Derivatisierung

Zur Festlegung des besten Testverfahrens wurden von einer Messflissigkeit, die zuvor mit
den oben angegebenen Konzentrationen der jeweiligen Testsubstanzen versetzt wurde,
verschiedene Proben angefertigt. Es wurde eine Nativprobe, ene Probe mit
Hussig/Hussigextraktion (Toxitube A) und eine Probe mit Festphasenextraktion (SPE)
getestet. Wie auch anderen Autoren [Santos Lucas, dos 2000] schien uns die SPE die bessere
Extraktionsmethode zu sein und wurde spéter verwandt. Die Substanzanalyse wurde mittels
CEDIA durchgefthrt.

Die Flussig/Flussigextraktion mit der Toxitube A der Firma DRG Instruments ist ene
Zweiphasenextraktion mit zusétzlichem Aussal zungseffekt.

Das Prinzip der Flussig-Flissig-Extraktion ist, dass die Matrix von stérenden Elementen
gereinigt und anschliefRend konzentriert wird. Zur Probenaufarbeitung mittels Toxi Tube A
wurde 3 ml Urin (hydrolysiert) bzw. 1ml Speichel in ein Toxi Tube A geflillt, 50 pl Interner
Standard zugegeben und 5 min auf dem Rollmischer gemischt. Die Probe wurde fir 1 min bei
3000 U/min zentrifugiert. Danach wurde die organische Phase in ein Reaktionsgefal
Ubergefihrt und mit Stickstoff bei 55°C abgedampft. Der Rickstand wurde in 100 pl
Derivatiserungsmischung  (Acetanhydrid/Pyridin  im  Verhdltnis 2:1) aufgenommen und
gevortextet. Fur 5 min wurde die Losung bel 600 W in der Mikrowelle derivatisiert.
Uberschilssiges Reagenz wurde mit Stickstoff bei 55°C vertrieben (Evaporator). Der
Ruckstand wurde dann in 75 pl Methanol/Ethylacetat (1:1) aufgenommen, die Lésung in en
Autosamplergefald gegeben und dieses in den Autosampler gestellt. Anschlief3end wurde 1pl
indie GC/MS injiziert.

Be der SPE der Firma DRG Instruments handelt es sich um ene mixed Phase

Festphasenextraktion. Das Prinzip der Flissig-Festphasenextraktion ist eine gleichzeitige
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Reinigung von Storsubstanzen und Aufkonzentrierung der Analyten. In einem Filter wird der
Anayt gebunden, danach wird der Filter gewaschen und getrocknet. Durch ein spezielles
Losungsgemisch wird der Analyt aus dem Filter herausgewaschen und anschlief3en
eingedampft um das Ldsungsmittel wieder zu eliminieren. Es liegt nun ein fester Riickstand
vor, der relativ frel von stdrenden Substanzen ist, wie sie im Ausgangssubstrat (Urin,
Speichel) vorhanden sind.

Abb. 3.1.3.1: SPE —Festphasenextraktion



Probenaufarbeitung

Ansetzen der Gebrauchdésungen

1M Essigsaure, Stammlésung*

60ml Eisessig + 940ml Aqua bidest

0.1M Essigsaure*

100ml 1M Essigsaure + 900ml Aqua bidest

Methanol/Bidest 4/6*

400ml Methanol + 600ml Aqua bidest

Acetat-Puffer pH 4.8

500ml Aqua bidest

+ 2329 Na-Acetat

+ 124ml Essigsaure

ad 1000ml mit Aqua bidest
=>pH 4.8

Pufferlésung fur OP CO THC

75 ml Acetatpuffer pH 4.8
+ 150 ml Aqua bidest

konzentrierte KOH-L 6sung

33.1g + 50ml Aqua bidest

verdinnte Essigsdure

50ml Eisessig + 50ml Aqua bidest

Elutionddsung 1 —
fir Cocain und Metabolite*

800ml Ethylacetat + 200ml Methanol — auf 5ml
Elutionddsung wird unmittelbar vor der
Extraktion 100ul 32%ige Ammoniakldsung
zugegeben.

Elutionddsung 2 - fur Opiate*

800ml Dichlormethan + 200ml i-Propanol — auf
5ml Elutiond6ésung wird unmittelbar vor der
Extraktion 100ul 32%ige Ammoniakldsung
zugegeben.

Elutionddsung 3 — THC-COOH*

250ml Ethylacetat + 750ml n-Hexan

Elutionddsung 3 —

Ampehtamine ?

Elutionddsung 3 — Barbiturate ?

Elutiond6sung 3 — Methadon ?

Elutionddsung 3 — Benzo ?

Waschldsung

3ml 32% Ammoniakldsung auf 50ml MeOH

* -wird geschlossen im Labor bei RT aufbewahrt
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Konditionierung der Kartusche

Der SPEC-3ML-C18AR/MP3 wurde auf den Extraktionsblock gesetzt. Danach wurde 0.5 ml
Methanol aufgegeben und abgesaugt. Anschlielend wurde 0.5 ml 0.1M Essigsdure
aufgegeben und abgesaugt.

Probenaufgabe und Waschen der Kartusche

Die vorbereitete Probe wurde aufgegeben und langsam durch die Kartusche laufen gelassen.
Daraufhin wurde 1ml 0.1M Essigsdure aufgegeben und abgesaugt. Anschlief3end wurde 0.5ml
Methanol/ Aqua bidest (4:6) aufgegeben und abgesaugt Zum Schluss wurde 5 min

trockengesaugt.

Elution und Derivatisierung

1,5 ml Reaktionsgefdl’e wurden in den Extraktionsblock gegeben. 0.3ml Elutiondésung
Cocain ( auf 5ml + 100ul NH3) wurden langsam ohne Unterdruck im Extraktionsblock
durchlaufen gelassen und danach kurz abgesaugt. Ebenso wurde mit Opiaten, Barbituraten,
Methadon, Amphetaminen, Benzodiazepinen und THC-COOH verfahren. Das Eluat im
Evaporator wurde unter Stickstoff mit einem Druck von 0.3 bar bei 65°C in 15 min zum
Trocknen eingedampft. Zur Derivatiserung wurde in 75ul Sylon BFT aufgenommen. Danach
wurde 5 min bel ca. 600W in der Mikrowelle inkubiert. Die Lésung wurde anschlief3end in
die Autosamplergefélde Uberfihrt und 1 pl in die GC/MS injiziert. Die aufgearbeiteten Proben
muissen zUgig gemessen werden, um Fehler durch Zersetzung der Trimethylsilanderivate zu

vermeiden

3.1.4. Kalibration

Vor dem eigentlichen Sammeln und Messen der Proben wurde ein Vorversuch gestartet.
Zweck und Ziel dieses Vorversuches war es herauszufinden, inwieweit  bei den
Testsubstanzen sich reproduzierbar und verléssichst messen liel3en. Zudem sollte die

Methode zum Einsatz kommen, die flr diese Testreihe am geeignetesten erschien.
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Zuerst wurde drogenfreier Speichel, der direkt in die Testréhrchen abgegeben wurde, mit der
jeweiligen Testsubstanz versetzt. Der Speichel stammte von 20 verschiedenen Mitarbeitern
des Labors und der Praxis, an der die Studie durchgeftihrt wurde. Zu 400ul Speichel wurde
1000pg/ml der Testsubstanzen (Barbiturate, Benzodiazepine, Amphetamine, Kokain, Opiate,
Methadon) zugesetzt. Bel der THC-Testsubstanz wurde 400ul Speichel  100pg/mil
Testsubstanz zugesetzt. Parallel dazu wurde THC neben dem Microgenics-Test mit dem Dade
Behring THC-Test gemessen.

Die Proben wurden in drei Schritten jewells um den Faktor 10 (100ug/ml, 10pg/mil
undlpg/mi, bzw. 10pg/ml, 1ug/ml und 0,1ug/ml bei THC) verdinnt. Als Gegenprobe wurde
bei gleicher Konzentration der Testproben der Speichel mit einer neutralen Testsubstanz
(PBS) ersetzt, um Reaktionen von Bestandtellen des Speichels auf das Messergebnis zu
detektieren. PBS ruft weniger Storgerausche as Speichel hervor. PBS wie auch Speichel
wurde auf die Salivette zur Probenentnahme in selbiger Abfolge gemessen, um auch hier
abweichende Reaktionen durch die Sdivette auf die Messergebnisse zu erkennen. Die
Gesamtmenge der Messfllissigkeit in den einzelnen Proben betrug jewells 0,4ml.

Die oben genannte Versuchsreihe wurde nach drei Tagen mit den Proben, die diese Zeit bei
Raumtemperatur gelagert wurden, erneut durchgeftihrt. Hierbel sollte getestet werden, ob die
Proben bel einer Lagerungsdauer, die im normalen Praxisaltag vorkommen kann, stabil
bleiben.

Zur Festlegung der Obergrenze des Grundrauschens wurden Nullproben (Speichel ohne
Zusatz der Testsubstanz) verwandt. Die Auswertung der Nullproben wurde nativ, ohne
Filtration der Testflissigkeit, vorgenommen. Zur Rauschunterdriickung wurden die Proben
am Folgetag mit einer Puffersubstanz (“Intercept TM-Dréager oral Specime Collection
Device’) versetzt, die auch bei handelstiblichen Testrohrchen fir Speichelproben eingesetzt
wird.

Zudem wurden 5 Proben entnommen, die mit dem Testergebnis, die mittels Teststreifen von
Urinproben verglichen wurden. Dabel handelte es sich um 3 Proben der Praxismitarbeiter und
2 Proben von substituierten Patienten.

3.1.5. Bestdtigungsanalysen

Als Bestétigungsanalyse wurde die GC/MS (Gaschromatographie/M assenspektrometrie)
bevorzugt. Das Grundprinzip der GC/MS ist das Trennen von Substanzen in der Galphase
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(mobile Phase), bei dem es in ener sationdren Phase zu einer unterschiedlichen
Wandergeschwindigkeit der gelosten Substanzen in der Losung kommt. Bel der GC/MS ist
die stationdre Phase eine Fussigkeit, die erhitzbar ist und die nicht mit den Substanzen
reagiert. Sie kleidet die Saule aus, in die die Substanzen dann eingegeben werden. Die mobile
Phase ist ein Inertgas, welches die verdampften Substanzen zum Detektor in der Saule
beférdert. Die Wandergeschwindigkeit der Substanzen héngt zum einen von dem Siedepunkt,
zum anderen von der Lodichkeit ab. Bel der Eingabe wird die Substanz durch die rasche
Erhitzung verdampft und in der mobilen Phase weitergetragen. Die Temperatur wird wahrend
der ganzen Prozedur konstant gehalten. Im Detektor werden die Substanzen erfasst. Wird eine
Substanz erfasst wird diese graphisch als ,peak” dargestellt. Die horizontale x-Achse ist fur
das Molekulargewicht der Substanz, die vertikale y-Achse ist fir das Audéssignal, die
Abundance, vorgesehen. Fir jede Substanz ist ein spezifisches Molekulargewicht typisch.
Die Stérke des Audtsesignals zeigt die Quantitdt der Substanz an. Die Gaschromatographie
wird durch die Erganzung der Massenspektometrie verbessert. Die Losung aus der Saule
gelangt in eine Vakuumkammer und wird dort mit Elektronen bombardiert. Durch Abspaltung
eines Elektrons aus der nachzuweisenden Substanz wird diese positiv ionisiert und zerfallt
schnell in eine Ansammlung von positiv geladenen Tochterionen mit geringerer Masse. Diese
geladenen Partikel passieren ein elektrisches und/oder ein magnetisches Feld. Dort werden sie
je nach Molekulargewicht ausgelesen. Sie stossen auf einen Sekundéarelektronenvervielfacher
und werden somit gezahlt. Die x-Achse zeigt die Massenzahl der Bruchstiicke an, das fir die
jeweilige Substanz spezifisch ist. Die y-Achse zeigt die Anzahl der gemessenen geladenen
Partikel an. Somit kann sowohl die Substanz identifiziert werden, indem man das die
Messwerte der x-Achse mit entsprechenden Bibliotheken vergleicht, as auch die Menge der
Substanz, die sich in der Flache der graphisch dargestellten Zacke ausdrickt [Kaplan 1995].

3.2. Probenentnahme
3.2.1. Materialien

Die Urinabgabe erfolgte in praxisibliche Plastiktrinkbecher. Die Urinversandrohrchen
entsprechen den handelstiblichen V ersandrohrchen fir Urin zum Drogennachwels.

Zur Speichelaasservierung wurden Salivetten der Firma Sarstedt benltzt. Es handelte sich um
ein Polyesterrdlichen. Das Polyesterrdlichen befand sich in Zentrifugengefad  mit
Einhéngeeinsatz. Nach der Zentrifugation entfernt man den Einhéngeeinsatz samt Salivette
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und gelangt so leicht an den zu testenden Speichel. Die Speichelmenge scheint mit
Watterdllchen zwar hoéher zu liegen as mit den Polyesterrdlichen [Speckl 2000], jedoch
scheinen die Polyesterrélichen anwendungsfreundlicher zu sein. Das subjektive Empfinden
mit den Polyesterrdlichen mehr Speichel abgegeben zu haben wurde positiv aufgenommen.
Bei den Watterdlichen bendtigt man lange Kauzeiten, um ein ,nasses’ Watterdlichen zu
haben. Wenn das Watterdllchen noch nicht richtig durchfeuchtet ist, hat man kein Anhalt tber
die Menge des Speichels. Bel den Polyesterrélichen hingegen hat man sehr schnell das
Empfinden ,, Speichel abgegeben zu haben“. Die Polyesterrdlichen durchfeuchten relativ
schnell. Das Speichelmall ist subjektiv leichter nachzuempfinden, was die Compliance erhoht,
da man ,schneller zum Erfolg kommt und man beziglich der Kaudauer die Testperson
besser anleiten kann.

3.2.2. Durchfiihrung

Alle Testmaterialien wurden vor der Methadonvergabe in der Medizinischen Ambulanz,
Oldenburg, gesammelt. Die Probenentnahme von Urin erfolgte in der Medizinischen
Ambulanz einer Drogenberatungsstelle. Die Urinabgabe erfolgt nach Aufforderung des
Patienten in der dortigen Toilette in einen Plastikbecher. Um Tauschungsmandver sowie
Vertauschen der Urinproben zu vermeiden wird der Raum Video-Uberwacht. Die Urinabgabe
erfolgt mit Blickrichtung zur Video-Kamera, um die Abgabe des Urin direkt mitzuverfolgen.
Taschen wie auch Jacken, missen vor dem Betreten der Toilette abgegeben. Nach Abgabe der
Urinprobe wurde sofort ein Drogenscreening auf die zu untersuchenden Substanzen mittels
Urinteststreifen durchgeftihrt. Nach Durchfihrung dieses Test wurde der Urin in en
Urinversandrohrchen abgefillt.

Zur Speichelentnahme wurden die Patienten aufgefordert, vor Einnahme des Substitutes die
Sdlivette gut durchzukauen. Die Salivette wurde direkt aus dem Versandrohrchen in den
Mund eingefiihrt. Es wurden immer zwei Salivetten verwandt um auf eine ausreichende
Speichelmenge zu kommen. Die durchweichten Salivette wurden direkt aus den Mund in das
Zentrifugengefald gegeben. Danach wurde das Zentrifugengefal? verschlossen.

Plastikbecher, Urinversandgefald und Zentrifugengefal3e der Speichelprobe wurden umgehend
nach Erhalt der Testsubstanz mit einem praxisinternen |D-Code beschriftet und versandfertig
gemacht. Ein 1D-Code wurde fur ale Verfahren eines Testdurchlaufes mit Urin
(Immunoassay/GCMS, Teststreifen) und Speichelprobe verwandt. Somit konnten die

einzelnen Methoden untereinander verglichen werden. Die Proben wurden dann an das Labor

39



gesandt. Zur Gewinnung des Speichel aus den Salivette wurde dort die Zentrifugengefalie

zentrifugiert. Der Speichel konnte dann im immunchemischen Verfahren analysiert werden.

4. Ergebnisse

4.1. Patientenkollektiv

Es handelte sich bei den Probanden um opiatabhéngige Patienten einer Substitutionspraxis im
Alter von 24 his 56 Jahren. Es waren insgesamt 31 Freiwillige, davon 5 weibliche und 26

mannliche Probanden.

Geschlechterverteilung Altersverteilung

20+

16% 151

Anzahl 10
5,

84% ol

13-20 21-30 31-40 41-80
Alter

‘D Frauen @ Manner ‘

Abb.4.1.1: Geschlechter- und Altersverteilung des Patientenkollektives

Bei diesen Probanden, handelte es sich um ein sehr gemischtes Kollektiv bezlglich ihrer
Vorgeschichte. Die Drogenabhangigkeit, zum Grol3teil polytoxikoman, variierte von 2 bis
Uber 25 Jahre. Bel den meisten Patienten bestand schon eine lange Vorgeschichte in der
Drogenabhangigkeit, oftmals verbunden mit verschiedenartiger Therapieerfahrung,
mehrfachen Entzigen, Gefangniserfahrung und schwersten Lebenskrisen. Der Zeitpunkt der
Aufnahme in das Substitutionsprogramm war entweder nach Rickfalligkeit einer abstinenten
Phase, nach Ubernahme aus einer anderen Praxis bzw. Therapieeinrichtung, im Anschluss
einer Haft oder wie am haufigsten direkt aus dem Drogenalltag heraus. Teilweise wurden
Patienten zur ambulanten Entgiftung oder auch zur Uberbriickung fir eine spétere
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Entzugstherapie aufgenommen. Auch bezlglich der Dauer der Substitution im Zeitraum der

Studie gab es grole Unterschiede. Einige Probanden befanden sich das erste Mal in einem

Substitutionsprogramm, andere wiederum wurden schon sehr lange substituiert. Als Substitut

wurde Methadon, Polamidon und Buprenorphin eingesetzt. In der Studie wurden ein Proband

mit Polamidon, drei Probanden mit Buprenorphin und der Rest mit Methadon substituiert.

3.3.

3.3.1

Verfahren

Einflhrung

Die Ergebnisse wurden im Microsoft Excel Format erstellt. Die Auswertung der Resultate

wurde in verschieden Kategorien unterteilt:

TP: true positive / richtig positiv: Ubereinstimmung des positiven Testergebnis mit
dem positiven CEDIA — Urintest (durch GC/MS bestétigt)

TN: true negative / richtig negativ: Ubereinstimmung des negativen Testergebnis mit
dem negativen CEDIA — Urintest

FP: false positiv / falsch positiv: keine Ubereinstimmung des positiven Testergebnis
mit dem negativen CEDIA — Urintest

FN: false negative /falsch negativ: keine Ubereinstimmung des negativen Testergebnis
mit dem positiven CEDIA — Urintest (durch GC/M S bestétigt)

Aus diesen Kategorien wurden folgende Eigenschaften ausgearbeitet:

Sengitivitat = TP/(TP+FN); richtig Positive von allen Positiven in Prozent

Spezifitat = TN/(TN+FP); richtig Negative von allen Negativen in Prozent

Positive pradiktive Wert (PPV = positiv predictive value) = TP/(TP+FP); Prozent
der richtig Positiven von allen positiven Testergebnissen

Negative préadiktive Wert (NPV = negativ predictive value) = TN/(TN+FN);
Prozent der richtig Negativen von allen negativen Testergebnissen

Genauigkeit (Accuracy) = (TP+TN)/Anzahl aler Resultate; Prozentanzahl aller

richtigen Resultate

Die Voraussetzung fUr die Einsetzbarkeit einer Testmethode wurde angelehnt an die
Mandatory Guidelines for Federal Drug Testing Programs (SAMHSA, www.samhsa). Dies
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beinhaltet keine falsch positiven Ergebnisse, 80% der gesamten Testdurchldufe dirfen nicht
mehr als 20% von der durchschnittlichen Referenzgruppe abweichen, kein Testwert darf 50%
von der errechneten durchschnittlichen Referenzgruppe abweichen, mindestens 50%
innerhalb einer einzelnen Testklasse muss bestimmt werden kdnnen und eine Testgenauigkeit
von 90%. Methoden, die diese Kriterien erflllen sind as Screeningmethoden einsetzbar,
sollten alerdings mittels GC/MS bestétigt werden. Ergebnisse, die darunter liegen in, sind in
Ausnahmeféllen ausreichend und kdnnen als vorlaufiges grobes Screening hergenommen
werden, missen mit Urinproben mittels GC/MS oder gegebenenfalls mittels GC/MS im
Speichel verifiziert werden. Wie andere Autoren beschreiben, ist der Drogennachwels im
Speichel mittels GC/MS auch eine gangbare Methode [Speckl 1999, Niedbala 2001, Samyn
1999].

Als Referenzergebnis wurden die Ergebnisse aus dem CEDIA-Urintest hergenommen, die bei
positiven Ergebnis fast ausschlieldlich mit der GC-MS, bel Bedarf auch mit HPLC und
Dunnschichtchromatographie, bestétigt  worden sind. Diese Vorgehensweise ist relativ
zuverldssig und kosteneffizient und wird deswegen vielerorts in der Praxis verwandt. Eine
ausschliefdliche Testung mit GC-MS ist zeitaufwendig und kostenintensiv und daher meist nur
in Krankenhdusern praktikabel. Da bel Immunoassays falsch negative Ergebnisse dul3erst
selten sind, jedoch gelegentlich falsch positive Ergebnisse auftreten [Schitz 1999], wurden
dle postive nicht aber die negativen Ergebnisse gegengeprift. Als Resultat, das als
Referenzergebnis angesehen werden kann, der insgesamt 103 Proben, bei denen ene
Urinprobe mit einer Bestdtigungsanalyse gegengepriuft wurde, kam es bel den folgenden
Analyten zu folgendem Ergebnis:

A Ba | Be K M ®) T

Positiv 0 0 30 5 91 33 67
Negativ] 103 | 103 | 73 98 12 70 35

Tab. 4.2.1.1.: Verteilung der positiven und negativen Referenzergebnisse; A=Amphetamine,
Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon, O=Opiate, T=Cannabinoide
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Positve und negative Ergebnisse
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80%

Angabe in 60%

Prozent 40% -
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20%
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Abb. 4.2.1.1.: Vertellung der positiven und negativen Ergebnisse; A=Amphetamine,
Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon, O=Opiate, T=Cannabinoide

Die Gesamtzahl der getesteten Durchlaufe betrug 108. Bel einigen wurden jedoch nur einer
der Matrices gewonnen, Speichel bzw. Urin, oder es war bei den Urinproben zu wenig
Material fur eine weitere Untersuchung mittels CEDIA und/oder Bestdtigungsanalysen
vorhanden. Alle gesasmmelten Daten wurden in die Bewertung miteinbezogen. Die fehlenden
korrespondierenden Proben wurden in der Gesamtbewertung beriicksichtigt.

Uber die Aussagekraft bei Amphetaminen und Barbituraten kann bei alen Testreihen nur
bedingt eine Aussage gemacht werden, da mit Ausnahme einer falsch Positiven bei den Urin-
Sticks keine positive Ergebnisse vorlagen. Uber die Sensitivitét kann daher keine Aussage
gemacht werden. Einzig und alein kann gesagt werden, dass die Testreihen sehr spezifisch
fur die Amphetamine und Barbiturate sind, da keine falsch positiven Ergebnisse aufgetreten
sind. Der prédiktive Wert fir die negativen Ergebnisse ist daher sehr hoch.
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3.3.2 Drogenschnelltests mittels Unrinteststreifen

U-Stix

A Ba Be K M O T
GESAMT | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108
n= 104 | 104 | 104 | 104 | 104 | 104 | 104

FEHLT 4 4 4 4 4 4 4

zw.M 0 0 0 0 0 0 0

TP 0 0 27 3 90 28 62

TN 103 | 104 | 68 98 12 67 36

FP 1 0 5 1 1 4 1

FN 0 0 4 2 1 5 5
Sensitivity | - - 88% | 60% | 99% | 85% | 93%
Specifity | 99% |100% | 93% | 99% | 92% | 93% | 97%
PPV - - 84% | 75% | 99% | 87% | 98%
NPV 100% | 100% | 94% | 98% | 92% | 93% | 88%
Accuracy | 99% |100% | 91% | 97% | 98% | 91% | 94%

Abb. 4.2.1.-1: Ergebnisse — Uringtreifen; TP=True Positive, TN=True Negative, FP=False
Positive, FN=False Negative; PPV=Postive Predictive Value, NPV=Negative Predective
Vaue, A=Amphetamine, Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon,
O=0Opiate, T=Cannabinoide, z.w.M.= zu wenig Materid

Bel dieser Methode handelt es sich um ein Testverfahren mit guter Spezifitét. Bei
Benzodiazepinen, Opiaten und gerade Kokain treten Erfassungdlcken der positiven
Ergebnisse auf. Die Sendtivitdt lag hierbei bei den Benzodiazepinen bei 88%, bei den
Opiaten 83% und bel Kokain nur bel 60%. Die Aussagekraft Uber die positiven Ergebnisse ist
gerade bei Kokain daher eingeschrankt, was durch die postive pradiktiven Wert von
Benzodiazepinen 84%, Kokain 75% und Opiaten 87% unterstrichen wird. Die Sensitivitéat bei
Methadon mit 99% und Cannabinoiden mit 93% war gut. Bei den Cannabinoiden kam es
durch die falsch negativen Ergebnissen zu einem relativ geringen negativen pradiktiven Wert,
was die Aussagekraft der negativen Ergebnisse schmédlert. Bel allen anderen zeigte sich eine
gute negative pradiktiven Wert. Bezlglich der Genauigkeit dieser Testmethode ist aber alen
Analyten ein gutes Ergebnis erzielt worden.

Diese Methode kann sehr wohl zum groben Drogenscreening herangezogen werden. Als
aleinige Methode ist se wegen der mdglichen fasch negativen und positiven Ergebnisse

nicht zu verwenden, sondern bedarf einer Bestétigungsanalyse wie der GC/MS bzw.



Dunnschichtchromatographie. Gerade zweifelhafte negative Befunde missen mittel einer

Bestétigungsanalyse gegengeprift werden.

3.3.3. | mmunoassay
3.33.1L Speichel

Speichel
A Ba | Be K M O T
GESAMT | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108

n= 96 96 96 96 96 96 96

FEHLT 5 5 5 5 5 5 5

z.w.M 7 7 7 7 7 7 7

TP 0 0 20 2 86 23 28

TN 96 96 31 91 9 59 24

FP 0 0 35 0 1 6 15

FN 0 0 10 3 0 8 29
Sensitivity - - 67% | 40% | 100% | 74% | 49%
Specifity |100% | 100% | 47% | 100% | 90% | 91% | 62%
PPV - - 36% | 100% | 99% | 88% | 65%

NPV 100% | 100% | 76% | 97% | 100% | 79% | 54%
Accuracy |100% | 100% | 53% | 97% | 99% | 85% | 65%

Abb. 4.2.2.-1: Ergebnisse — Speichel; TP=True Postive, TN=True Negative, FP=False
Positive, FN=False Negative; PPV=Postive Predictive Value, NPV=Negative Predective
Vaue, A=Amphetamine, Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon,
O=0Opiate, T=Cannabinoide, z.w.M.=zu wenig Materid

Die oben angegebenen Ergebnisse der Positiven und Negativen ergeben sich aus einem selbst
festgelegten Cut-off Wert (siehe Kap. 4.4. Kalibration).

Bei 7 Proben war zur Bestimmung zu wenig Material gewonnen worden. Bel 5 Urinproben
lagen keine Speichelproben vor. Generell kann gesagt werden, dass sich diese Testmethode
bel alen Matrices, bis auf Methadon, eine geringe Sendtivitét besitzt. Die Ergebnisse bei
Benzodiazepinen und Cannabinoiden war bezlglich der Spezifitdt (47% und 62%), der
Sengitivitdt  (67% und 49%) und der Genauigkeit (53% und 65%) der Testmethode
unbefriedigend. Bis auf die geringe Senditivitét (40%) zeigte die Testung auf Kokain gute
Resultate. Neben der unbefriedigenden Sensitivitét (74%), bel guter Spezifitét (91%), ist die
Genauigkeit (85%) der Testmethode bei Opiaten befriedigend. Die Testmethode bei
Methadon zeigt bezlglich der Spezifitét (90%), der Senstivitét (100%) und der Genauigkeit
(99%) gute Ergebnisse.
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Die Aussagekraft beziiglich der postiven Ergebnisse (PPV) ist bei den Benzodiazepinen
(36%) und bel den Cannabinoiden (65%) sehr gering. Der positive pradiktive Wert ist bei
Kokain (100%), M ethadon (99%) gut mit guter Aussagekraft Gber die positiven Ergebnissen
und Opiaten (88%) befriedigend mit eingeschrankter Aussagekraft Uber die postiven
Ergebnisse. Der negative préadiktive Wert bei den Cannabinoiden (54%) lasst keine Aussage
Uber die negativen Ergebnisse zu. Der negative prediktive Wert von Benzodiazepinen (76%)
und Opiaten (79%) schmdlert die Aussagekraft Uber negative Ergebnisse drastisch. Bei den
Amphetaminen (100%), den Barbituraten (100%), K okain (97%) und Methadon (100%)
liegt ein guter negativer pradiktiver Wert vor.

Bei der ndheren Betrachtung der Ergebnisse der Benzodiazepinen liefd sich keine Korrelation
bezliglich der Konzentration [ng/mg Creatinin] des Urins und den Ergebnissen bzw.
Messdaten im Speichel feststellen (siehe Anhang Tab.: 8.1.). Da es bel vermehrter Diurese zu
einem Verdunnungseffekt kommen kann, ist dieser Quotient ein Ublicher Parameter fir die
etwaige Konzentration. Bei Kreatininwerten unter 4 mmol/L sollten negative Ergebnisse als
ungultig betrachtet werden [Lafolie 1993]. Ebenso gab es keinen Zusammenhang zwischen
den Einzelstoffen und dem Ergebnis. Jedoch lief3 sich eine Haufung in der Verteilung der
Ergebnisse bel den einzelnen Probanden erkennen (sehe Anhang Tab.: 8.1.). Auch be den
Ergebnissen der Cannabinoide konnte keine Korrelation bezliglich der Konzentrationen
[ng/mg Creatinin] des Urins und der Ergebnisse bzw. Messdaten im Speichel festgestellt
werden. Auch hier lief3 sich eine gewisse Haufung in der Verteilung der Ergebnisse bei den
einzelnen Probanden erkennen (siehe Anhang Tab.: 8.2. und Tab.: 8.6.). Bel Kokain waren
von 5 positiven Testergebnissen 3 falsch negativ und 2 richtig positiv (sehe Anhang 8.3.).
Bel den beiden Postiven handelte es sich um einen kombinierten Missbrauch mit Heroin
(sog. ,Coctall®) mit 6-Monoacetylmorphin-Nachweis, was auf einen frischen Missbrauch
hindeutet. Bel den restlichen drei fasch Negativen war die Konzentration im Urin nur
schwach positiv nachweisbar, was bedeutet, dass der Missbrauch vermutlich langer zurlick
liegt und der Zeitraum zwischen Drogenkonsum und Nachwels zu grofd war. Bei Heroin
waren ale positiven Ergebnisse, bei denen 6-Monoacetylmorphin (n = 8) nachgewiesen
wurde, richtig positiv. War bei dem Ergebnis ausschlief3lich Codein bzw. Dihydrocodein (n =
12) in Kombination mit Morphin nachweisbar, Uberwogen im Verhdtnis 8:4 die richtig
Positiven gegentiber den falsch Negativen. Die richtig Positiven tberwogen vor allem in den
Proben, bei dem in Urin hdhere Konzentrationen vorhanden waren. Bei den Ergebnissen mit

ausschlie®lich Morphin (n = 11) war nur zwel Ergebnisse positiv. Bel einem war die
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Konzentration des Urins unbekannt und bel dem anderen lag sie mit 183ng/mg Creatinin
relativ hoch (sehe Anhang 8.4.).

Gesamt gesehen ist diese Testmethode als alleiniges verlassdiches Nachweisverfahren im
drogentherapeutischen Bereich nicht geeignet. Es kann jedoch ergénzend eingesetzt werden,
vor alem wenn Verdacht auf Manipulation bel einem aktuellen Drogenmissbrauch besteht.
Ahnlich wie beim Blut kommt es nach dem Drogenkonsum zu einem schnellen Abfall der
Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze. Die hthere Empfindlichkeit der GC/MS —
Methode im Drogenscreening mit Speichel als Matrix hingegen gestattet, bedingt durch eine
langere Nachweisdauer und hohere Testgenauigkeit, eine etwas breitere Einsatzfahigkeit

gegenuber den Immunoassays.

3.3.3.2. Urin

Urin-CEDIA
A B B K M (0] T
GESAMT | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108
FEHLT 5 5 5 5 5 5 5

z.w.M 0 0 0 0 0 0 0
TP 0 0 30 5 91 33 67
TN 103 | 103 73 98 12 70 35
FP 0 0 0 0 0 0 1
FN 0 0 0 0 0 0 0

Sensitivity 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Specifity | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 97%
PPV - - 100% | 100% | 100% | 100% | 99%
NPV 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Accuracy |100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 99%

Abb. 4.2.2.-2: Ergebnisse — Urin-CEDIA; TP=True Positive, TN=True Negative, FP=False
Positive, FN=False Negative; PPV=Postive Predictive Value, NPV=Negative Predective
Vaue, A=Amphetamine, Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon,
O=0Opiate, T=Cannabinoide, z.w.M.= zu wenig Materid

Diese Methode wurde gewdhlt, um die Referenzergebnisse festzulegen. Nur postive
Ergebnisse wurden mittels GC-MS gegengepriift. Bis auf ein falsch positives Testergebnis bei

den Cannabinoiden stimmen die positiven Ergebnisse mit den der Bestatigungsanalysen
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Uberein. Dieses falsch postive Ergebnis wurde als Referenzergebnis korrigiert und bei der
Gesamtbewertung  berticksichtigt. Diese Testmethode in  Kombination mit den
Bestétigungsanalysen ist, wie auch weiterfihrende Literatur beschreibt [Naumer 1997, Gibitz
1996], die Methode der Wah.

3.34. Bestatigungsanalysen

Die Bestdtigungsanalysen vor alem die GC-MS-Methoden werden as Bestdtigungsanalysen
der Wahl bezeichnet [Naumer 1997, Gibitz 1996]. Bel dem Nachwels von Cannabinoiden war
die DUnnschichtchromatographie die Methode der Wahl. Beide zeichnen sich durch ihre hohe
Spezifitdt und Sensivitét aus. Ihre Aussagekraft wird am hochsten eingeschétzt und daher als
Mal3stab angesetzt. Da, mit Ausnahme der Testergebnisse bei den Benzodiazepinen, bei
immunchemischen Verfahren im Harn falsch negative Ergebnisse nicht oder im
vernachlassigbaren Mal3en bekannt sind, wurden nur bel postiven Ergebnisse diese
Bestétigungsanalysen durchgeftihrt [ Schiitz 1999].

Testsubstanz Anzahl
Benzodiazepine 30
Diazepam 15
Oxazepam 26
Nitrazepam 3
Nordiazepam 23
Temazepam 20
Funitrazepam-Metabolite 11
Kokain und M etabolite 5
Methadon und M etabolite 90
Opiate 30
Morphin 30
Monoacetylmorphin 8
Codein 19
Dihydrocodein 1
Cannabis- Metabolit (THC-COOH) 54

Tab. 4.2.4.1.. Positive Testergebnisse der Testsubstanzen und deren Metabolite mittles
GC/MS die eine korrespondierende Speichelproben hatten
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Der gruppenspezifische Immunoassay erfasst sowohl die Muttersubstanz als auch die
Abbauprodukte. Bel den Benzodiazepinen ist Diazepam Muttersubstanz mit den Metabolite
Nordiazepam, Temazepam und Oxazepam. Funitrazepam wird héufig in sogenannten
Cocktails zusammen mit Heroin konsumiert. Im Falle von Heroin ist Monoacetylmorphin das
erste Abbauprodukt, Morphin das Hauptabbauprodukt. Codein ist der Bestandtell der zur
Herstellung von Heroin benutzten Rohmorphinbase. Daher kdnnen Einzelmetabolite in ihrer
Gesamtzahl in einer grol3eren Anzahl vorliegen.

Fur 8 Bestétigungstests von Cannabinoiden mittels Dunnschichtchromatographie, bei denen
die Urinprobe mittels CEDIA postiv anzeigte, war nicht ausreichend genug Material
vorhanden. Es handelte sich hierbel um 7 falsch negative Speichelproben und 1 richtig

Positive.

3.4. Extraktion und Derivatisierung

Im Vorversuch fur die Speicheltests mittels Immunoassay wurden gespikte Proben einmal
nativ einmal nach der FlUssig-Flissig-Extraktion und einma nach der SPE bestimmt. Dabei
war im Speichel bel allen Analyten, bis auf THC (0,1ug/ml) eine Konzentration 1ug/mi
vorhanden. In der nativen Speichelprobe kam es zu falsch hohen Testergebnissen durch
Matrixeffekte. Die FlUssig-Flissig-Extraktion zeigte sich zu stéranfallig und durch grol3e
Schwankungen innerhalb der der Testsubstanz zu unzuverldssig. Gerade Kokain reagierte
empfindlich auf dieses Verfahren. Die SPE zeigte mit labortechnisch blichen geringen
Schwankungen die beste Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die SPE stellte sich auch bei
anderen Autoren z.B. bel Hall und dos Santos Lucas [Hall 1998, dos Santos Lucas 2000] als

prézise und genaue Methode heraus.

A Ba Be K M 0] T To
Nativ 1634 1718 2268 3715 1624 15041 | 281 129
F-F 737 597 1027 321 633 1716 | 107 99
SPE 1019 791 1081 1230 1438 1864 | 138 131
Tab 4.3.-1.: Ubersicht iber die Ergebnisse bei Untersuchungen der Probe im nativen Zustand,
nach F-F (= Hussg-Flussigextraktion) und SPE (= Solid phase extraction);
A=Amphetamine, Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon, O=Opiate,
Tu =Cannabinoide Microgenics-Test, Tp=Cannabinoide Dade-Behring-Test
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3.5. Kalibration

Fur die Kalibration bei dem Nachwels im Urin mittels CEDIA und Bestdtigungsanalysen
wurde das im Labor Ubliche Procedere zugrundegelegt, was dem Standard der Gesellschaft
fur toxikologische und forensische Chemie (GTFCH) entspricht.

Zur Festlegung der unteren Nachweisgrenze (L OD) bei der Bestimmung der Speichelproben
mittels CEDIA bzw. EMIT wurden drogenfreie Proben (n=28) von 20 verschiedenen
Personen ausgewertet. Der LOD wurde mit dem Durchschnittswert der Leerwerte bel den
jeweiligen Analyten errechnet, zu dem die 3-fache Standardabweichung (3s) addiert wurde
[Dawson 2001]. Um ein relativ sicheres Ergebnis zu erreichen, sollte der Cut-off so angesetzt,
dass er ein Vidfaches des Durchschnittswertes betrug und zugleich Gber dem maximalen
Wert liegt. Alle Anayte bis auf die Benzodiazepine erflllten diese Kriterien. Der
Cannabinoid Microgenic-Test (Ty ) wurde spéter nicht eingesetzt, und wurde daher nicht
weliter berlicksichtigt.

A Ba Be K M @) Tw To

Durchschnitt 100,7 | 8,0 34,7 51 216 | 119 7,3 0
Maximum 268 19 97 17 69 23 27 0
Minimum 0 0 16 0 0 0 0 0
LOD 409 25 126 21 106 36 8 0
Cut-off* 700 60 70 35 140 65 25 17

Tab. 4.4.-1: Durchschnitt der Leerwerte, Maxima und Minima der Nachweisgrenzen, LOC
und Cut-off der einzelnen Analyte; A=Amphetamine, Ba=Barbiturate, Be=Benzodiazepine,
K=Kokain, M=Methadon, O=0Opiate, T\, =Cannabinoide Microgenics-Test, Tp=Cannabinoide
Dade-Behring-Test; *anhand der ROC-Kurven bestimmt

Der Cut-off Wert wurde nach der Auswertung der ROC-Kurve (receiver operating
characteristic curve) bestimmt, bei dem Spezifitdt und Sensitivitét bei verschiedenen Cut-offs
gegenubergestellt und graphisch dargestellt wird. Die gesamte Kurve zeichnet die Leistung
dieses Tests ab. Die x-Achse beschreibt die Spezifitét mit den falsch positiven Ergebnissen
und die y-Achse die Sengitivitdt mit den richtig positiven Ergebnissen. Die Kurve oberhalb
der Diagonalen von der linken unteren Ecke zur rechten oberen Ecke zeigt ein Uberzufdliges

Ergebnis an. Das diskriminative Ergebnis wird um so besser, je weiter sich die Kurve bzw.
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einzelne Punkte in der linken oberen Ecke ansiedeln. Die Flache unterhalb der Kurve (AUC)
wird als Mal? der Leistung herangezogen und sollte grof3er 0,9 im Bezug auf die Gesamtflache
sein [Zweig 1987, 1993]. Allerdings ist fur uns nur der Anteil der Kurve ausschlaggebend, in
der der ausgewdhlte Cut-off liegt. Wichtiges Kriterium war bei der Auswahl des Cut-off-
Wertes die Sengtivitét, da es bei dieser Testmethode primé& um das Aufsplren eines
vermutlichen Missbrauch von Drogen geht. Es handelt sich somit um en ,aggressves’
Testverfahren, nicht um ein ,konservatives* Testverfahren, bei dem die Spezifitédt mehr
Gewichtung bekommt (ROC-Kurven siehe Anhang Abb. 8.2).

ROC - Speichel
100 .
M >140
80
=) ¢ Be>70
S OPp 65 .
; 60
S T >17.
2 40835
[<H)
N
20
O T T T T
0 20 40 60 80 100
1-Specifity x 100

Abb. 4.4.1.. Ausgewdhite Cut-offs der Analyte aus den jeweiligen ROC-Kurven und deren
Lokalisation; A=Amphetamine, Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain,
M=Methadon, O=Opiate, T=Cannabinoide

Zusétzlich zu den 28 drogenfreien Proben wurden 5 weitere (2 von Mitarbeitern und 3 von
Probanden) getestet, bei denen bis auf ein falsch positives Ergebnis bel Methadon und zwei
fasch negativen THC-Ergebnissen die Speichelproben mit den Uriproben tbereinstimmten.
Sowohl der Microgenics- und der Dade-Behring-Test fiihrten zu falsch negativen Ergebnissen
von THC zweier Probanden.

Ausgenommen der THC-Tests gab es weder bel der Verwendung von Speichel mit oder ohne
Watte noch bei der Verwendung von PBS mit oder ohne Watte signifikante Unterschiede in
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den Testergebnissen der Vorversuche. Die THC-Test neigten gerade bel dem Testdurchlauf,
bei dem der Speichel direkt analysiert wurde, zu grof3en Schwankungen innerhalb der
Messergebnisse. Eine Rauschunterdrickung mit einem Puffer, wie er in handelsiiblichen
Testrohrchen fur Speichelproben (Intercept TM-Dréger oral specime collection device) zu
finden ist, fihrte zu keinem nennenswerten verandertem Ergebnis (n=10) bel den Leerwerten.
Eine Wiederfindung war bei alen Testdurchlaufen gegeben.

Testsubstanz | Korrelationsfaktor r* | Korrelationsfaktor r?
Speichel PBS

Watte Ohne Watte Ohne

Watte Watte

to tag to tag to tag to tag
A 0,95|0,79|0,98|0,94|0,99|0,97| 0,99 | 0,99
Ba 1 1 1 1 1 1 1 1
Be 0,96|091|0,95|0,97|0,99|0,99|0,98| 0,99
K 0,96|091(095(0,94|0,93|089|0,95]|0,93
M 0,96 0,94 (0,92 (0,90 0,97 |0,95| 0,95 | 0,95
o] 0,88 0,76 (0,87 |0,84|0,89|0,77| 0,85 0,83
T 099099056056 |065/087| 1 |0,99
To 0,91|0,87|057|0,60|099|099|0,98| 0,99

Tab. 4.3.-1: Korrelationsfaktoren der einzelnen Analyte bezliglich der zugesetzen Menge der
Testsubstanz und der Ergebnisse; A=Amphetamine, Ba=Barbiturate, Be=Benzodiazepine,
K=Kokain, M=Methadon, O=Opiate, Ty, =Cannabinoide Microgenics, T, = Cannabinoide
Dade-Behring; t,= Messung nach Entnahme, t;;= Messung nach 3 Tage Lagerung
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Korrelationsfaktor r?

A | Ba| Be| K M O | Tu | Tp
Sp/t 096|091 1 [099| 1 |09 | 1 |0,99
PBS/t 1 1098| 1 |09 1 [097| 1 |0,99
SP/PBS 0,09 | 0,17 | 0,07 | 0,06 | 0,06 | 0,09 | 0,07 | 0,19

SP/SPW 097|094 | 1 1 1099|092 0,26 0,73

PBS/PBSW 1 /099 1 1 1 ]098|0,73|0,97

Tab. 4.3.-2: Korrelationsfaktoren der einzelnen Analyte beziiglich der zeitliche Stabilitét (Sp/t

und PBS/t), der gesamten Ergebnisse mit oder ohne Watte bei Speichel und PBS (SP/SPW

und PBS/PBSW) und der Matrices untereinander (Speiched und PBS - SP/PBYS);

A=Amphetamine, Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon, O=Opiate,

T =Cannabinoide Microgenics, T, = Cannabinoide Dade-Behring

Wie zu erwarten gab es zwischen Speichel und PBS nur eine geringe Korrelation, da im
Gegensatz zu PBS Speichel Storeffekte in der Matrix hat, die bel der Messung zum Tragen
kommen.

Bei dem Dade-Behring Cannabinoid-Test kam es im Gegensatz zu dem Microgenics
Cannabinoid-Test zu wesentlich geringeren Grundrauschen und Schwankungen innerhalb der
Testergebnisse und damit zu einer hoheren Selektivitdt. Auch bei der Betrachtung der
Korrelationsfaktoren bel den Analyten und den verschiedenen Kritierien zeigte sich der Dade-
Behring Cannabinoid-Test gegentiber dem Microgenics Cannabinoid-Test stabiler. Dieser
Test wurde daher spéter bevorzugt. Bel beiden Cannabinoid-Tests mit Speichel kam es zu
einer Abnahme der Korrelation zwischen Speichel direkt und nach der Zentrifugation aus der
Sdlivette. Das spricht dafir, dass ein Tell der Substanzen in der Salivette verbleibt und damit

nicht nachgewiesen werden kann.

53



3.6. Nachweisgrenzen

3.6.1.

3.6.2.

Urinteststdbchen

Analyt Cut-off ng/mL
Amphetamine 1000
Barbiturate 200
Benzodiazepine 200
Kokain 300
Methadon 300
Heroin 300

Cannabinoide 50

der Firma DRG
Speichelproben
Analyt LOD Cut-off ng/mL
Amphetamine 409 700
Barbiturate 25 60
Benzodiazepine 126 70
Kokain 21 35
Opiate 106 140
Heroin 36 65
Cannabinoide 0 17




3.6.3. Urinproben mittels CEDIA

Analyt Cut-off ng/mL
Amphetamine 500
Barbiturate 200
Benzodiazepine 100
Kokain 300
Methadon 300
Heroin 300
Cannabinoide* 20

Firma Microgenics, * bzw. Immunoassay EMIT |1+ Cannabinoide der Firma Dade Behring
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5. Diskussion

5.1. Drogennachweisverfahren

5.1.1. Drogenschnelltests mittels Urinteststreifen

Urinteststabchen werden in vielen medizinischen Bereichen eingesetzt um ein schnelles
Testergebnis zu erhaten. Zudem handelt es sich um ein sehr kostenguinstiges Verfahren.
Meist liegt das Testergebnis in wenigen Minuten vor Ort vor. Bei dem Verfahren handelt es
sich heutzutage um eine relativ sichere Methode. Verglichen mit anderen Testmethoden
besitzt diese Methode meist eine geringer Spezifitdt und Sensitivitét. Ebenso verhdt es bei
den Urinstdbchen, die bel Drogenscreening eingesetzt werden. Es ist eine gangige Methode,
die aus Zeit- und Kostengriinden in vielen Praxen eingesetzt wird.

Dies wird in dem Ergebnis dieser Studie noch einmal unterstrichen. Gerade bel Kokain zeigte
diese Methode ihre Schwéche. Bel Zweifeln oder bel positiven Ergebnissen sollte auf jeden
Fal ene zuverléassgere Testmethode wie der apperativen Immunoassay oder die GC/MS
herangezogen werden.

Beziglich der Handhabung ist diese Methode recht gut anwendbar. Durch die Vielzahl
verschiedener Hersteller und Produkte kann man sich fir seine Anforderungen das passende
heraussuchen. Es gibt Kombi-Packungen, bei denen mehrere Analyte gleichzeitig getestet
werden konnen oder aber auch einzelne Teststreifen fur die jeweilige Analyte. In der Praxisin
der die Studie lief wurden hauptsachlich Einzelteststreifen verwandt, da oftmals nur gezielt
nach speziellen Analyten, wie Opiate, Kokain und Benzodiazepinen untersucht wurde.

Die Durchfuihrung des Testes ist einfach. Bel der Durchfiihrung missen die Teststreifen bis zu
einer Markierung in den Urin eingetaucht werden. Ist zu vied oder zu wenig
Untersuchungsmaterial vorhanden, wird diese Durchfiihrung ein wenig aufwendiger, da der
Urin umgefillt werden muss oder die Urinteststabchen, wahrend des Zeitraumes in dem sich
das Vlies voll saugen, gehalten werden missen. Da es sich jedoch nur um einen sehr kurzen
Zeitraum handelt ist das durchaus vertretbar. Wird das Urinteststabchen zu tief, also Uber die
Markierung heraus eingetaucht, wird es unbrauchbar, da die Kapillarwirkung des Vlies
dadurch auf3er Kraft gesetzt wird und das gesamte Nachweisverfahren kann nicht mehr
ablaufen.

Beim Ablesen der Ergebnisse kann es gerade bei schwach postiven Ergebnissen zu
Schwierigkeiten kommen, da das Markierungsfeld sich nur schwach anfarbt. Bei einem
solchen Fall muss das Ergebnis im Labor gegengeprtft werden. Prinzipiell sollten aber nur
Teststdbchen verwandt werden, die enen hohen qudlitativen Standard haben. Die
Haltbarkeitsdauer und die Lagerungsvorschriften missen strikt eingehalten werden. Auch gibt
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es Unterschiede in der Qualitét der Teststadbchen ausgehend von verschiedenen Herstellern.
Einige Produkte schnitten in der europawelt breit angelegten Studie Uber On-site-Tests
ROSITA schlecht ab [Verstraete 2000]. Bei der Auswahl der Teststreifen ist daher auf eine
hohe Quadlitat zu achten. Nur bei Einhaltung dieser Kriterien kann von einer Zuverlassigkeit
dieser Methode ausgegangen werden.

Wie bel anderen Testmethoden im Urin ist die haufige Manipulation der Probe durch die

Patienten als Schwéche zu nennen.

Im Allgemeinen kann aber gesagt werden, dass diese Testmethode unter der Berticksichtigung
ihrer Schwéachen gut eingesetzt werden kann.

5.1.2. Immunoassay

Generell gesagt zeichnen sich immunchemische Verfahren heutzutage durch eine hohe
Sengitivitat aus. Jedoch treten bei diesen sogenannten Gruppentest Kreuzreaktivitéten [ Schiitz
1999] auf. Je groRer die Kreuzreaktivitdt desto geringer die Spezifitét und die Konfidenz.
Einerseits sind diese Kreuzreaktivitdten gewtnscht, um ein breiteres Spektrum &hnlicher
Substanzen abzudecken und damit die Senstivitét fir diese Stoffgruppe zu erhdhen,
andererseits fuhrt das zu eine geringeren Spezifitdt und damit zum Auftreten falsch positiver
Ergebnisse. Gerade bel den Benzodiazepinen und Amphetaminen gibt es eine Vielzahl von
Einzelverbindungen die erfasst werden sollen, was die Kreuzreaktivitéat erhoht.

Ein wichtiger Parameter bei der Bewertung der Testergebnisse ist der ,, Cut-off-Wert“. Dieser
Cut-off-Wert stellt die Entscheidungsgrenze Uber ein positives und negatives Testergebnis
dar. Der Cut-off-Wert ist eine definierte Zahlengroi3e, die entweder mit einer Einheit versehen
oder aber auch dimensionslos bestehen kann. Bei Uberschreiten dieses Wertes wird der Test
as positiv bewertet. Die Auswahl dieser Grenze spielt fir die Aussagekraft des Testes eine
grofRe Rolle. Ist der Wert zu niedrig angesetzt erhoht sich zwar die Sensitivitét, gleichzeitig
kommt es aber zu einer Abnahme der Konfidenz. st der Wert zu hoch, erniedrigt sich die
Sengitivitédt. Der Cut-off-Wert liegt meist weit Uber der unteren Nachweisgrenze, um die
Anzahl der falsch Positiven gering zu haten, da sie zu juristischen oder therapeutischen
Fehlentscheidungen fihren kdnnen. Jedoch aber liegt er noch in dem Bereich, in dem ene
relativ sichere Aussage Uber missbrauchliche Einnahme von Drogen gemacht werden kann,
ohne dass ein zu grof3es diagnostisches Fenster entsteht und ein Drogeneinnahme nicht

festgestellt wird. Eine verlassiche Aussage kann nur mit einer Bestdtigungsuntersuchung
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mittels GC/MS getroffen werden, gerade well auch durch Kreuzreaktivitét ein falsch positives
Ergebnis auftreten kann, oder wie z.B. bel dem sogenannten ,poppy-seed-problem” en
Opiatnachweis stattgefunden hat, ohne das ein Opiat konsumiert wurde. Hierbei kann es nach
Verzehr von mohnsamenhaltigen Nahrungsmitteln (z.B. Mohnstrudel, Mohnbrotchen)
kurzfristig zu einem postiven Opiatnachweis kommen [Struempler 1987, ElSohly et a.
1990]. Da poditive Testergebnisse meist Folgen fir die Testperson nach sich zieht, wird ein
moderater Cut-off-Wert angesetzt, um die Spezifitét zu erhdhen und die Anzahl der falsch
positiven Ergebnisse zu verringern. Die Cut-off-Wert werden von den Herstellern der
Testverfahren meist an die Empfehlung der Nationa Institute on Drug Abuse (NIDA, USA)

angelehnt und richten sich nach den Interessen der Anwender.

5.1.2.1. Speichd

Speichel stellt als Testmedium ein sehr gutes in-vivo- Modéell fir die Permeation von Drogen
durch biologische Membrane. Speichel spiegelt bel vielen Substanzen hierbei sogar eine
bessere Konzentration/Wirkungs-Korrelation wieder, as die des Blutes, da um eine Wirkung
im Organismus zu erzielen auch die Membrane der Effektorzellen permeiert werden muss
[Haeckel 1989, 1996]. Aufgrund der physikalisch-chemischen Eigenschaften der Drogen und
deren Metabolite gelangen aber nicht ale von ihnen im gleichen Mal3e in den Speichel. Es
gelangen vor alem die freien, aktiven Substanzen und nicht deren Metabolite in den Speichel.
Das hat zu Folge, das das zeitliche diagnostische Fenster kleiner ist, da diese primaren
Substanzen oftmals schnell metaboliseren und somit nur kurz im Plasma in dieser Form
existieren. Anders ist es mit den Metaboliten, deren Halbwertszeiten langer sind als die der
Ausgangssubstanz. Sie sind langer im Plasma nachweisbar, durchdringen aufgrund ihrer
chemischen Eigenschaften aber meist schlechter die Plasma/Speichel- Barriere [Haeckel
1996, Kidwell 1998].

All diese Eigenschaften machen dieses Medium gerade fir den juristischen und forensischen
Bereich interessant. Bei der Road Onsite Testing Assesment — ROSITA wurden verschiedene
Methoden untersucht. Dabel zeigte sich, mit Ausnahme der Benzodiazepine, eine relativ gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse von Speichel (GC/MS) und Blut (GC/MS). Die Ergebnisse
im Speichel von immunchemischen Verfahren und der GC/MS zeigten jedoch deutliche
Schwankungen innerhalb der Testeigenschaften. Bel dem Vergleich von Speichel mit Urin als

Matrix divergierten tellweise die Ergebnisse zum Teil aufgrund der unterschiedlichen
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Eigenschaften der Matrices [Verstragte 2000]. Die Schwierigkeit mit Speichel als Matrix ist
die geringe Konzentration und die relativ kurze Nachweisbarkeit der Drogen. Durch die
stetige Neuproduktion des Speichels kommt es zu keinem Anreicherungseffekt in der
Mundflissigkeit. Eine Aufkonzentration wie im Urin fehlt.

In diese Studie kann man zusammenfassen:

Beziiglich der Sengitivitét lag der Wert der einzelnen Analyte bei dem Nachweis im Speichel
tendenziell etwa 20%, bis auf die Cannaboide mit ca. 30%, unter dem des Nachweis durch
Urinteststreifen.  Bezlglich der Spezfitdt und Genauigkeit bei den Amphetaminen,
Barbituraten, Kokain, Methadon und Opiaten kam es bei beiden Testverfahren zu einem guten
bis sehr guten Testergebnis. Es traten bel diesen Analyten keine relevanten Unterschiede
zwischen den beiden Testmethoden auf. Bel den Benzodiazepinen liegt der Prozentsatz der
Genauigkeit des Speicheltests um 38%, bet THC um 29 % niedriger as bel der
Nachweismethode mit den Urinstix.

Die Spezifitat der Speicheltests gegentiber der Urinstix bei den Benzodiazepinen und den
Cannabinoiden war deutlichgeringer. Bel den Benzodiazepinen betrug die Differenz 46%
und bei den Cannabinoiden 35%. Die Cut-off-Werte beider Substanzen sind bewusst sehr
niedrig angesetzt, da primér die Senstivitét der Methode im Vordergrund stand. Der Nachtell
dieses niedrigen Cut-off-Wertes ist, dass durch Matrixeffekte im Speichel das
»,Grundrauschen* verstérkt wird und es zu falsch postiven Ergebnissen kommen kann.
Zusétzlich kdnnen gerade bei den Benzodiazepinen Kreuzreaktivitdten mit eine Rolle spielen.
Bei einer Studie von Hart konnte keine Korrelation von Nitrazepam-Werten in Speichel und
Serum finden [Hart 1987]. Ebenso fanden sich Instabilitdten von Nitrazepam und Clonazepam
bel der Lagerung in Raumtemperatur [Hart 1988]. Carbamazepin scheint jedoch eine gute
Ubereinstimmung der Nachweisbarkeit in Serum und Speichel zu haben [Miles 1991]. Dies
zeigt die Schwierigkeit gerade bei den Benzodiazepinen auf, da hier eine Vielzahl von
Substanzen erfasst werden miissen, die unterschiedliche pharmakokinetische Eigenschaften
besitzen. Bei den Cannabinoiden gibt es widersprichliche Aussagen bezlglich der
Anreicherung im Speichel. Die Immunoassays zeigen in der Regel nur eine geringe
Kreuzreaktivitdt zu THC, das im Speichel vorliegt. Hawks beschreibt, dass sich bei
Applikation von radioaktiv markiertes THC Uber die intraventse Route keine Evidenz in der
Speichelexkretion zeigt. Er geht von einer Anreicherung von THC in der Mundhohle durch
Inhalation aus, weniger als durch eine Exkretion Uber den Speichel [Hawks 1983]. Just
jedoch wies bel Tierversuchen an Affen (Hapae jacchus spezies) sehr wohl eine THC-
Exkretion nach [Just 1975]. Niebdala stellte eine hohe Ubereinstimmung der Plasma- und
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Speiche-THC-Werte fest. Er hdlt zudem eine Wiederaufnahme von THC von der
Mundflissigkeit in die stark perfundierte Mukosa fir madglich [Niedbala 2001]. Eine
maogliche Ursache, dass so viele falsch positive Ergebnisse in dieser Studie aufgetreten sind,
waére, dass es sich um enen frischen Cannabiskonsum handelt der, aufgrund der lag-time
noch nicht im Urin nachweisbar ware. In der Studie von Niebdala ist ersichtlich, dass es
gerade in den ersten 1-2 Stunden nur bis zu ca. % der im Speichel mit EIA und GC/MS
nachgewiesenen THC-positiven-Ergebnissen im Urin nachweisbar waren. In unserer Studie
wurden jedoch die positiven THC-Ergebnisse des Speicheltests mittels Immunoassay nicht
mit der GC/MS - Methode gegengeprift. Somit kann Uber die Verlésslichkeit keine Aussage
getroffen werden. Andere Moglichkeiten fir die falschen Ergebnisse, die in Betracht
kommen, sind eventuell die kurze Nachweisbarkeitsdauer von THC im Speiche in
Korrelation zum Urin und der niedrige Cut-off Wert sowie die niedrigen Konzentrationen von
THC im Speichel, der nur einen geringen Spielraum im Nachweis zulasst.

Bei der Betrachtung der ROC-Kurven von Benzodiazepinen und Cannabinoiden (siehe
Diskussion Abb. 5.1.2.1.1 und Anhang Abb. 8.2.), bel dem die optimalen Cut-off-Werte
herangezogen wurden und der Testeigenschaften (Sengitivitét, Spezifitét, Genauigkeit, PPV,
NPV) wird ersichtlich, dass diese beiden Substanzgruppen zur Testung mittels |mmunoassay
(CEDIA bzw. EMIT) nicht geeignet sind.
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Abb. 5.1.2.1.1: ROC bei dem ausgewahiten Cut-off von Benzodiazepinen (70) und
Cannabinoiden (17)

Die geringe Senditivitdt bei Kokain mit 40% und bei den Opiaten mit 68% lasst sich mit aler
Wahrscheinlichkeit auf die kurze Nachweisbarkeitsdauer der Analyte im Speichel
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zurtckfuhren. Beim Speiched kommt es im Gegensatz zum Urin nicht zu einer
Aufkonzentrierung und somit zu einer ausreichend hohen Menge des Analytes in dieser
Matrix. Im Urin kénnen durch Aufkonzentrierung auch noch geringere Mengen von
Substanzen detektiert werden. Bel Proben im Urin, bei den Kokain nur schwach positiv
nachweisbar war, waren die korrespondierenden Speichelproben falsch negativ. Bei
Betrachtung der anderen postiven Resultate wurde gleichzeitig Opiate mit 6-
Monoacetylmorphin nachgewiesen, was fur einen frischen Konsum von Heroin spricht.
Vermutlich wurde eine Kombination verschiedener Drogen konsumiert. Wenn man die in
dieser Studie gewonnen Daten mit der Studie von Schramm vergleicht [Schramm 1993],
unterstreich dies die gute Aussagefahigkeit tber einen nicht allzu lang herliegenden Konsum
von etwa einen Tag. Ahnlich verhdlt es sich bei den Opiaten. Alle Proben, bei denen 6-
Monoacetylmorphin im Urin festgestellt wurde, wurden auch in der Speichelprobe Opiate
nachgewiesen. Dies spricht fur eine sehr gute Sengtivitét bel frischen Konsum von Heroin.
Diese Ergebnisse decken sich auf mit denen der Studie von Samyn Uber on-site Tests mit
Drugwipe, einem immunchemische Verfahren, der bei Speichel und Schweil3 Anwendung
fand. Auch hier waren nur 2 von 5 Ergebnissen Opiat-positiv. Nur die beiden mit den
hochsten MAM Werten im Speichel waren mit der immunchemischen Methode nachweisbar
[Samyn 2000]. Uber die Wirkstoffspiegelbestimmungen von Codein im Speichel im bezug
auf die des Plasmas gibt es unterschiedliche Angaben. Einige Autoren geben an, dass im
Speichel hohere Konzentrationen von Codein auffindbar sind als im Plasma, die jedoch starke
interindividuelle Schwankungen aufweisen konnen [Oyler 1998, Sharp 1983]. Cone
berichtete hingegen von korrelierenden Speichel-Plasma-Konzentrationen [Cone 1990].
Kommt es zum Nachweis von Morphin und Codein kann dieses Ergebnis auch von einer
aleinigen Codeineinnahme herriihren, da Codein zu etwa 10% zu Morphin verstoffwechselt
wird. Anders ist das bei Dihydrocodein, bei dem Morphin nicht als Stoffwechselprodukt
anfdlt (siehe EinfUihrung, Tab.:1.3.5.1.). Wurde zusétzlich zu Morphin, Codein und
Dihydrocodein im Urin nachgewiesen (n=12) scheint sich tendenziell eine leichte
Abhangigkeit der richtig Positiven zur Konzentration [ng/mg Creatinin] des Urins zu zeigen.
Die geringe Anzahl der Ergebnisse bel den Morphin und Codein bzw. Dihydrocodein
nachgewiesen wurde zeigt zwar eine Tendenz, reicht aber nicht aus, um eine gesicherte
Abhangigkeit von der Substanzkonzentration darzulegen. Bei dem alleinigen Nachweis von
Morphin fiel der Nachwels von Opiaten im Speichel am schlechtesten aus. Hier tberwogen
deutlich die fasch negativen Ergebnisse. Eine fortschreitenden Proteinbindung, die den

Ubertritt in den Speichel verhindert, und eine Konzentrationsabnahme im Plasma konnte
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hierbei eine Erkldrung sein. Bei Heroin scheinen es eher die Einzelsubstanzen
ausschlaggebend zu sein. In dieser Studie zeigte sich eine gute Nachweisbarkeit von MAM,
unabhéngig von der Konzentration und eine konzentrationsabhangige Nachweisbarkeit von
Codein, bzw. Dihydrocodein. Die  Nachweisbarkeit von  Morphin  schien
konzentrationsunabhangig zu sein.

Aus den ROC-Kurven (siehe Abb. 5.1.2.1.2) kann abgeleitet werden, dass bei diesen Werten
keine optimale Testmethode vorliegt. Aber unter Berlicksichtigung der Abhéngigkeit der
kirzeren Nachweisbarkeitsdauer und der geringeren Substanzkonzentration und der damit
verbundenen geringeren Senditivitdt kann abgeleitet werden, dass sie as dternative
Testmethode durchaus einsetzbar ist, gerade wenn es sich um einen frischen Konsum handelt.
Dies wird durch die Testeigenschaften wie Spezifitét, Sengtivitdt, Genauigkeit, PPV und
NPV sowie mit der guten Korrelation zwischen Testmethode und Substanzkonzentration
(sehe Ergebnisse-Kalibration 4.4) unterstrichen. Beim Nachwels von Kokain scheint die
Konzentration im Vordergrund zu stehen. In einer Studie von Samyn zeigte sich eine gute
Nachweisbarkeit von Kokain mittels Immunoassay im Speichel. Bei den postiven
Ergebnissen handelte sich ausschlief3lich um hohe Messwerte [Samyn 2000]. Dieses Ergebnis
spiegelt sich in dieser Studie wieder.
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Abb.5.1.2.1.2.: ROC bei dem ausgewahiten Cut-off von Kokain (15) und Opiaten (45)

Da bel den Amphetaminen und Barbituraten keine positiven Ergebnisse in dieser Studie
auftraten, it eine Aussage nur bedingt maoglich. Betrachtet man NPV, Spezifitdt und

Genauigkeit hat man ausgehend von unseren Daten ein sehr gutes Ergebnis.
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Anhand von der ROSITA-Studie kann jedoch davon ausgegangen werden, dass diese
Methode mittels Immunoassay bei den Amphetaminen nur unbefriedigende Ergebnisse liefert.
Eine Testung des Speichels mittels GC/MS hat hingegen eine gute Ubereinstimmung mit den
im Blut festgesellten Werten, aufgezeigt. Ein Vergleich von den Ergebnissen von Speichel
GC/MS und Immunoassay zeigte jedoch nur eine ungeniigende Ubereingtimmung. Eine
Aussage, vor alem bel frischem Konsum, wére damit nur mit der GC/MS-Methode oder
einer adaguaten Methode wie LC/MS und nicht mittels Immunoassay mdglich und aufgrund
der langeren lag-time gleichzeitig der Bestimmung mittels Urin GC/MS Uberlegen [Verstraete
2000, Samyn 2002]. In einer zuvorigen Studie von Samyn schienen jedoch bei den
Amphetaminen die Ergebnisse im Speichel mittels Immunoassay denen der GC/MS zu
entsprechen [Samyn 2000]. Bei den Barbituraten scheint es eine gute Ubereinstimmung der
Blut- und Speichelwerten mittels GC/MS zu geben [Herkes 1990, Miles 1991]. Zu einer
differenzierten Betrachtung der Ubertragbarkeit auf Immunoassays lasst die geringe Anzahl

der dazu zur Verfligung stehenden Literatur nicht zu.

5.1.2.2. Urin

Die Ergebnisse der CEDIA-Analysen in den Urinproben scheinen bei alen Analyten sehr gut
zu sein. Die Beurtellung der Spezifitdt und der Aussagekraft der positiven Ergebnisse ist bei
den Barbituraten und den Amphetaminen nicht moglich gewesen, da keine positiven
Testergebnisse vorlagen. Jedoch kann davon ausgegangen werden, dass auch hier eine hohe
Aussagekraft der Ergebnisse vorliegt, da dieses Verfahren ein etabliertes Verfahren ist um in
einem ,Screening des ersten Zugriffes® zwischen negativen und postiven Falen zu
unterscheiden [Schitz 1999]. Bis auf ein fadsch Postives wurden ale postiven

Testergebnisse mit den Bestatigungsanalysen verifiziert.

5.1.3. Bestatigungsanalysen
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Die GC/MS-Methode wird bei der Drogenanalytik als Goldstandard betrachtet [ Hibschmann
1996, Pfleger 1992]. Es handelt sich hierbel um eine sehr spezifische und sensitive Methode
zum Drogennachweis, die weltweit im klinischen und forensischen Bereich eingesetzt wird.
In der Praxis wird die GC/MS-Methode im aul3erklinischen Bereich erst als
Bestétigungsprobe hergenommen, da die Durchfiihrung von immunchemischen Verfahren
schneller und kostenguinstiger ist. Durch die hohe Senstivitét immunchemischer Verfahren
snd, mit Ausnahme der Benzodiazepine [Schitz 1990, Schitz 1992], falsch negative
Ergebnisse relativ unwahrscheinlich, wobei es gelegentlich zu falsch positiven Ergebnissen
kommen kann (siehe 5.1.2. Immunoassays). Um die allgemein gangige Vorgehensweise des
Drogenscreenings in der taglichen Praxis im Substitutionsbereich zu reflektieren, wurden
auch bei dieser Studie ale positiven Ergebnisse der |mmunoassays mit der GC/MS-Methode
gegengepruft und validiert.

5.2. Kalibration

Die Festlegung des Cut-off-Wertes wird bestimmt von drogenpolitischen, juristischen und
therapeutischen Faktoren. Klassisches Beispiel hierfir ist der empfohlene Cut-off-Wert fir
Optiate von 2000ng/ml [Cone 1998], der zuvor bei 300ng/ml lag, bei einer Nachweisgrenze
von 100ng/ml [ Hallbach 1991]. Das Uberschreiten eines Cut-offs sollte in der Regel fur ein
relativ sicheren Nachweis der entsprechenden Droge sprechen. Nachweisgrenzen werden in
der Reged so festgelegt, dass zu dem durchschnittlichen Grundrausche deren 3-fache
Standardabweichung hinzugefiigt wird. Sie weisen bei zunehmenden Uberschreiten dieses
Wertes mit steigender Wahrscheinlichkeit ein positives Ergebnis an. Befindet sich der Wert
zwischen Nachweisgrenze und Cut-off-Wert, ist jedoch ebenfalls von einer Drogeneinnahme
auszugehen, jedoch steigt hier die Anzahl der falsch positiven Ergebnisse.

Die Nachweisgrenze (LOD = limit of detection) bei dieser Studie wurde errechnet, indem
zum Durchschnitt des ,,Grundrauschens® deren 3-fache Standardabweichung addiert wurde.
Da die Konzentrationen der Analyte im Speichel wesentlich geringer sind, kommt es zu
niedrigeren Messwerten und damit verbundenen niedrigen LOD und Cut-off-Werten. Die
Differenz zwischen LOD und Cut-off ist demzufolge geringer. Um einen Cut-off-Wert
festzulegen, bei dem ein relativ sicheres positives Ergebnis vorliegen soll, wurde der etwa
7fachen Wert des durchschnittlichen Grundrauschens als Cut-off angestrebt. Der Cut-off lag
aber auf jeden Fall Uber dem maximalen Wert des Grundrauschens. Bei der Festlegung des
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Cut-offs nach der ROC- Kurve bel den Benzodiazepinen war dies nicht moglich, da bei der
Auswertung eine Sengtivitdt unter 20% daraus resultieren wirde. Ohnehin ist diese
Testmethode bel den Benzodiazepinen aufgrund der schlechten Resultate nicht mdglich. Es
erdbrigt sich aso die Frage nach einem adaguaten Cut-off. Bei der Erniedrigung des Cut-offs
bei Kokain, Methadon und Opiaten wirde sich zwar eine Verbesserung der Senstivitat
erreichen, gleichzeitig wirde aber die Spezifitdt, die Konfidenz und gerade die Pradiktivitat
der postiven Ergebnisse unter Umstanden drastisch abnehmen (siehe Tab. 8.7. und Abb.
8.2).

Bis auf die Opiaten liefd sich bel den Vorversuchen eine gute Korrelation bezlglich der
Messwerte und der Konzentrationen nachweisen. Dies war auch unabhéngig zu der
Lagerungszeit von 3 Tagen bel Raumtemperatur, im Vergleich zu der Testung direkt aus dem
Speichel oder nach Zentrifugation aus der Salivette oder im Vergleich Speichel und PBS.
Tendenziell lie? sch eine geringe Abnahme der Korrelation beziglich der Lagerungszeit
feststellen. Die Instabilitdten von Nitrazepam und Clonazepam, die Hart festgestellt hatte,
kam in dieser Studie nicht zum Tragen [Hart 1988]. Gerade die Benzodiazepine zeigten auch
noch nach Lagerung eine gute Ubereinstimmung der Messwerten mit den urspriinglichen
Werten. Die Opiate schnitten bei der Ermittlung der Korrelation beziglich der Messwerte und
der Konzentrationen am schwéchsten ab. Bei der Betrachtung der linearen Darstellung (siehe
Anhang Abb. 8.3) sieht man, dass es zu einer guten Ubereinstimmung der Wert zu einer
bestimmten Konzentration kommt. Bei den Cannabinoiden kam es zu einer Abnahme der
Korrelation beziglich der Messwerte und der Konzentrationen im Vergleich zu der Testung
direkt aus dem Speichel oder nach Zentrifugation aus der Salivette. Dies spricht dafir, dass
ein Tell der Testsubstanzen in der Salivette verblelben und sich somit dem Nachweis
entziehen (siehe Tab. 8.8. und Abb. 8.3.).

Bel einem frischen Konsum von Heroin und Kokain sind diese Werte durchaus ausreichend
um die Substanzen nachzuweisen und haben somit ein relative gute Aussagekraft bezliglich
der postiven Ergebnisse. Bei Methadon konnte eventuell der Speichelnachweis eine
Kontrollmdglichkeit Uber die individuelle Dosierung darstellen, da Speichel einen guten
Hinwels auf die etwage aktuelle Serumkonzentration geben koénnte. Durch diese
semiquantitative Methode, konnte moglicherweise die individuelle Anpassung der
Dossmenge oder Doserungsform (Splittung) ene quantitativ  nachvollziehbare
labortechnische und nicht patientenabhangige, subjektive Grundlage haben. Dies bedarf aber

einer gesonderten Betrachtung.
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5.3. Probenentnahme

Da die Nachweisgrenzen von den einzelnen Substanzen sehr niedrig sind, handelt es sich bei
dem Drogenscreening im Speiche um en sehr sendtives Testverfahren. Jegliche
Kontamination ist daher zu vermeiden. Schon geringste Spuren wirden zu einem positiven
Ergebnis fuhren. Bel den Vorversuchen reichte der Fingerkontakt eines Mitarbeiters, der
zuvor Methadon zur Trinkvorbereitung enes Patienten im normaen Praxisbetrieb
vorbereitete aus, um ein positives Ergebnis hervorzurufen. Ein Fingerkontakt mit der Salivette
ist daher zu vermeiden. Die von uns verwandt Salivette stellte sich as ginstig heraus, da die
Polyesterrolle direkt vom Mund in das Versandrohrchen gegeben werden kann, das
gleichzeitig als Zentrifugengefal? dient. Somit wird die Moglichkeit einer Kontamination nach
dem Einspeicheln durch das Personal, durch den Probanden selbst und auch durch das
Personal im Labor stark minimiert. Auch wird Speichelkontakt als potentielles
Infektionsrisko fir das Personal vermieden. Nach Offnen des Versandgefdles kann die
Polyesterrolle direkt von dort in den Mund eingebracht werden. Auch hier wird Fingerkontakt
vermieden. Wird die standardiserte Anwendung lickenlos eingehalten, ist eine gute
Probenqualitét zu erwarten. Von den Probanden wurde die Salivette selbst und deren
Anwendung problemlos toleriert und eingehalten. Die durchschnittliche Speichelmenge pro
Probe von jeweils 2 Salivetten betrug 1,5ml. Die Spanne reichte von 0,1ml und 5 ml. Die
Speichelmenge, sofern sie ausreichend war (Volumen > 0,1ml), hat kein Einfluss auf das
Testergebnis genommen.

Die von uns verwandte Salivette der Firma Sarstedt sellte sich daher als sehr
anwenderfreundlich dar, bot einen guten Schutz vor Speichelkontakt fir die Untersucher und

Fremdkontamination der Probe.

5.4. Schlussbetrachtung

In dieser Studie wurden der Drogennachweis im Speichel mittels Immunoassay mit den
Nachwels im Urin mittels Urinteststdbchen und Immunoassay verglichen. In das
Drogenscreening wurden Amphetamine, Barbiturate, Benzodiazepine, Kokain, Methadon,
Opiate und Cannabinoide mit einbezogen. Positive Immunoassays im Urin wurden mittels
GC/MS, Dunnschichtgaschromatographie und HPLC gegengeprift und validiert. Bel alen
Anayten, bis auf die Cannabinoide, wurde das CEDIA-Verfahren eingesetzt. Bel den
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aCannabinoiden wurde das EMIT-Verfahren verwandt. Alle immunchemische und
chromatographische Verfahren wurden mit SPE vorbereitet. Die einzelnen Testmethoden
wurden bel allen Analyten auf ihre Testeigenschaften untersucht. Die einzelnen Daten wurden
separat erhoben, einzeln bewertet und dann gegeniibergestellt. Im Vordergrund dieser Studie
stand die Analyse der Speichelproben.

Die Daten wurden in einem Zeitraum von 3 Monaten in einer Substitutionspraxis im
norddeutschen Raum gesammelt. Sie umfasste 96 Speichelproben und 103 Urinproben von
insgesamt 31 freiwilligen Probanden. Bei den postiven Ergebnissen, bei  denen
Speichelproben vorlagen, wurde das Ergebnis bezliglich der Einzelsubstanzen und deren

Konzentrationen im Urin in Abhangigkeit des Creatininwertes genauer betrachtet.

In Vorversuchen zeigte sich, dass eine gute Korrelation zwischen Anaytkonzentration,
Lagerung bel Raumtemperatur und zwischen Messungen aus dem Speichel direkt oder nach
Zentrifugation aus der Salivette. Etwas schwécher im Vergleich zu den anderen Analyten
zeigten der lineare Verlauf von Konzentration und Messdaten bei den Opiaten, vor allem nach
Lagerung, und die Korrelation von den Messdaten von Speichel direkt und nach
Zentrifugation aus der Salivette bel dem Cannabinoid-Test nach dem EMIT-Verfahren, der in
der Studie zum Einsatz kam. Der Cut-off lag bei den Amphetaminen bei 700, bel den
Barbituraten bel 60, bei den Benzodiazepinen bel 70, bel Kokain bei 35, bei Methadon bei
140, bei den Opiaten bei 65 und bei den Cannabinoiden bei 17.

Unter Berticksichtigung einiger Faktoren kann prinzipiell das CEDIA-Verfahren im Speichel
bei Kokain, Methadon und Opiaten eingesetzt werden. Kokain besald eine Senditivitdt von
40%, Spezifitdt von 100% und Genauigkeit von 97%, Opiate besal3en eine Sensitivitdt von
68%, Spezifitét von 97% und Genauigkeit von 87% und Methadon besal3 eine Sensitivitét von
96%, Spezifitdt von 91% und Genauigkeit von 96%. Die geringere Senstivitét bel Opiaten
und Kokain im Speichel ist hauptséchlich auf den kirzeren Zeitraum der Nachweisbarkeit
zUruckzufUhren. Bei den Opiaten zeigte Sich zusatzlich eine Abhangigkeit der
Nachweisbarkeit im Bezug auf die einzelnen Metabolite. Am besten lieR sch MAM
nachweisen. Codein, bzw. Dihydrocodein zeigten tendenziell eine
Konzentrationsabhangigkeit beim Nachwels. Am schlechtesten waren die Ergebnisse, bei
denen ausschliefdlich  Morphin  vorlag. Auch bei Kokain zeigte dch eine
Konzentrationsabhangigkeit. Bei den Amphetaminen und den Barbituraten konnte aufgrund

fehlender positiven Ergebnisse nur bedingt eine Aussage gemacht werden. Bel den
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Amphetaminen und den Barbituraten betrug die Spezifitét 100% und die Genauigkeit
100%. Unter der Betrachtung von anderen Studien sind Nachweisverfahren im Speichel von
Amphetamin nur bedingt einsetzbar. Das GC/MS-Verfahren scheint anderen Matrices
Uberlegen zu sein. Laut den Ergebnissen von Verstragte kann bel alen Testverfahren fur
Amphetamine von einer befriedigenden bis guten Sendtivitdt ausgegangen werden
[Verstraete 2000]. Bel dem Nachweis von Barbituraten konnte in der Literatur nur Hinweise
auf einen Nachweis mittels chromatographischer, nicht aber immunchemischer Verfahren
gefunden werden. Auch hier missten mehr Daten gesammelt werden, um eine gesicherte
Aussage treffen zu konnen. Laut Miles findet sich eine gute Ubereinstimmung von Serum und
Speichel mittels FPIA der Barbiturate. Er hdlt diese Methode fir das therapeutische
Monitoring geeignet [Miles 1991]. Aufgrund der schlechten Ergebnisse scheint der Nachwels
von Benzodiazepinen und gerade von Cannabinoiden im Speichel nicht mdglich zu sein.
Bei den Benzodiazepinen lag die Sengtivitét bel 67%, die Spezifitdt be 47% und die
Genauigkeit bei 53%. Bei den Cannabinoiden lag die Sengtivitét bel 49%, die Spezifitét bei
54% und die Genauigkeit bei 51%. Die Ergebnisse lagen hier nur unwesentlich Uber einer
zufélligen Verteilung. Die pharmakokinetischen Eigenschaften dieser Substanzen, bzw. derer
Metabolite, scheinen fur dieses Ergebnis verantwortlich zu sein.

Vergleicht man Speicheltests mittels Immunoassay mit Urinteststabchen, findet man eine
Ubereinstimmung der Messdaten bei Opiaten, Kokain und Methadon. Die Sensitivitét der
Speicheltests liegt nur bei den Opiaten etwas niedriger. Bel al diesen Substanzen kann
dternativ. auf das Nachweisverfahren im Speichel zurlickgegriffen werden. Unter
Bertcksichtigung der fehlenden postiven Ergebnisse bel den Amphetaminen und
Barbituraten sind auch hier die Daten vergleichbar. In der Literatur gibt es einige Hinweise
auf eine gute Nachweismethode beider Substanzgruppen im Speichel. Uber die
Zuverlassigkeit immunchemischer Verfahren, gibt es noch nicht ausreichend Daten, um eine
gesicherte Aussage darlber zu treffen. Ausgehend davon, dass das CEDIA-Verfahren bei
Amphetaminen und Barbituraten eine gute Aussagekraft auch bel postiven Ergebnissen
besitzt, konnte dies eine aternative Testmethode zu den Urinteststabchen zu sein.
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6. Zusammenfassung

Die Substanzen Amphetamine, Barbiturate, Benzodiazepine, Kokain, Methadon, Opiate und
Cannabinoide wurden mittels Urinteststdbchen und mittels Immunoassay in Speichel und
Urin getestet. Die positiven Ergebnisse, die im Urin mittels Immunoassay festgestellt wurden,
wurden mittels GC/MS, HPLC oder Dunnschichtgaschromatographie gegengeprift und
validiert. Diese Werte dienten als Referenzwerte fUr die gesamte Untersuchung. Spéter
wurden die unterschiedlichen Testmethode, im speziellen die der Urinteststdbchen und der
Speichelproben mittels Immunoassay untereinander verglichen. Untersucht wurde, in wie
weit die Speichelproben mittels Immunoassay im Vergleich zu den anderen Methoden im
Urin eingesetzt werden kann. Es wurden insgesamt 103 Proben an 31 Probanden
durchgefihrt.

Laut den Ergebnissen dieser Studie haben Immunoassays verfahrensbedingte Schwéachen und
konnen daher nicht als alternatives Testverfahren im Drogenscreening hergenommen werden.
Kokain, Methadon und Opiaten im Speichel mittels Immunoassay koénnten eventuell zum
Drogenscreening unterstitzend herangezogen werden, um bei Verdacht einer Manipulation
der Urinprobe, bzw. bel einer Verweigerung der Urinabgabe auf eine andere Methode
ausweichen zu kdnnen. Bel dem Nachwels von Opiaten und Kokain muss jedoch die kiirzere
Nachweisbarkeitsdauer berlicksichtigt werden. Kokain besal3 eine Senstivitét von 40%,
Spezifitét von 100% und Genauigkeit von 97%. Die Ergebnisse bei den Opiaten zeigten einen
sehr zuverlassigen Nachweis von 6-MAM, der bei frischen Heroinkonsum als erster Metabolit
kurzfristig anféllt. Codein und Dihydrocodein zeigen eine bessere Tendenz in der
Nachwelisbarkeit als Morphin as alleinige Substanz. Opiate besal3en eine Sensitivitdt von
68%, Spezifitét von 97% und Genauigkeit von 87% und Methadon besal3 eine Sensitivitét von
96%, Spezifitdt von 91% und Genauigkeit von 96%. Bel ausreichender Speichelmenge kann
zudem ein Drogenscreening mittels GC/MS durchgefihrt werden, was bel den oben
genannten Substanzen gut durchfihrbar ist. Bel den Benzodiazepinen und den
Cannabinoiden sind Testverfahren mit Urin als Matrix dem Immunoassay mit Speichel als
Matrix weit Uberlegen. In den Immunoassays mit Speichel as Matrix bei den
Benzodiazepinen lag die Sensitivitét bel 67%, die Spezifitéat bei 47% und die Genauigkeit bei
53%. Bel den Cannabinoiden lag die Sengitivitdt bel 49%, die Spezifitdt bel 54% und die
Genauigkeit bel 51%. Bei diesen belden Substanzklassen ist der Nachweis im Speichel mittels
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Immunoassays nicht moglich. Die Spezifitdt und die Genauigkeit bel Amphetaminen und
Barbituraten betrug 100%. In dieser Studie lagen bei beiden keine positiven Ergebnisse vor.
Daher kann bei diesen Substanzklassen Uber die Einsetzbarkeit keine zuverldssige Aussage

gemacht werden.

Die Ergebnisse dieses Testverfahren deuten darauf hin, dass diese Methode beim
Drogenscreening herangezogen werden kann. Weiterhin bleibt jedoch die Kombination von
immunchemischer Verfahren mit Bestdtigung der positiven Testergebnisse mittels GC/MS
oder &hnlichen Testverfahren im Urin die zuverladssigste und praktikabelste Methode der
Wahl. Die Erganzung mit einem Drogenscreening mittels Immunoassay im Speichel as
aternative Methode stellt einen zusdtzlichen Gewinn dar, um Licken oder Zweifel
auszurdumen. Allerdings sollte die Redibilitdt von Drogennachwels mittels |mmunoassay
zurickhalten bewertet werden. Im Verkehrs- und Arbeitsmedizinischen Bereich ist deren
Anwendung, wegen der geringen Beweiskraft und Zuverldssigkeit aufRerst kritisch zu
betrachten. Gesamt gesehen ist die Einsetzbarkeit von Immunoassays im Speichel sehr
begrenzt. Der Drogennachweis mittels GC/MS scheint hingegen gangbar zu sein, da bei
verschieden  Testdurchlaufen eine gute Ubereinstimmung der Substanzen im Blut und
Speichel nachweisen lief3en [ROSITA 1999-2001, Speckl 1999].
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8. Anhang

Referenz-
bereich
ng/mg Speichel-
Patient Metabolite TP | FN | Creatinin | MeRdaten
1 Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam, Flunitrazepam-
Metabolite X > 46 113
2 Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X SP 12
Diazepam, Flunitrazepam- Metabolite X ? 83
3 Oxazepam X SP 26
Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >36 89
Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X SP 46
4 Oxazepam, Nordiazepam X >198 170
Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X 853 38
Oxazepam, Nordiazepam X >145 50
5 Oxazepam, Nordiazepam X >33 59
6 Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >30 0
Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >18 35
Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >73 4
7 Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >94 103
8 Oxazepam, Nordiazepam X SP 98
Oxazepam X SP 75
Flunitrazepam- Metabolite X SP 108
9 Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam, Flunitrazepam- Metabolite X >28 102
Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam, Flunitrazepam-
Metabolite X 211 80
Oxazepam, Temazepam, Flunitrazepam- Metabolite X >77 70
Flunitrazepam- Metabolite X >26 106
Nitrazepam, Flunitrazepam- Metabolite X >39 45
10 Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X 543 121
11 Nitrazepam, Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam,
Flunitrazepam- Metabolite X >85 217
Nitrazepam, Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam,
Flunitrazepam- Metabolite X >68 194
Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam, Flunitrazepam-
Metabolite X >73 192
Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >118 295
Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >75 512
Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >94 229
Diazepam, Oxazepam, Temazepam, Nordiazepam X >42 228
Gesamt 20 | 10

Tab.8.1.: Vergleich der Ergebnisse der Speichelproben (n=30) zu den positiven Ergebnissen
der Referenzmethode (n=30) bel Benzodiazepinen und deren Metabolite; Messdaten und der
Creatininwerte der jewelligen Urinprobe wurde zum Vergleich angehéngt; Daten sind nach

Probanden geordnet und mit Querbalken abgetrennt; SP = Creatinin <2ng/mg; ? = kein

Creatininwert vorliegend

Referenzbereich

ng/mg Creatinin | TP | FN | ZWM

>100 1 0

>30-99 2 3

>20-29 1 6

>11-19 2 5

>7-10 6 7

>2-6 8 18
SP 0 2
? 0 1
Gesamt 20 | 42 5

Tab. 8.2.: Vergleich der Ergebnisse der Speichelproben (n=62) zu den positiven Ergebnissen
der Referenzmethode (n=67) bei Cannabinoide beztiglich Messdaten und der Creatininwerten,

ZWM = zu wenig Material; SP = Creatinin <2ng/mg; ? = kein Creatininwert vorliegend
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Referenzbereich
ng/mg Creatinin TP FN
schwach positiv 0 3
>29 1 0
? 1 0
Gesamt 2 3

Tab. 8.3.: Vergleich der positiven Ergebnisse mit den falsch Negativen der Speichelproben
(n=5) zu den positiven Ergebnissen der Referenzmethode (n=5) bei Kokain und deren
Metabolite bezliglich Messdaten und der Creatininwerten; ? = kein Creatininwert vorliegend

Referenzbereich
Patient Substanzen ng/mg Creatinin | TP FN |4WM
Morphin, Codein, 6-

1 Monoacteylmorphin >18-30 4 0
>31 4 0

2 Morphin, Codein >32-50 2 2
>51 5 2

3 Morphin, Dehydrocodein > 46 1 0
4 Morphin >43 1 7
? 1 2

Gesamt 18 13 2

Tab.8.4.: Vergleich der Ergebnisse Speichelproben (n=31) zu den positiven Ergebnissen der
Referenzmethode (n=33) bei Opiate und beztiglich der nachgewiesenen Metabolite und der
Messdaten und der Creatininwerten; ? = kein Creatininwert vorliegend; Daten sind nach
Probanden geordnet und mit Querbalken abgetrennt
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Speichel -EIA U-Stix
A Ba Be K M [¢] T A Ba Be K M [¢] T
GESAMT 108 108 108 108 108 108 108 GESAMT 108 108 108 108 108 108 108
n= 96 96 96 96 96 96 96 n= 103 103 103 103 103 103 103
FEHLT 5 5 5 5 5 5 5 FEHLT 5 5 5 5 5 5 5
z.w.M 7 7 7 7 7 7 7 zw.M 0 0 0 0 0 0 0
TP 0 0 20 2 82 23 30 TP 0 0 27 2 89 28 61
TN 96 96 31 77 10 59 19 TN 102 103 67 97 12 66 36
FP 0 0 37 14 1 6 16 FP 1 0 5 0 1 4 1
FN 0 0 10 3 3 8 31 FN 0 0 4 3 1 5 5
Sensitivity - - 67% 40% 96% 68% 49% Sensitivity - - 87% 40% 99% 85% 93%
Specifity 100% | 100% | 47% 100% 91% 97% 54% Specifity 99% 100% | 93% 100% 92% 94% 97%
PPV - - 36% 100% 99% 91% 65% PPV - - 84% 100% 99% 87% 98%
NPV 100% | 100% | 76% 97% 77% 86% 38% NPV 100% | 100% | 97% 99% 92% 93% 88%
Accuracy 100% | 100% | 53% 97% 96% 87% 51% Accuracy 99% 100% | 91% 97% 98% 91% 94%
Urin-EIA
A Ba Be K M [¢] T
GESAMT 108 108 108 108 108 108 108
n= 103 103 103 103 103 103 103
FEHLT 5 5 5 5 5 5 5
z.w.M 0 0 0 0 0 0 0
TP 0 0 30 5 91 33 67
TN 103 103 73 98 12 70 35
FP 0 0 0 0 0 0 1
FN 0 0 0 0 0 0 0
Sensitivity - - 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Specifity 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 97%
PPV - - 100% | 100% | 100% | 100% 99%
NPV 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Accuracy 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 99%
Sensitivity TPx100/TP+FN
Specifity TNx100/TN+FP
PPV TPx100/TP+FP
NPV TNx100/TN+FN
Accuracy TP+TN/Gesamt

Tab. 8.5.: Ubersicht der unterschiedlichen Ergebnisse; A=Amphetamine, Ba=Barbiturate,

Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon, O=Opiate, T=Cannabinoide; Speichel-EIA

Speichelprobe mittels EIA; U-Stix: Urinteststabchen; U-EIA: Urinproben mittels EIA; EIA =

Enzymimmunoassay; TP = true positive; TN = true negative; FP = false positive; FN = false
negative; PPV = positive predictive value, NPV = negative predictive value
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Patient Amphetamine Barbiturate Benzodiazepine Kokain Methadon Opiate Cannaboide
Volumen T TN FP FN T TN FPFN T TN FP FN T TN FP FN ™ TN FP FN T TN FP FN T TN FPFN
1 02 421 6 217 10 653 29 34
03 239 14 194 15 966 21 23
08 359 19 192 18 222 36 2
05 285 8 295 15 222 40 22
05 523 8 512 12 222 3 32
1 374 13 229 12 222 5 22
1 290 10 228 8 1493 9 16
2 02 117 8 7 10 411 21 17
08 153 9 56 7 246 30 0
08 77 28 a2 20 79 35 0
? 138 12 74 7 215 0 1
2 226 12 113 1 124 14 21
3 01 327 5 61 10 222 13 0
01 649 15 177 15 3379 54 27
02 338 10 115 (15) 1731 “u 25
2 360 1 127 12 1468 a4 19
4 1 254 9 110 14 222 24 27
04 136 8 75 1 222 16 0
04 479 12 162 13 502 23 34
08 61 7 34 10 222 13 0
02 488 14 178 12 222 34 30
15 [ 12 25 256 [ 9
5 038 395 1 153 14 445 38 33
01 572 15 170 18 438 59 a2
1 306 13 121 1 2622 24 27
6 09 79 7 5 8 649 231 0
15 241 () 6 106 7 509 1878 27
2 100 1 70 8 222 2440 ) 0
1 86 1 80 10 222 359 0
1 145 6 102 8 248 2264 12
7 3 0 3 24 4 0 0 0
1 [ 4 [ 9 68 [ [
8 3 [ 3 21 (10) (104) 18 0
9 3 252 12 144 20 74 36 26
10 05 115 5 62 6 222 (90) 0
02 123 4 60 6 228 71 0
08 %2 5 58 8 222 67 0
02 228 13 100 1 222 74 0
02 348 14 82 14 222 629 0
3 482 14 183 13 301 401 32
459 1 166 13 343 272 25
1 01 445 5 108 1 1112 30 34
02 207 10 75 14 437 0 16
1 194 12 98 16 222 51 15
05 550 13 194 9 1564 1 35
12 3 58 5 103 10 146 14 (0
13 3 40 7 37 1 326 15 0
103 10 a7 8 222 13 0
35 204 8 78 8 (2447) 0 15
12 9 50 12 326 [ 10
14 15 401 0 112 0 1100 12 28
2 o1 8 34 7 1497 25 [
15 1 131 6 (100) 6 320 14 22
05 159 14 116 13 2100 31 0
16 1 215 6 69 14 222 17 29
3 135 7 a7 12 222 18 25
1 184 9 36 8 2340 0 35
3 104 7 a2 8 190 0 28
2 244 8 61 19 1457 [ 21
17 05 153 3 a4 9 0 21 0
3 402 8 85 12 64 29 3
2 551 18 112 14 54 4 39
18 15 403 19 119 79 381 502 29
08 487 17 160 17 222 114 31
04 463 6 39 10 394 422 15
19 2 0 0 4 0 0 0 0
3 5 4 35 5 0 21 0
2 [ 25 [ [ [ [ o) 0o 0
20 4 38 11 43 12 222 21 0
21 07 103 10 (59) 11 1231 22 0
22 3 36 7 50 9 222 22 0
05 130 8 38 8 1394 602 26
2 435 14 170 1 1161 67 51
23 038 210 14 85 14 222 23 17
1 244 19 (140) 15 657 32 33
04 493 32 (193) 24 222 62 35
1 226 22 141 17 2722 % () 23
24 5 103 10 59 1 1231 22 0
4 62 4 (46) 9 222 28 0
3 135 10 89 O 7 474 20 0
4 [ 7 (26) 7 679 0 o) ©
25 3 211 10 83 1 222 (0 12
4 0 5 (22) 1 194 0 [ 0
04 463 16 149 13 836 396 28
26 3 340 10 a7 12 0 (59) 15
27 07 256 10 113 12 272 1539 19
28 2 368 6 23 8 747 150 (0
3 289 8 35 8 222 86 [
25 382 4 82 8 222 33 15
3 365 15 73 9 2610 31 0
2 581 13 33 13 1735 (24) 0
2 85 [ 28 [ 1049 89 ©
29 3 % 50 20 (12) 566 46 21 )
1 263 15 %2 13 1347 30 24
2 658 14 148 66 73 72 24
30 1 548 13 147 15 222 37 a7
Mittleres
Volumen
, TP TN __FP__FN TP TN _FP__FN TP__TN__FP__FN TP__TN_FP__FN TP TN__FP FN TP TN __FP___FN TN _FP__FN
Anzahl 9% 9% 20 31 35 10 2 91 0 3 82 10 1 3 21 63 2 10 30 19 16 31
LoD 700 140 65 1

Tab. 8.6: Ubersicht

der Messwerte der einzelnen Analyte

von den Speichelproben geordnet

und abgehoben nach einzelnen Probanden; () = falsch positive oder negative Ergebnisse
mittels Urinteststabchen
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Benzodiazepine THC
Cut-off Sens Spez Accu PPV NPV Cut-off Sens Spez | Accu PPV NPV
40 80 9 31 28 50 10 61 43 54 65 39
45 80 15 35 30 62 15 54 43 50 62 35
50 73 20 36 29 62 16 49 49 49 62 35
55 70 33 45 32 71 17 49 54 51 65 38
60 67 39 48 33 72 18 46 54 49 64 37
65 67 45 52 36 75 19 44 54 48 63 36
70 67 47 53 36 76 20 44 57 49 64 37
75 60 48 52 35 73 21 44 57 49 64 37
80 57 51 53 35 72 22 39 57 46 62 35
85 50 54 53 33 71 23 39 60 47 63 6
100 43 59 54 32 70 24 38 66 438 66 38
110 30 62 52 26 66 25 34 69 47 66 38
120 27 73 58 31 69 30 21 83 44 68 38
150 23 82 64 37 70 40 13 100 | 45 100 | 40
Kokain Opiate
Cut-off Sens Spez Accu PPV NPV Cut-off Sens Spez | Accu PPV NPV
10 100 | 40 43 8 100 15 94 38 56 42 93
12 100 59 61 12 100 25 84 61 69 51 89
15 60 85 83 18 97 30 84 69 74 57 90
35 40 100 97 100 97 35 77 78 78 63 88
45 74 91 85 79 88
50 71 92 85 81 87
55 71 95 87 88 87
60 68 97 87 91 86
65 68 97 87 91 86
70 61 97 85 90 84
75 52 97 82 89 81
100 48 100 | 83 100 | 80
M ethadon
Cut-off Sens Spez Accu PPV NPV
70 100 75 97 97 100
75 100 83 98 98 100
100 99 83 97 98 91
120 98 83 96 98 83
140 96 91 96 99 77

Tab. 8.7.: Ubersicht (iber die Testeigenschaften zu den unterschiedlichen Cut-off-Werten der
unterschiedlichen Analyten im Immunoassy / Speichel; der ausgewahlte Cut-off ist fett
hervorgehoben
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Matrix mit A Ba Be K M O Twu To
Konzentration
desjeweiligen
Anylatesin
[pg/ml]
SP 10 ?7? |20414 | ?77? 7 7 1284 7? 125
*SP 10 ??7? 7899 ??7? ?7?? ?7?? 1262 ?7?7? 138
SPW 10 ?? 10112 | ?77? 7 7 1389 7? 131
*SPW 10 ?7?7? 6704 ?7?7? ?7?? ?7?? 1111 ?7?7? 132
SP1 833 796 939 996 1177 630 7? 124
*SpP 1 1108 809 831 1061 1309 671 ?7?7? 129
SPW 1 1089 679 908 934 915 649 59 55
*SPW 1 1768 867 846 1229 1038 740 75 65
SPO0,1 247 65 217 121 156 96 29 0
*SP 0,1 296 66 225 117 157 108 27 0
SPW 0,17? 404 61 259 116 157 102 32 0
*SPW 0,1 571 64 324 136 148 112 33 0
PBS 10 ?77? | 15068 | ?7?7? 7 7 1322 7? 139
*PBS 10 ??7? 5839 ??7? ?7?? ?7?? 1175 ?7?7? 156
PBSW 10 ?7? | 16769 | ?77? 7 7 1434 36 30
*PBSW 10 ?7?7? 8138 ??7? ?7?? ?7?? 1111 37 38
PBS1 622 742 769 1017 971 697 134 31
*PBS 1 667 794 631 1120 1018 645 21 23
PBSW 1 782 800 615 1113 783 657 12 0
*PBSW 1 989 913 631 1336 988 726 0 0
PBSO0,1 19 53 160 120 132 101 0 0
*PBS 0,1 22 51 147 119 123 107 0 0
PBSW 0,1 321 67 205 129 130 106 24 0
*PBSW 0,1 361 67 213 144 136 114 12 0
SPO 97 9 44 5 22 12 7 0
SPW 0 120 16 130 8 66 19 29 0
PBSO 193 7 61 5 0 30 0 0
PBSW 0 156 16 71 6 60 0 7 0

Tab. 8.8.: Ergebnisse der Vorversuche, Kalibration und der Leerwerte; A=Amphetamine,
Ba=Barhiturate, Be=Benzodiazepine, K=Kokain, M=Methadon, O=Opiate, T=Cannaboide,;
?7? = aul3erhalb des Messhereiches, SP = Speichel, SPW = Speichel auf Watte, PBSW = PBS
auf Watte, * P = Speichel 3 Tage spéter, * SPW = Speichel auf Watte3 Tage spéter, *PBSW =

PBS auf Watte3 Tage spéater mit Lagerung bei Raumtemperatur
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Abb. 8.2.: ROC- Kurven fur Benzodiazepine (n= 10), Kokain (n=4), Methadon (n=5), Opiate

(n=12), THC (n=14); n= Anzahl
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Abb. 8.3.: Darstellung der Konzentrationen der Analyte in Korrelation zu den Messdaten;
THC M = THC Microgenics-Test, THC D = THC-Dade-Behring-Test; Konzentration in pl;
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