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Abstract � Ethylglucuronide (EtG) is a minor but direct metabolite of ethanol. Only about 0.02% of
the ingested ethanol is metabolized in the liver to produce EtG. In many cases EtG can be the only
sensitive and specific marker to indicate and monitor alcohol consumption.
EtG can be detected in body fluids, blood and urine for a long period of time after the complete
elimination of ethanol. EtG can be also detected in hair allowing retrospective investigation of chronic
alcohol abuse and post-mortem in many tissues. Sensitive and specific methods for the analysis of EtG
are now available either involving gas chromatography with mass spectrometry (GC/MS) or liquid
chromatography (LC/MS, LC/MS/MS). For screening EtG enzyme immunoassay is also available.
The usefulness of EtG detection has been repeatedly confirmed in situations where alcohol consump-
tion was tentatively assumed, but not confirmed. To ensure reliable tests one should pay attention to
the proper protection of sample material, including storage under low temperature and the addition
of preservatives, to avoid a decrease in the level of EtG. Estimation of EtG level in urine should be
related to creatinine level. The result of the immunochemicals test should finally be confirm by GC/MS
or LC/MS methods to rule out possible mistakes.
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Streszczenie � Etyloglukuronid (EtG) jest bezpo�rednim metabolitem alkoholu etylowego. Powstaje
w bardzo niewielkiej ilo�ci (ok. 0,02%) w w¹trobie. W wielu przypadkach mo¿e on byæ jedynym
czu³ym i dok³adnym markerem wskazuj¹cym na spo¿ycie alkoholu.
EtG oznacza siê w p³ynach ustrojowych, we krwi i w moczu nawet wówczas, gdy sam etanol jest ju¿
nieobecny. Materia³em do badañ mog¹ byæ równie¿ w³osy, w których mo¿emy prze�ledziæ historiê
nadu¿ywania alkoholu, oraz ró¿ne tkanki pobrane post-mortem. Do oznaczania EtG wykorzystuje
siê g³ównie chromatografiê gazow¹ sprzê¿on¹ ze spektrometri¹ mas (GC/MS) lub chromatografiê
cieczow¹ (LC/MS, LC/MS/MS). W analizie przesiewowej stosowane s¹ te¿ testy immunochemiczne.
Przydatno�æ oznaczania stê¿enia EtG zosta³a wielokrotnie potwierdzona w sytuacjach, gdy istnia³y
w¹tpliwo�ci, czy spo¿ywany by³ alkohol. Nale¿y zwróciæ uwagê na odpowiednie zabezpieczenie
materia³u do badañ, przechowywanie go w niskiej temperaturze, dodanie �rodków konserwuj¹cych,
aby nie dochodzi³o do obni¿enia stê¿enia EtG. Oznaczanie stê¿enia EtG w moczu powinno byæ
odniesione do stê¿enia kreatyniny. W celu wyeliminowania ewentualnych b³êdów, wyniki testów
immunochemicznych powinny byæ potwierdzone przez wyniki analiz przeprowadzonych metodami
GC/MS lub LC/MS.

S³owa kluczowe: etyloglukuronid, markery spo¿ycia alkoholu etylowego, monitorowanie spo¿ycia
alkoholu
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Wstêp

Alkohol jest jednym z najstarszych i najczê�ciej nadu¿ywanych �rodków uza-
le¿niaj¹cych, powoduj¹cych szereg dzia³añ ubocznych. Wed³ug raportu �wiatowej
Organizacji Zdrowia w grupie pañstw uprzemys³owionych alkohol to drugi w kolej-
no�ci, po tytoniu, czynnik ryzyka utraty zdrowia. Do najwa¿niejszych niekorzyst-
nych skutków nadu¿ywania alkoholu nale¿¹: udary mózgu, choroba niedokrwienna
serca, nadci�nienie, cukrzyca, rak w¹troby, rak jamy ustnej i gard³a, rak sutka,
prze³yku i inne nowotwory, marsko�æ w¹troby, padaczka, zatrucia i samookale-
czenia, a tak¿e wypadki drogowe, utoniêcia i zabójstwa (1).

W ramach profilaktyki dotycz¹cej problemów alkoholowych, wczesnego roz-
poznawania i leczenia osób uzale¿nionych wskazane jest monitorowanie spo¿ycia
alkoholu poprzez oznaczanie zarówno samego alkoholu, jak i jego metabolitów
oraz innych markerów �wiadcz¹cych o nadu¿ywaniu.

Alkohol etylowy przy ma³ych stê¿eniach we krwi podlega przede wszystkim
biotransformacji, z udzia³em dehydrogenazy alkoholowej, do aldehydu octowego.
Oko³o 6% dawki ulega utlenieniu przy udziale cytochromu P450 2E1, dawniej
okre�lanemu jako MEOS (Microsomal Ethanol Oxidizing System). Alkohol spo-
¿ywany w wiêkszych dawkach powoduje indukcjê cytochromu P450 i przyspie-
szenie metabolizmu etanolu. Nawet 50% dawki mo¿e byæ utleniane przez cyto-
chrom P450. Niewielkie ilo�ci alkoholu ulegaj¹ biotransformacji z udzia³em
katalazy. Powsta³y w wyniku utleniania aldehyd octowy podlega dalszej przemia-
nie do kwasu octowego pod wp³ywem dehydrogenazy aldehydowej. Kwas octowy
przy wspó³udziale koenzymu A podlega dalszym przemianom w cyklu kwasu cy-
trynowego z wytworzeniem dwutlenku wêgla i wody. Ten sposób biotransforma-
cji, czyli proces oksydacyjny dotyczy 90% zresorbowanego alkoholu etylowego.
Pozosta³y alkohol wydalany jest w postaci niezmienionej z wydychanym powie-
trzem (ok. 7%), przez nerki z moczem (2�3%) i przez skórê z potem (ok. 1%) (2).
Bardzo niewielka ilo�æ alkoholu ulega metabolizmowi nieoksydacyjnemu z wy-
tworzeniem metabolitów II fazy biotransformacji: etyloglukuronidu (EtG), siar-
czanu etylu (EtS), estrów etylowych kwasów t³uszczowych (FAEE) oraz fosfaty-
dyloetanolu (EtP). Obecno�æ zwi¹zków, które s¹ bezpo�rednimi metabolitami
etanolu jednoznacznie wskazuje na wcze�niejsz¹ konsumpcjê i dlatego uznaje siê
je za markery spo¿ycia alkoholu (3, 4).

Do wykrywania uzale¿nienia od alkoholu oraz w przewlek³ym alkoholizmie
dokonuje siê pomiarów aktywno�ci enzymów w¹trobowych gamma-glutamylo-
transferazy (GGT), amino transferazy alaninowej i asparginianowej (ALT i AST)
oraz �redniej objêto�ci krwinkowej (MCV). Zainteresowaniem ciesz¹ siê równie¿
biowska�niki takie jak: stê¿enie kwasu sjalowego (SA), transferyny z niedoborem
kwasu sjalowego (synonimy: transferyny desjalowanej, transferyny ubogowêglo-
wodanowej, ubogoglikozylowanej, CDT), $-heksozaminidazy, monoaminooksy-
dazy p³ytkowej i indeks kwas sjalowy/apolipoproteina J (5). Markery, które nie s¹
bezpo�rednimi metabolitami etanolu mog¹ byæ przydatne do oceny nadu¿ywania
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alkoholu, istnieje jednak wiele czynników maj¹cych wp³yw na warto�æ danego
wska�nika � choroby w¹troby i przewodów ¿ó³ciowych, oty³o�æ, wiek, p³eæ, po-
chodzenie etniczne i inne. Dodatkowe ograniczenia zastosowania po�rednich mar-
kerów w monitorowaniu abstynencji s¹ uwarunkowane ilo�ci¹ alkoholu i czasem
jego spo¿ywania, np. przynajmniej 5 drinków dziennie przez okres co najmniej
2 tygodni dla oznaczenia GGT lub CDT (6). Korzystne wydaje siê po³¹czenie
markerów nefrotoksyczno�ci ($-heksozaminidazy) i hepatotoksyczno�ci (GGT,
ALT, AST) w ocenie i monitoringu przewlek³ego alkoholizmu (7).

Markerem przydatnym w analizie post-mortem jest oznaczanie stosunku alko-
holu 2-(5-hydroksyindolilo-3) etylowego (5-HTLO) do kwasu (5-hydroksyindo-
lilo-3) octowego (HIAA), które powstaj¹ w wyniku biotransformacji serotoniny.
Stê¿enie 5-HTLO znacznie wzrasta po wypiciu alkoholu, a jego oznaczenie po-
zwala odró¿niæ alkohol wypity przed �mierci¹ od alkoholu endogennego utworzo-
nego po �mierci (8).

W doborze markera konsumpcji etanolu istotnym elementem jest czas, jaki
up³yn¹³ od momentu wypicia (rys. 1). Z powodu dosyæ szybkiego metabolizmu
alkoholu etylowego (szybko�æ eliminacji � 8 do 9 gramów czystego alkoholu
w ci¹gu godziny), oznaczanie etanolu daje mo¿liwo�æ wykrycia alkoholu we krwi
lub w moczu w czasie do 6�10 godzin, w zale¿no�ci od przyjêtej dawki.

Problem pojawia siê, gdy chcemy okre�liæ ilo�æ wypitego alkoholu w bardziej
odleg³ym czasie, np. kiedy osoba ucieknie z miejsca wypadku lub zostanie pope³nio-
ne jakie� wykroczenie, którego przyczyn¹ mo¿e byæ alkohol. Bardzo przydatne jest
wówczas okre�lenie poziomu EtG w moczu � mo¿na go wykryæ nawet do 4 dni po
wypiciu, a jego obecno�æ jednoznacznie potwierdzi wcze�niejsze spo¿ycie alkoholu.

Etyloglukuronid jest nielotnym, rozpuszczalnym w wodzie, stabilnym, bezpo-
�rednim metabolitem alkoholu etylowego, który mo¿e byæ oznaczany w ró¿nych
p³ynach ustrojowych, tkankach i we w³osach. Powstaje w wyniku reakcji sprzêga-
nia etanolu z aktywnym kwasem glukuronowym z udzia³em UDP � glukuronylo-
transferazy, przede wszystkim w w¹trobie (9).

U ludzi tylko ok. 0,02% alkoholu jest metabolizowane do etyloglukuronidu (10).
W moczu królików, gdzie EtG by³ wyizolowany po raz pierwszy w 1952 roku,
okre�lono metabolizm na poziomie 0,5�1,6% dawki etanolu (11).

Monitorowanie i diagnostyka EtG w moczu

Pomiar stê¿enia etyloglukuronidu w moczu umo¿liwia wiarygodn¹ ocenê spo-
¿ycia alkoholu w d³u¿szym okresie. Autorzy ró¿nie podaj¹ czas mo¿liwy do ozna-
czenia etyloglukuronidu w moczu, na ogó³ 4 dni od momentu ca³kowitej elimi-
nacji etanolu. U pacjentów, u których stê¿enie etanolu we krwi wynosi³o 1,83�,
EtG by³ wykrywalny do 80 godzin od momentu wypicia alkoholu (12). Kinetyka
wydalania ma zwi¹zek z ilo�ci¹ wypitego alkoholu. Przy dawce etanolu oko³o
0,1 g/kg masy cia³a EtG mo¿emy wykryæ tylko do 13�20 godzin (13), w przypad-
ku wypicia wiêkszych ilo�ci � do 4 dni (14).



192

Anna Ma³kowska, Miros³aw Szutowski

Rys. 1.
Czas wykrywania metabolitów etanolu we krwi, w moczu i we w³osach od momentu spo¿ycia alkoholu
Detection time of alcohol metabolites in blood, urine and hair after ethanol consumption

EtG etyloglukuronid � ethyl glucuronide
EtS siarczan etylu � ethyl sulfate
FAEE estry etylowe kwasów t³uszczowych � fatty acid ethyl esters
EtP fosfatydyloetanol � phosphatidylethanol

EtP obecny jest we krwi, gdy ilo�æ wypitego alkoholu >50 g dziennie przez okres kilku dni.
EtP can be detected in blood after consumption of ethanol >50 g per day for a few days.
Oznaczanie pozosta³ych metabolitów w moczu lub we krwi jest mo¿liwe po jednorazowym
spo¿yciu alkoholu. Detection of other metabolites is possible after single-use of ethanol.
Zawarto�æ FAEE we w³osach nie zale¿y od ilo�ci alkoholu.
FAEE in hair is not correlated with alcohol intake.
Zawarto�æ EtG we w³osach odzwierciedla ilo�æ wypitego etanolu.
EtG in hair is correlated with alcohol consumption.

krew blood

godziny hours

mocz urine

dni days
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Maksymalne stê¿enie EtG w moczu pojawia siê miêdzy 4 a 7 godzin¹ po spo-
¿yciu (15).

Bardzo wa¿ne jest, aby pomiar by³ odniesiony do poziomu kreatyniny, poniewa¿
wypicie dodatkowych szklanek wody powoduje rozcieñczenie moczu i w znacz-
nym stopniu wp³ywa na stê¿enie EtG. Mo¿na porównaæ stê¿enia EtG u ró¿nych
osób, przeliczaj¹c warto�æ stê¿enia EtG na �redni¹ warto�æ kreatyniny w moczu
100 mg/dl. Rozcieñczenie moczu poni¿ej 25 mg/dl kreatyniny czyni badan¹ prób-
kê nieprzydatn¹ do stwierdzenia abstynencji ze wzglêdu na mo¿liwy spadek stê-
¿eñ EtG poni¿ej granic detekcji (16).

Oznaczanie EtG odgrywa szczególn¹ rolê w monitorowaniu abstynencji, o czym
przekonali siê lekarze jednego ze szpitali psychiatrycznych. W przeprowadzonym
badaniu brali udzia³ pacjenci, którzy mieli ca³kowity zakaz spo¿ywania alkoholu
z powodu wykroczeñ pope³nionych pod jego wp³ywem. Pacjenci byli zwolnieni
do domów na przepustkê, a po powrocie zostali poddani badaniu moczu na obec-
no�æ EtG. Pomimo ¿e wszyscy deklarowali ca³kowit¹ abstynencjê, to 14 próbek
moczu na 146 zawiera³o EtG. Alkohol by³ obecny tylko w jednej próbce. W czter-
nastu przypadkach oceniono, ¿e konsumpcja wynosi³a 40�200 gramów etanolu na
12�60 godzin przed testem. W próbkach krwi EtP nie by³ obecny, a poziom CDT
nie przekracza³ warto�ci referencyjnych (14).

Monitorowanie poziomu EtG w moczu wykorzystano do oceny spo¿ycia alko-
holu przez uzale¿nionych lekarzy. W 100 przypadkach w ¿adnej z analizowanych
próbek moczu nie wykryto alkoholu, ale w 7 uzyskano pozytywny wynik EtG
(0,5�196 mg/l), co wskazywa³o na spo¿ycie alkoholu (17).

Pomiar poziomu etyloglukuronidu okaza³ siê równie¿ przydatny w ocenie pa-
cjentów ze zdiagnozowanym alkoholowym uszkodzeniem w¹troby, oczekuj¹cych
na transplantacjê w¹troby, którzy mieli zachowywaæ ca³kowit¹ abstynencjê. Pacjen-
ci brali udzia³ w programie odwykowym i byli pytani o spo¿ycie alkoholu, a dodat-
kowo kontrolowani testem na zawarto�æ alkoholu w wydychanym powietrzu. ¯aden
z 18 pacjentów nie przyznawa³ siê do spo¿ycia alkoholu i tylko w 1 na 127 testów
stwierdzono wynik pozytywny. Po przeprowadzeniu testu na zawarto�æ EtG w mo-
czu u dziewiêciu pacjentów stwierdzono pozytywny wynik (w 24 z 49 pobranych
próbek). Sze�ciu z osiemnastu pacjentów nie zgodzi³o siê na badanie moczu na
zawarto�æ EtG, mo¿na wiêc przypuszczaæ, ¿e do przerwania abstynencji docho-
dzi³o znacznie czê�ciej. Badanie pokaza³o ma³¹ przydatno�æ pomiarów alkoholu
w wydychanym powietrzu i du¿¹ przydatno�æ oznaczania EtG w moczu (18).

Obecno�æ bakterii, np. Eschericha coli, powoduj¹cych deglukuronidacjê mo¿e
wp³yn¹æ na obni¿enie EtG w moczu. W 68% próbek moczu zawieraj¹cych E.coli
poziom EtG obni¿a³ siê od pierwszego dnia, je�li mocz by³ przechowywany
w temperaturze 22°C. Mo¿emy unikn¹æ fa³szywie negatywnych wyników przez
przechowywanie próbek w lodówce w temperaturze 0�4°C lub przez dodawanie
�rodków konserwuj¹cych (19).

Przy interpretacji wyników nale¿y jednak braæ pod uwagê ró¿ne czynniki, takie
jak wiek, p³eæ, za¿ywanie marihuany, ilo�æ alkoholu wypit¹ w ostatnim miesi¹cu,
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choroby nerek. Na podstawie analiz badañ prowadzonych przez Wursta i wsp.
u mê¿czyzn z chorobami nerek wykazano ni¿szy poziom EtG. W przypadku za¿y-
wania marihuany obserwuje siê wy¿sze stê¿enie EtG, co jest spowodowane wy¿-
sz¹ konsumpcj¹ alkoholu w tej grupie osób. Wy¿sze poziomy EtG obserwowano
wraz ze wzrostem wieku, co mo¿e wynikaæ ze zmieniaj¹cej siê z wiekiem czyn-
no�ci nerek. Natomiast na stê¿enie EtG nie mia³a wp³ywu marsko�æ w¹troby (20).

Coraz dok³adniejsze techniki daj¹ mo¿liwo�æ oznaczania nawet niewielkich ilo�-
ci etyloglukuronidu, powstaj¹cego po spo¿yciu alkoholu w dawkach 1 do 2 gra-
mów, które mog¹ znajdowaæ siê w tzw. napojach bezalkoholowych, w preparatach
farmaceutycznych zawieraj¹cych alkohol, w po¿ywieniu z niewielk¹ ilo�ci¹ alko-
holu (np. ciastka, cukierki soki owocowe) (21).

Istniej¹ równie¿ prace mówi¹ce o wykryciu EtG w moczu osób, które u¿ywa³y
p³ynów do p³ukania gard³a zawieraj¹cych 12% alkoholu (22) lub stosowa³y p³y-
ny do dezynfekcji r¹k (60% etanolu) (23). Nale¿y to uwzglêdniæ przy interpre-
tacji wyników.

Monitorowanie i diagnostyka EtG w surowicy

Etyloglukuronid pojawia siê w surowicy z opó�nieniem o 45 minut w porów-
naniu do etanolu. Stê¿enie maksymalne osi¹ga po 3,5�5,5 godzinach po spo¿yciu
alkoholu (24). Ustalanie na podstawie stê¿enia EtG w moczu czasu, w jakim kon-
sumowano alkohol mo¿e budziæ w¹tpliwo�ci, poniewa¿ pije siê najczê�ciej wiele
porcji alkoholu, co wyd³u¿a po³owiczny czas eliminacji. W przypadku oznacza-
nia EtG w surowicy mo¿emy ten czas okre�liæ bardziej precyzyjnie. Poziom EtG
w surowicy wzrasta bardzo szybko przez pierwsze 4 godziny konsumpcji alko-
holu, nastêpnie osi¹ga poziom plateau podczas kontynuacji picia, potem zaczyna
spadaæ w przybli¿eniu do 8 godzin. Po 10 godzinach od eliminacji alkoholu
z krwi, tylko niewielka ilo�æ EtG jest wykrywalna w surowicy (15).

W 2002 roku Droenner i wsp. opisali model farmakokinetyki etyloglukuronidu
u ludzi. Za³o¿yli oni, ¿e tylko jeden uk³ad enzymatyczny, zlokalizowany w jed-
nym istotnym miejscu, jest odpowiedzialny za przekszta³canie etanolu do EtG, co
ma miejsce w rybosomach reticulum endoplazmatycznego w w¹trobie. Tworzenie
EtG bezpo�rednio zale¿y od ilo�ci etanolu w surowicy. Opó�nienie pojawienia siê
EtG w stosunku do etanolu wynika z dystrybucji EtG z rybosomów do kompart-
mentu centralnego i z faktu, ¿e eliminacja EtG zachodzi zgodnie z kinetyk¹ I-rzêdu.
Na podstawie opracowanego modelu oznaczenia poziomu EtG we krwi i po
uwzglêdnieniu parametrów kinetycznych, autorzy byli w stanie okre�liæ, czy spraw-
ca by³ pod wp³ywem alkoholu w momencie wypadku i czy te¿ poziom alkoholu
we krwi jest efektem jego spo¿ycia po wypadku, jak deklarowa³ (25).

W próbkach krwi przechowywanych w temperaturze 30/40oC bez �rodków
konserwuj¹cych poziom EtG by³ bardzo niestabilny. Uwa¿a siê, ¿e przyczyn¹ bra-
ku stabilno�ci s¹ zachodz¹ce procesy gnilne. Aby temu zapobiec mo¿na stosowaæ
fluorek potasu jako �rodek konserwuj¹cy (26).
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Monitorowanie i diagnostyka EtG we w³osach

Analiza zawarto�ci EtG we w³osach pozwala oceniæ konsumpcjê alkoholu
w d³u¿szym i bardziej odleg³ym czasie, w porównaniu z analiz¹ w moczu i w
surowicy. Pierwsze wzmianki dotycz¹ce obecno�ci EtG we w³osach pojawi³y siê
latach 90. (27, 28).

Skopp i wsp. opracowali metodê GC/MS oznaczania EtG we w³osach, z granic¹
oznaczalno�ci 5 ng/mg w³osów i granic¹ wykrywalno�ci na poziomie 2,2 ng/mg (29).

Alt i wsp. opublikowali wyniki oznaczeñ EtG w 31 próbkach w³osów. Jedna
czê�æ by³a pobrana po �mierci od osób z udokumentowan¹ histori¹ nadu¿ywania
alkoholu, druga � od alkoholików hospitalizowanych z zaburzeniami psychicz-
nymi, trzeci¹ czê�æ stanowi³y w³osy pochodz¹ce od osób, które deklarowa³y spo-
¿ycie alkoholu na poziomie 20 gramów dziennie, czwarta to grupa kontrolna (w³osy
pochodz¹ce od dzieci). W dwóch pierwszych grupach zawarto�æ EtG we w³osach
wynosi³a od 119 do 4025 pg/mg. Nie wykryto EtG u osób pij¹cych okazjonalnie
do 20 gramów alkoholu dziennie oraz w grupie kontrolnej we w³osach pocho-
dz¹cych od dzieci (30).

Zastosowanie kolumienek SPE na etapie oczyszczania ekstraktów pozwoli³o
uzyskaæ granicê detekcji stê¿enia EtG na poziomie 51 pg/mg w³osów przy stosun-
ku sygna³u do szumów 3:1, granica oznaczalno�ci wynosi³a 102 pg/mg (31). Ko-
lejne lata przynosz¹ poprawê granic wykrywalno�ci i oznaczalno�ci, 25 pg/mg
i 50 pg/mg przy zastosowaniu GC/MS, odpowiedniej ekstrakcji i upochodnienia.
Odzysk kszta³towa³ siê na poziomie 87�98% w zale¿no�ci od stê¿enia EtG (32).

W 2004 roku Yegles i wsp. opublikowali pracê o oznaczaniu EtG we w³osach
metod¹ GC/MS z granic¹ wykrywalno�ci i oznaczalno�ci 2 i 4 pg/mg (33).

W badaniu przeprowadzonym na 21 ochotnikach deklaruj¹cych dzienne spo-
¿ycie etanolu na poziomie od 2 do 60 gramów wykazano, ¿e stê¿enie etyloglu-
kuronidu we w³osach odzwierciedla ilo�æ wypitego alkoholu (34).

Kolejne badanie przeprowadzone przez Appenzellera i wsp. potwierdzi³o istnie-
nie korelacji pomiêdzy ilo�ci¹ spo¿ywanego alkoholu a zawarto�ci¹ EtG we w³o-
sach. Dodatkowo podzielili oni w³osy na segmenty i oceniali stê¿enia EtG przy
za³o¿eniu, ¿e w³osy rosn¹ z prêdko�ci¹ 1 cm na miesi¹c. Daje to mo¿liwo�æ prze-
�ledzenia historii konsumpcji alkoholu (35).

Monitorowanie zawarto�ci ró¿nych zwi¹zków we w³osach w sytuacji braku
w³osów na g³owie mo¿na przeprowadziæ we w³osach pobranych z innych partii
cia³a, nale¿y jednak zwróciæ uwagê na fakt, ¿e we w³osach ³onowych stê¿enie EtG
jest znacznie wy¿sze ni¿ we w³osach pobranych z g³owy (36).

Inkorporacja ró¿nych zwi¹zków do w³osów zale¿y czêsto od ilo�ci zawartej
w nich melaniny. Ma to szczególne znaczenie w przypadku zwi¹zków o charak-
terze zasadowym, które kumuluj¹ siê we w³osach zawieraj¹cych du¿o melaniny.
Zwi¹zki, które posiadaj¹ strukturê lipofiln¹ ³atwiej przenikaj¹ do w³osów. EtG ma
bardziej hydrofilow¹ strukturê i trudniej wbudowuje siê w strukturê w³osa. Kolor
w³osów nie ma wp³ywu na zawarto�æ EtG (37).
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Analiza post-mortem

Mo¿liwo�æ powstawania po �mierci endogennego alkoholu, w wyniku procesów
biodegradacyjnych, fermentacji z udzia³em bakterii beztlenowych w obecno�ci
glukozy, stwarza szereg problemów interpretacyjnych przy okre�laniu stê¿enia eta-
nolu w momencie zej�cia �miertelnego. Obok tworzenia alkoholu endogennego
we krwi, w przypadku niektórych procesów gnilnych obserwuje siê niekiedy zja-
wisko odwrotne � stopniowe zanikanie alkoholu etylowego powodowane obecno�-
ci¹ niektórych bakterii z rodzaju Acetobacter (2).

Nawet gdy ilo�æ powsta³ego alkoholu jest niewielka, prawid³owe rozpoznanie
jego pochodzenia mo¿e mieæ istotne znaczenie w ocenie przyczyn wypadków, ko-
lizji drogowych i innych zdarzeñ. Etyloglukuronid jest wówczas wiarygodnym
markerem i powinien byæ brany pod uwagê w sprawach s¹dowych jako dowód
potwierdzaj¹cy lub wykluczaj¹cy spo¿ycie alkoholu, poniewa¿ etyloglukuronid
nie powstaje po �mierci, nawet wtedy, gdy pojawia siê endogenny alkohol (38).
Najwy¿sze stê¿enie EtG wystêpuje w moczu, ale nie zawsze mamy pewno�æ, ¿e
w momencie pope³nienia wykroczenia dana osoba by³a pod wp³ywem alkoholu
z uwagi na d³ugi mo¿liwy czas obecno�ci metabolitu � do 5 dni. W przypadku
analizy post-mortem w celu udowodnienia konsumpcji etanolu przed zej�ciem
�miertelnym bardziej wiarygodnym materia³em bêdzie krew, mog¹ byæ równie¿
przydatne: szpik kostny pochodz¹cy z ¿eber, w¹troba (wysokie stê¿enie EtG), miê�-
nie i ¿ó³æ (39) lub w³osy (30).

Metody oznaczania EtG

Etyloglukuronid oznaczany jest za pomoc¹ ró¿nych metod chromatograficz-
nych z detekcj¹ spektrometrii mas, g³ównie GC/MS, LC/MS, LC/MS/MS (tab. 1).

W oznaczeniach przy u¿yciu chromatografu gazowego GC/MS, jak równie¿
LC/MS/MS granice wykrywalno�ci EtG w moczu i surowicy s¹ takie same
� 0,1 mg/L. Natomiast granice oznaczalno�ci wynosz¹ 0,03 mg/L dla GC/MS,
a 0,05 mg/L dla LC/MS/MS (40).

Przydatn¹ metod¹ w oznaczaniu etyloglukuronidu wed³ug Weinmanna i wsp.
jest zastosowanie tandemowego systemu MS/MS. Zastosowanie LC/MS/MS ma
wiele przewag nad GC/MS: krótszy czas analizy, nie ma konieczno�ci upochodnie-
nia (derywatyzacji), powstaje mniej zanieczyszczeñ, które mog¹ interferowaæ (21).

Poza wyborem techniki oznaczania du¿e znaczenie ma sam sposób przygotowa-
nia próbki, oczyszczenie, odbia³czanie z u¿yciem, np. kwasu solnego w przypadku
próbek moczu lub kwasu nadchlorowego dla surowicy. Zastosowanie ekstrakcji przy
u¿yciu kolumienek SPE pozwala na wykrywanie i oznaczanie EtG w moczu i suro-
wicy w niskich stê¿eniach (41). Podobnie zastosowanie ekstrakcji SPE w przypadku
izolacji EtG z w³osów pozwala oceniaæ stê¿enie na poziomie 2 pg/mg w³osów (34).

W analizie przesiewowej bardzo przydatne s¹ testy immunochemiczne. Do-
stêpne na rynku testy do oznaczania etyloglukuronidu w moczu ró¿ni¹ siê miêdzy
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GC/MS chromatografia gazowa sprzê¿ona ze spektrometri¹ mas � gas chromatography � mass spectrometry
LC/MS chromatografia cieczowa sprzê¿ona ze spektrometri¹ mas � liquid chromatography � mass spectrometry
BSTFA N,O-di (trimetylosililo)-trifluoroacetamid � N,O-bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide
MSTFA N-metylo-N-trimetylosililo-trifluoroacetamid � N-methyl-Ntrimethyl-silyltrifluoroacetamide
PFPA bezwodnik pentafluoropropionowy � pentafluoropropionic anhydride
PFPOH pentafluoropropanol � pentafluoropropanol
SPE ekstrakcja do fazy sta³ej � solid-phase extraction
LOD granica wykrywalno�ci � limit of detection
LOQ granica oznaczalno�ci � limit of quantitation

Tabela 1.
Metody oznaczania EtG
Methods for the detection of EtG

GC/MS
mocz urine
surowica blood

metanol pirydyna, BSTFA EtG-d5 0,1 mg/L = LOD 12

GC/MS mocz EtG-d5 0,03/0,1/mg/L 14

GC/MS mocz, surowica aminopropyl NH2-SPE pirydyna, BSTFA EtG-d5
168/560 ng/ml 41
37/173 ng/ml 41

GC/MS w³osy hair woda, sonikacja 3h MSTFA metyloglukuronid 2,2/5/ ng/mg 29

GC/MS w³osy woda, sonikacja 2h pirydyna, BSTFA EtG-d5 ok. 50 pg/mg 30

GC/MS w³osy woda, sonikacja 2h PFPA EtG-d5 25/50/pg/mg 32

GC/MS w³osy
woda, sonikacja 2h PFPA/PFPOH
aminopropyl NH2-SPE (100:70)

EtG-d5 2/4/pg/mg 33

LC/MS/MS mocz SPE (BondElut®SAX) � EtG-d5 0,04mg/L = LOD 16

LC/MS mocz � EtG-d5 0,1mg/L = LOQ 10

LC/MS/MS mocz 10% acetonitryl w wodzie � EtG-d5 0,1/0,3 mg/L 15

LC/MS/MS mocz, surowica próbka bez przygotowania � EtG-d5 0,1mg/L = LOD 12

LC/MS/MS w³osy
woda, sonikacja 3h,
aminopropyl NH2-SPE

� EtG-d5 51/102 pg/mg 31

Aparatura
Laboratory
equipment

Materia³
biologiczny

Matrix

Rodzaj ekstrakcji
Extraction

Upochodnienie
Derivatization

Standard
wewnêtrzny

Internal standard

Granica wykrywalno�ci
i oznaczalno�ci

LOD/LOQ

�ród³o
Reference
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sob¹ granic¹ detekcji od 100 ng/ml (Export Drug Testing z San Diego) do 1000 ng/ml
(Drug Testing Network). Koszt wykrywania EtG w moczu za pomoc¹ testu wy-
nosi oko³o 40$. W proponowanych przez producentów testach czêsto podaje siê,
¿e wynik testu �wiadczy o co najmniej 5-dniowej abstynencji, co nie zawsze jest
zgodne z prawd¹. W badaniu dotycz¹cym oznaczania EtG w moczu za pomoc¹
komercyjnie dostêpnych testów, u 19 przebadanych pacjentów, którym podawano
alkohol w ró¿nych dawkach, po 26 godzinach po spo¿yciu alkoholu uzyskano
ujemny wynik testu. Badanie wykaza³o ma³¹ efektywno�æ w przypadku oznacza-
nia niskich stê¿eñ EtG (42). Fa³szywie pozytywne wyniki w testach immuno-
chemicznych (Thermo Fisher Scientific Microgenics) pojawi³y siê u pacjentów
przyjmuj¹cych wodzian chloralu, którego metabolit � najprawdopodobniej gluku-
ronid trichloroetylu � dawa³ reakcjê krzy¿ow¹ z kompleksem obecnym w te�cie
immunochemicznym (43). Dlatego wynik testów immunochemicznych powinien
zostaæ potwierdzony metodami chromatograficznymi z detekcj¹ spektrometrii mas,
GC/MS lub LC/MS.

Wnioski. Etyloglukuronid jest bezpo�rednim metabolitem alkoholu etylowego.
Uwa¿a siê, ¿e jest czu³ym i wiarygodnym markerem. Przydatno�æ oznaczania stê¿e-
nia EtG w moczu zosta³a potwierdzona w wielu pracach. W sytuacjach, gdy osoby
deklaruj¹ ca³kowit¹ abstynencjê, a tradycyjne metody oznaczania etanolu zawo-
dz¹ lub s¹ niewystarczaj¹ce, obecno�æ EtG mo¿e mieæ znaczanie rozstrzygaj¹ce.
Dzieje siê tak, poniewa¿ etyloglukuronid pojawia siê w organizmie po oko³o go-
dzinie od spo¿ycia alkoholu i mo¿na go oznaczaæ w moczu do 4 dni.

Interpretacja ilo�ciowa poziomu EtG w moczu musi byæ odniesiona do poziomu
kreatyniny. Etyloglukuronid plasuje siê siê pomiêdzy krótko- (etanol, stosunek
HTOL/HIAA) a d³ugowykrywalnymi (CDT, GGT, MCV, EtP) markerami i z uwagi
na wysok¹ specyficzno�æ jest bardzo obiecuj¹cym markerem do oceny konsump-
cji alkoholu oraz kontrolowania abstynencji.

Pojawienie siê testów immunochemicznych pozwala w krótkim czasie potwier-
dziæ spo¿ycie alkoholu. Wyniki testów immunochemicznych wymagaj¹ potwierdze-
nia metodami GC/MS lub LC/MS w celu wyeliminowania ewentualnych b³êdów.

Oznaczanie EtG we w³osach ulega ci¹g³emu doskonaleniu. Oznaczanie tego
metabolitu w segmentach w³osów pozwala na odtworzenie historii konsumpcji eta-
nolu. Naczelnym zadaniem dla analityków jest obecnie okre�lenie minimalnego
poziomu konsumpcji etanolu, jaki mo¿e byæ wykryty na podstawie oznaczenia
EtG we w³osach oraz charakterystyka czynników maj¹cych istotny wp³yw na po-
wstawanie i odk³adanie siê EtG we w³osach.

Je�li chcemy okre�liæ czas, jaki up³yn¹³ od wypicia alkoholu, to dobrym mate-
ria³em bêdzie krew, dziêki opracowanej kinetyce EtG i etanolu.

Etyloglukuronid jest równie¿ dobrym markerem do oceny spo¿ycia alkoholu
w badaniach materia³u sekcyjnego. Powinien byæ brany pod uwagê w sprawach s¹-
dowych jako dowód potwierdzaj¹cy lub wykluczaj¹cy spo¿ycie alkoholu, poniewa¿
EtG nie powstaje po �mierci, nawet wówczas, gdy powstanie endogenny alkohol.
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