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Boric acid causing false-negative ethyl glucuronide immunoassay
screenings is not detected by common sample checks —

Indication for revised sample checking or enhanced visual control
of urine voiding?

Reinhild Beyreif3, Stefanie Schrofel, Karsten Stemmerich, Torsten Arndt

Bioscientia Institut fiir Medizinische Diagnostik GmbH,
Konrad-Adenauer-Stralle 17, D-55218 Ingelheim, Germany; torsten.arndt@bioscientia.de

Aims: Boric acid is a bulk chemical that can be introduced into urine by (household-)chemi-
cals, food, pharmaceuticals, homeopathics, boric acid containing urine containers originally
intended for microbiological investigations, and by manipulative urine spiking. Boric acid is
known to cause false-negative results for the DRI EIA Ethyl Glucuronide (EtG) assay. We
have been interested whether common urine manipulation checks detect unphysiological boric
acid (borate) urine contents. Methods: Ten native spot urine samples were transferred to
Urin-Monovette 10 mL Borsdure tubes (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) and analysed by DRI
EIA Ethyl Glucuronide and CEDIA Sample Check assays (both by ThermoFisher Scientific
Microgenics, Passau, Germany) with an AU680 analyzer (Beckman-Coulter, Krefeld,
Germany), urine manipulation test stick UrineCheck 7 (nal von minden, Moers, Germany)
and urine manipulation test stick Urin Verfdlschungstest (Diagnostik Nord, Schwerin,
Germany). Confirmatory EtG analysis was done by a DIN17025-accredited LC-MS/MS on a
QTRAP 5500 (Sciex, Darmstadt, Germany). Results and Discussion: Two out of the 10
urine samples were tested false-negative for EtG with the immunoassay (<0.1 vs. 2.0 mg/L
and <0.1 vs. 4.4 mg/L, EIA vs. LC-MS/MS, cut-off 0.1 mg/L each) and 6 were tested positive
but with lower EtG results compared to LC-MS/MS. Immunoassay EtG values ranged from
<0.1 to 1200 mg/L, LC-MS/MS values from <0.1 to 2000 mg/L, being approx. up to 400-fold
higher for a specific urine (0.8 vs. 350 mg/L). Three test stick results indicated increased urine
density. Out of these, 2 showed an elevated creatinine by the Jaffe method, proofing a high
concentration of the urines. Only 1 urine was tested abnormal by the Sample Check Assay
and a different one by the oxidants test field of the Urin Verfdlschungstest (4 identical
readings by 4 toxicologists). Conclusion: High concentrations of boric acid, interfering with
the DRI EIA EtG assay and causing false-low or false-negative EtG screening results, are not
detected by common urine manipulation checks. Revised sample checking or use of mass
spectrometric EtG analysis methods seem to be indicated and visual control of urine voiding
is surely a prerequisite for preventing manipulative boric acid urine spiking.

1. Einleitung

Borsdure (H3;BO;, Molmasse 61,83 g/mol) ist eine schwache anorganische Saure, deren Welt-
jahresproduktion bei liber 2.000.000 Tonnen liegt [1]. Sie ist ein Zwischenprodukt zur Her-
stellung z. B. von Borosilikatglas, Porzellan und Emaille, wird in Spiil- und Desinfektions-
mitteln, Insektiziden und Fungiziden eingesetzt [1,2] und ist in Deutschland bei Pharmaka
obsolet, aber flir homdopathische Priaparate erlaubt, wenn deren Borgehalt die Grenzwerte fiir
Trinkwasser nicht iiberschreitet [3]. Borsdure ist als Konservierungsmittel E 284 fiir Lebens-
mittel zugelassen, allerdings beschrankt auf eine Verwendung bei Kaviar [4]. Borsdure wird
zu 85-100 % {iiber den Urin ausgeschieden. Mittlere physiologische Urinkonzentrationen
(berechnet als Borat) waren studienabhingig 2,2 bzw. 3,9 mg/L [2].
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Borsédure soll durch Komplexierung von fiir Bakterien wichtigen Vitaminen desinfizierend
wirken [5]. Dies wird bei Verwendung borsdurehaltiger Urinréhrchen zur Stabilisierung von
Urinproben fiir mikrobiologische Analysen genutzt [6]. Allerdings wird in einer aktuellen S3-
Leitlinie vor falsch-negativen Leukozytennachweisen durch eine gestorte Leukozytenesterase-
Reaktion und vor Fehlbefunden bei Urinkulturen gewarnt [7].

Die Verwendung von Borsdure-Réhrchen kann auch zur Stabilisierung von Urinproben fiir
die Analytik von Ethylglucuronid (EtG) beitragen [8]. Allerdings konnen der immunologische
Nachweis von EtG durch Borsdure beeintrachtigt und falsch-niedrige oder falsch-negative
Werte gemessen werden [9]. Durch diesen Effekt wird aus unserer Sicht Borsdure als ein
Manipulationsmittel, z. B. bei Abstinenzkontrollen, interessant.

Ziel der Arbeit war, zu priifen, ob weit verbreitete Urin-Verfdlschungstests eine unphysiolo-
gische Borsdurekonzentration in der Urinprobe erkennen und damit falsch-niedrige oder
falsch-negative immunologische EtG-Befunde vermeiden konnen.

2. Material und Methoden

Es wurden 10 native Spontanurinproben in Borsdure-Urinr6hrchen (Urin-Monovette 10 mL
Borsdure, Priaparierungskonzentration 15 mg Borsdure/mL; Sarstedt, Niimbrecht, Deutsch-
land) tiberfiihrt. Die Analysen fiir Ethylglucuronid (DRI EIA, Cut-off: 0,1 mg/L, analytischer
Messbereich (AMR): 0,1-2,0 mg/L) und Kreatinin (DRI, Jaffe, kinetisch) sowie der Sample
Check Assay (CEDIA), alle von ThermoFisher Scientific Microgenics (Passau, Deutschland),
wurden mit einem AU680 (Beckman-Coulter, Krefeld, Deutschland) durchgefiihrt. Die EtG-
Bestitigungsanalyse erfolgte mit einer nach den GTFCh-Richtlinien [10] validierten und
DIN17025-akkreditierten LC-MS/MS-Methode (Cut-off: 0,1 mg/L, AMR: 0,05-10,0 mg/L)
unter Verwendung einer QTRAP 5500 (Sciex, Darmstadt, Deutschland).

Die Urinteststreifen UrineCheck 7 (nal von minden, Moers, Deutschland; Testfelder Kreati-
nin, Nitrit, Glutaraldehyd, pH, Spezifische Dichte, Oxidantien, Pyridinium Chlorochromat)
und Urin Verfilschungstest (Diagnostik Nord, Schwerin, Deutschland; Testfelder Kreatinin,
Nitrit, Glutaraldehyd, pH, Spezifische Dichte, Oxidantien/Pyridinium Chlorochromat) wurden
den Herstellerangaben entsprechend verwendet und von 4 Toxikologen unabhingig vonein-
ander beurteilt. Tabelle 1 zeigt jeweils die Mehrheitsergebnisse dieser Auswertungen.

3. Ergebnisse

Die Urinprobe 10 (Tab. 1) war im Sample Check auffillig. Urin 8 wurde mit dem Teststreifen
Urin Verfdlschungstest positiv auf Oxidantien getestet. Fiir diese 2 Urine und Urinprobe 7
zeigte der Teststreifen UrineCheck 7 eine erhohte spezifische Dichte an (Tab. 1).

Tabelle 1 fasst die Analysenergebnisse zusammen. Die Messwerte flir EtG sind in der LC-
MS/MS-Bestitigungsanalyse bis zu einem Faktor von ca. 400 hoher als beim immunologi-
schen Verfahren (Tab. 1: Probe 9). Fiir zwei Urine (Proben 8 und 10) ist der Unterschied
zwischen dem immunologischen Messwert und dem Messwert der LC-MS/MS-Analyse mit
einem Faktor von 1,2 bzw. 1,7 relativ gering (280 mg/L vs. 330 mg/L bzw. 1200 mg/L vs.
2000 mg/L; EIA vs. LC-MS/MS). Diese EtG-Ergebnisse wurden allerdings fiir beide Urine
nach Urinverdiinnung erhoben, da der fiir den Immunoassay vom Hersteller vorgegebene und
der fiir die LC-MS/MS von uns festgelegte analytische Messbereich bei Analyse der unver-
diinnten Urine jeweils iiberschritten wurde. Durch diese Verdiinnung wird vermutlich der
storende FEinfluss der Borsdure auf den immunologischen Test reduziert, was zu einer
Annidherung an den durch Borsdure unbeeinflussten LC-MS/MS-Messwert fiihren sollte.
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4. Diskussion

Die Befundlage ldsst keinen Zusammenhang zwischen der Gegenwart hoher Borsduregehalte
in den 10 Urinproben und dem Ausgang der Manipulationstests erkennen.

Fiir 2 der 3 bzgl. spezifischer Dichte abnormal getesteten Urine wurde nasschemisch eine
signifikant erhohte Kreatininkonzentration bestimmt (Tab. 1: Proben 7 und 10). Diese gilt als
Mal fiir die Urinkonzentration [11], wobei hohe Kreatininkonzentrationen einen hoch-
konzentrierten (medizinische Umgangssprache ,,hochgestellten*) Urin mit entsprechend hoher
spezifischer Dichte anzeigen. Zumindest 2 der 3 positiven Testergebnisse zur spezifischen
Dichte finden damit ein unabhéngiges labordiagnostisches Korrelat.

Die Stérung des immunologischen EtG-Tests durch Borsdure ist fiir den Ausgang der toxiko-
logischen Untersuchung von 2 der 10 Proben besonders kritisch (Tab. 1: Proben 3 und 4). Fiir
diese beiden Proben wurden, bei negativen immunologischen EtG-Screeningergebnissen,
deutlich iiber dem Cut-off von 0,1 mg/L liegende EtG-Konzentrationen mit LC-MS/MS ge-
funden. Sie lagen bei 2,0 bzw. 4,4 mg/L (Tab. 1). Da ein negatives Screening nach allgemein
akzeptierter Vorgehensweise einen Analysengang beendet und nicht durch LC-MS/MS ge-
priift wird und da keines der Manipulations-Testsysteme die Proben 3 und 4 als auffillig
erkannte (Tab. 1), wéren hier 2 falsch-negative EtG-Befunde zu verzeichnen gewesen.

Anders verhilt sich die Situation fiir die Proben 5-10, fiir die das immunologische Screening
positiv ausfillt. Hier werden im Vergleich zur LC-MS/MS-Analyse deutlich niedrigere Ergeb-
nisse erhalten, die aber noch immer iiber dem Cut-off von 0,1 mg/L liegen und damit, als
positiv bewertet, eine LC-MS/MS-Analyse nach sich gezogen hitten (Tab. 1).

Tab. 1. Ethylglucuronid- und Manipulationstest-Ergebnisse fiir 10 Urinproben in Sarstedt Urin-Monovette-
10 mL Borsédure-Rohrchen. Cut-off EtG-EIA und EtG-LC-MS/MS jeweils 0,1 mg/L. Akzeptanzbereich Sample
Check 85-105 % [12], Referenzbereich Kreatinin Frauen 260-2170 mg/L, Méanner 390-2590 mg/L [11,13].

EtG EtG Kreatinin Sample Check  Verfilschungstest UrineCheck 7
Probe EIA LC-MS/MS  Jaffe, kinetisch nasschemisch Teststreifen Teststreifen
[mg/L] [mg/L] [mg/L] [%] normal/ abnormal normal/ abnormal
1 <0,1 <0,1 1143 92 normal normal
2 <0,1 <0,1 508 94 normal normal
3 <0,1 2,0 1547 89 normal normal
4 <0,1 4.4 1167 94 normal normal
5 1,2 14 870 93 normal normal
6 2,0 38 413 95 normal normal
abnormal
7 1,8 81 2909 90 normal (spez. Dichte)
abnormal abnormal
8 280 330 1316 85 (Oxidantien) (spez. Dichte)
9 0,8 350 1323 92 normal normal
10 1200 2000 5028 80 normal abnormal

(spez. Dichte)

Borsdure kann durch orale Aufnahme, Resorption iiber die Schleimhdute und transdermal bei
geschidigter Haut in den menschlichen Korper gelangen [1,2]. Unter physiologischen Bedin-
gungen und ,,normaler Umweltbelastung liegt die Ausscheidung im Urin im unteren einstel-
ligen mg/L-Bereich [2]. Fiir diese Konzentrationen wurde nach unserer Kenntnis bisher nicht
tiber Storungen enzymatischer Bestimmungen, z. B. im immunologischen EtG-Screening, be-
richtet. Diesbeziiglich sollten eher unphysiologisch hohe Borsdurekonzentrationen kritisch
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sein, wie sie z. B infolge einer vom Probenehmer irrtiimlichen und vom Labor nicht erkannten
Verwendung von Borsdure-Rohrchen (ca. 15 g Borsdure/L bei der von uns getesteten Urin-
Monovette 10 mL Borsdure) oder nach manipulativer Zugabe von Borsdure oder Boraten zum
Urin auftreten. Wihrend Borséure-Rohrchen prinzipiell an ihrem Aufdruck und/oder der von
normalen Urinréhrchen verschiedenen Deckelfarbe zu erkennen sein sollten, ist dies fiir eine
Zugabe von Borsdure zum Urin weder visuell anhand von Probenréhrchen und Proben-
beschaffenheit noch mit den hier untersuchten Manipulationstests moglich.

Losungsansétze fiir dieses (prd)analytische Problem wéren a) die konsequente Anwendung
massenspektrometrischer Analyseverfahren oder, wenn dieses aus wirtschaftlichen und/oder
organisatorischen Griinden nicht moglich ist, b) eine konsequente Sichtkontrolle bei der Urin-
abgabe, wie sie z. B. in [13] gefordert ist. Alternativ wére c¢) ein modifiziertes Sample Check
Prozedere mit einem Borsduretest anzustreben. Borsdure kann z. B. durch eine Farbreaktion
mit Curcumin nachgewiesen werden [2,14]. Ob diese Reaktion, auf der auch ein kommerziell
verfiigbarer Borsdure-Teststreifen basiert, fiir die Matrix Urin geeignet ist, wird derzeit gepriift.

Anmerkung: Im Rahmen der hier vorgestellten Studie wurde zudem getestet, ob Borsdure auf immunologische
Drogenscreenings einen stérenden Effekt zeigt. Fiir Amphetamine, Opiate, Kokain, Cannabis, EDDP und Benzo-
diazepine wurde dies mit dem CEDIA-Verfahren nicht beobachtet, gleiches gilt fiir den Kreatinin DRI-Test.

5. Schlussfolgerung

Hohe Borsdurekonzentrationen im Urin storen den DRI EIA EtG Assay und fiihren zu falsch-
niedrigen oder falsch-negativen EtG-Screening-Ergebnissen. Sie werden durch gebriuchliche
Urin-Manipulationstests nicht erkannt, bei Borsdurezugabe zur Urinverfialschung auch nicht
durch die optische Priifung von Probenréhrchen und Probenbeschaffenheit. Diesem Problem
konnte durch modifizierte Manipulationstests oder konsequente Anwendung massenspektro-
metrischer EtG-Analysenverfahren entsprochen werden. Die visuell kontrollierte Urinabgabe
bleibt derzeit ein unverzichtbares Element zur Vermeidung falsch-negativer immunologischer
EtG-Befunde, z. B. durch Borsdurezugabe zum Urin.
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