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EtanolEtanol

�� Etanol je obsaEtanol je obsažžen v alkoholických nen v alkoholických náápojpojíích: whisky, slivovice apod. ch: whisky, slivovice apod. 
obsahujobsahujíí 30 30 –– 60 %, v60 %, víína 6 na 6 –– 12 % a pivo 2 12 % a pivo 2 –– 5 % etanolu5 % etanolu

VV klinickklinickéé praxi se vyskytujpraxi se vyskytujíí::
�� Projevy chronickProjevy chronickéého zneuho zneužžíívváánníí (alkoholick(alkoholickéé llééččebny, psychiatrie) ebny, psychiatrie) 
�� AkutnAkutníí otravy zpotravy způůsobensobenéé zzáámměěrným nebo i nrným nebo i nááhodným pohodným požžititíím m 

velkvelkéého mnoho množžstvstvíí etanolu, etanolu, ččasto vasto v kombinaci skombinaci s popožžititíím rm růůzných lzných léékkůů
a droga drog

KlinickKlinickáá oddodděělenleníí potpotřřebujebujíí rychle rychle 
�� potvrdit potvrdit čči vyloui vylouččit otravu alkoholemit otravu alkoholem
�� zvolit odpovzvolit odpovíídajdajííccíí terapiiterapii

KK tomu nejtomu nejččastastěěji slouji sloužžíí enzymatickenzymatickéé stanovenstanoveníí etanoluetanolu



EtanolEtanol

�� Po poPo požžititíí se etanol rychle vstse etanol rychle vstřřebebáávváá jijižž vv žžaludku ( rychleji na aludku ( rychleji na lalaččnono) ) 
�� Rychle pronikRychle pronikáá prakticky vprakticky vššemi membremi membráánami vnami vččetnetněě placenty placenty 

�� PomPoměěrnrněě rychle se vrychle se v organismu metabolizuje: organismu metabolizuje: 
nejdnejdřřííve pve půůsobensobeníím alkohol m alkohol -- dehydrogendehydrogenáázyzy vznikne acetaldehydvznikne acetaldehyd
Etanol + NADEtanol + NAD++ <<--------�� Acetaldehyd + NADH + HAcetaldehyd + NADH + H++

Acetaldehyd se pAcetaldehyd se půůsobensobeníím aldehydm aldehyd--dehydrogendehydrogenáázyzy mměěnníí na acetylna acetyl--CoACoA
Acetaldehyd + NADAcetaldehyd + NAD++ <<--------�� AcetylAcetyl--CoACoA + NADH + H+ NADH + H++

KoneKoneččným produktem ným produktem metabolizacemetabolizace je kyselina octovje kyselina octováá (respektive CO(respektive CO22 a a 
voda)voda)

�� Rychlost eliminace etanolu zRychlost eliminace etanolu z organismu je u konkrorganismu je u konkréétntníího jedince prakticky ho jedince prakticky 
konstantnkonstantníí ( u mu( u mužůžů asi 100 mg etanolu na kg tasi 100 mg etanolu na kg těělesnlesnéé hmotnosti za hodinu, hmotnosti za hodinu, 
u u žžen jen asi 85 mg/kg/hod )en jen asi 85 mg/kg/hod )

�� MetabolizaceMetabolizace bývbýváá ukonukonččena  bena  běěhem 6 hem 6 –– 8 hodin8 hodin
�� Asi 5 % Asi 5 % popožžititéého etanolu se vyluho etanolu se vyluččuje zuje z organismu vorganismu v nezmetabolizovannezmetabolizovanéé

formforměě momoččíí, potem , potem apodapod..



EtanolEtanol

KlinickKlinickéé úúdaje:daje:

�� Etanol se vstEtanol se vstřřebebáávváá vv gastrointestingastrointestináálnlníímm traktu a traktu a 
dostdostáávváá se do krvese do krve

�� 0,60,6--0,8 0,8 ‰‰(g/l )  (g/l )  -- popoččíínajnajííccíí opilost opilost 
�� 11--2 2 ‰‰ opilost opilost 
�� PPřřes 2 es 2 ‰‰ ttěžěžkou intoxikaci kou intoxikaci 
�� SmrtelnSmrtelnáá ddáávka je 6vka je 6--8 g/kg t8 g/kg těělesnlesnéé hmotnosti ( tedy u hmotnosti ( tedy u 

dospdospěělléého asi 300ho asi 300--500 g etanolu) 500 g etanolu) 
�� PPřři chronicki chronickéém poum použžíívváánníí vznikajvznikajíí nemoci jaternnemoci jaterníí, , 

popošškozenkozeníí ledvin a nemoci nervovledvin a nemoci nervovéé
�� Etanol zvyEtanol zvyššuje citlivost organismu na otravy nuje citlivost organismu na otravy něěkterými kterými 

lláátkami (tkami (tetrachlormetantetrachlormetan, anilin, olovo, rtu, anilin, olovo, rtuťť));; interakce interakce 
ss řřadou ladou léékkůů



EtanolEtanol

KlinickKlinickéé úúdaje:daje:

�� KoncentraKoncentraččnníí ččasový profil vasový profil v krvi, dechu i slinkrvi, dechu i slináách je prakticky stejných je prakticky stejný
�� Pomocným kriteriem pPomocným kriteriem přři stanoveni stanoveníí etanolu je srovnetanolu je srovnáánníí namnaměřěřenenéé

osmolalityosmolality ssééra a vypora a vypoččtentenéé osmolalityosmolality (2x Na + (2x Na + glukozaglukoza + urea) + urea) --
OsmolOsmoláárnrníí gapgap 23 23 mmolmmol/kg odpov/kg odpovííddáá cca 1 cca 1 ‰‰ etanoluetanolu

�� ReferenReferenččnníí rozmezrozmezíí:: 00 mmolmmol/l ,/l , 00 g/kg neboli promile (o/g/kg neboli promile (o/oooo))

�� PoznPoznáámka: Pmka: Přřepoepoččet výsledkuet výsledku -- mmolmmol/l/l // 22,3222,32 == o/o/oooo



EtanolEtanol

OdbOdběěr materir materiáálu:lu:
�� OdbOdběěr pro stanovenr pro stanoveníí etanolu etanolu -- do bdo běžěžných ných 
odbodběěrových zkumavek (srových zkumavek (séérum, plasma)rum, plasma)

�� Nabrat plnou zkumavku Nabrat plnou zkumavku 
�� ZabrZabráánit pounit použžititíí desinfekdesinfekččnníích prostch prostřředkedkůů
obsahujobsahujííccíích alkoholch alkohol

�� Vzorky ihned po odbVzorky ihned po odběěru dobru dobřře uzave uzavřříít (pokud se t (pokud se 
stanovenstanoveníí neprovneprovááddíí bezprostbezprostřřednedněě, uchov, uchováávat vat 
ppřři 2 i 2 –– 8 8 °°C) C) 

��



StanovenStanoveníí etanoluetanolu
vv krvi, skrvi, sééru a plasmru a plasměě::

Enzymaticky:Enzymaticky:
�� Enzymatický test provEnzymatický test prováádděěný na automatických analyzný na automatických analyzáátorech je torech je 

zalozaložžen na oxidaci alkoholu s NADen na oxidaci alkoholu s NAD++ na acetaldehyd za katalýzy na acetaldehyd za katalýzy 
alkoholdehydrogenasyalkoholdehydrogenasy ( ADH).( ADH).

ADHADH
CC22HH55OH  +   NADOH  +   NAD++ <<------�� CHCH33CHO+ NADH + HCHO+ NADH + H++

�� VznikajVznikajííccíí NADH je pNADH je přříímo mo úúmměěrný obsahu alkoholu ve vzorku a rný obsahu alkoholu ve vzorku a 
fotometricky se stanovuje pfotometricky se stanovuje přři 340 i 340 nmnm

�� Metoda je specifickMetoda je specifickáá pro etanol i vpro etanol i v ppřříítomnosti acetaldehydu, tomnosti acetaldehydu, 
acetonu, butanolu, acetonu, butanolu, etylenglykoluetylenglykolu, , izopropanoluizopropanolu, metanolu a , metanolu a 
propanolu vpropanolu v koncentrackoncentracíích do 20 g/lch do 20 g/l

�� StanovenStanoveníí nenneníí ururččeno pro soudneno pro soudněě lléékakařřskskéé a a forenznforenzníí úúččelyely



StanovenStanoveníí etanoluetanolu
vv krvi, skrvi, sééru a plasmru a plasměě::

HeadspaceHeadspace plynovplynováá chromatografiechromatografie
�� Krev je zahKrev je zahřříívváána ve specina ve speciáálnlníí uzavuzavřřenenéé lahvilahviččcece

�� ZahZahřřááttíímm se etanol uvolnse etanol uvolníí zz krve do vzduchovkrve do vzduchovéého prostoru ho prostoru 
v  v  lahvilahviččce   ( ce   ( headspaceheadspace )  )  

�� UrUrččititáá ččáást  z  st  z  tohoto  prostoru   je  automaticky   injektovtohoto  prostoru   je  automaticky   injektováána   na   
do   plynovdo   plynovéého ho chromatografuchromatografu

�� PPřřed analýzou jsou vzorky krve nebo sed analýzou jsou vzorky krve nebo sééra nara nařřededěěny roztokem  ny roztokem  
chloridu  sodnchloridu  sodnéého sho s obsahem nobsahem n--propanolu jako vnitpropanolu jako vnitřřnníího ho 
standardu. Chlorid sodný zvystandardu. Chlorid sodný zvyššuje tlak par etanolu a eliminuje uje tlak par etanolu a eliminuje 
rozdrozdííly vly v matricimatrici

�� PlynovPlynováá chromatografie je jedinchromatografie je jedináá metoda poumetoda použžitelnitelnáá pro pro forenznforenzníí
(soudn(soudníí) ) úúččelyely





StanovenStanoveníí etanoluetanolu

DechovDechováá zkouzkoušškaka–– screeningovýscreeningový testtest
�� ČČastastéé poupoužžititíí vzhledem kvzhledem k nebezpenebezpeččnosti a nosti a 

protizprotizáákonnosti konnosti čči limitaci poi limitaci požžititíí alkoholu  palkoholu  přři i řříízenzeníí
motorových vozidel a vmotorových vozidel a v zamzaměěstnstnáánníí

�� Princip: Princip: 
IIČČ absorpabsorpččnníí spektroskopie ( nejspektroskopie ( nejččastastěěji)ji)
Fotometrie  Fotometrie  -- etanol se petanol se přři oxidai oxidaččnněě –– redukredukččnníí reakci reakci 

s s bichromanembichromanem vv prostprostřřededíí kyseliny kyseliny 
ssíírovrovéé oxiduje na kyselinu octovouoxiduje na kyselinu octovou

ElektrochemickElektrochemickáá oxidaceoxidace

�� Mezi alkoholem vMezi alkoholem v krvi a vkrvi a v dechu je ustavena dechu je ustavena 
rovnovrovnovááha pha přřibliibližžnněě 2100:1 (krev : dech)2100:1 (krev : dech)



StanovenStanoveníí etanoluetanolu
Ve slinVe slinááchch
�� Snadný a Snadný a neinvazivnneinvazivníí sbsběěrr
�� Sliny absorbovSliny absorbováány do vatovny do vatovéého tamponu, ten  vloho tamponu, ten  vložžen en 

do testovacdo testovacíí kartridkartridžžee
�� Reakce zaloReakce založžena na reakci sena na reakci s ADH sADH s vizuvizuáálnlníí endend point point 

detekcdetekcíí (2 min inkubace)(2 min inkubace)
�� Koncentrace odpovKoncentrace odpovííddáá sséérovým hodnotrovým hodnotáámm

VV momoččii
�� Koncentrace alkoholu je pKoncentrace alkoholu je přřibliibližžnněě 1,3x vy1,3x vyššíšší nenežž vv krvi krvi 

-- mmůžůže být variabilne být variabilníí, omezený význam stanoven, omezený význam stanoveníí
�� PPřři stanoveni stanoveníí etanolu vetanolu v momočči vadi vadíí obsah cukrobsah cukrůů vv momočči, i, 

který mkterý můžůže zpe způůsobit pozitivnsobit pozitivníí interferenci vinterferenci v ddůůsledku sledku 
metabolizacemetabolizace cukrcukrůů na na etanoletanol



LaktLaktáát  t  

�� LaktLaktáát (st (sůůl kyseliny mll kyseliny mlééččnnéé) vznik) vznikáá ppřředevedevšíším vm v kosternkosterníím svalstvu, m svalstvu, 
mozku, kmozku, kůžůži a erytrocytechi a erytrocytech

�� PPřřibliibližžnněě 65% lakt65% laktáátu je zpracovtu je zpracovááno vno v jjáátrech trech 

�� VVěěttšíší mnomnožžstvstvíí laktlaktáátu vzniktu vznikáá ppřři dlouhodobi dlouhodobéé intenzivnintenzivníí fyzickfyzickéé
aktivitaktivitěě

�� LaktLaktáát je konet je koneččným produktem glykolýzy za ným produktem glykolýzy za anaeorobnanaeorobnííchch podmpodmííneknek

�� SignifikantnSignifikantníí laktlaktáátovou acidtovou acidóózu pzu přředstavuje koncentrace laktedstavuje koncentrace laktáátu tu 
vvěěttšíší nenežž 5 5 mmolmmol/l a /l a pHpH menmenšíší nenežž 7,257,25

�� Pot obsahuje znaPot obsahuje značčnnéé mnomnožžstvstvíí laktlaktáátu tu -- zabrzabráánit  nit  dotykdotykáánníí se se ššpipiččekek

�� ReferenReferenččnníí rozmezrozmezíí PP-- laktlaktáát   :                   0,6  t   :                   0,6  -- 2,3   2,3   mmolmmol/l/l
CSFCSF--laktlaktáát  :                1,2   t  :                1,2   -- 2,1  2,1  mmolmmol/l/l



LaktLaktáát t 
StanovenStanoveníí vv plasmplasměě a a likvorulikvoru

PreanalytickPreanalytickéé popožžadavky:adavky:

�� KK odbodběěru pro stanovenru pro stanoveníí v plasmv plasměě se se 
vyuvyužžíívajvajíí zkumavky s  fluorid/EDTA  nebo zkumavky s  fluorid/EDTA  nebo 
fluorid/oxalfluorid/oxaláátemtem

�� Vzorek je nutnVzorek je nutnéé stostoččit co nejdit co nejdřřííve, ve, 
nejpozdnejpozděěji do 2 hod po odbji do 2 hod po odběěruru



StanovenStanoveníí laktlaktáátu s tu s 
laktlaktáátdehydrogenasoutdehydrogenasou::

�� LDLD
L L -- laktlaktáát  +  NADt  +  NAD++ <<--------------------------�� pyruvpyruváátt + NADH  +  H+ NADH  +  H+  +  

((pHpH 99--9,6)     9,6)     
��

�� ALTALT
�� pyruvpyruváátt +  L +  L -- glutamglutamáátt <<--------------------------��-- LL--alaninalanin +  +  oxoglutaroxoglutaráátt

�� Reakce laktReakce laktáát t -- pyruvpyruváátt bběžěžnněě bběžěžíí výraznvýrazněě vlevo vlevo 

�� PPřři i pHpH 9 9 -- 9,6 a n9,6 a nááslednslednéé reakci, kdy je spotreakci, kdy je spotřřebovebováávváán n pyruvpyruváátt se se 
rovnovrovnovááha posunuje vpravoha posunuje vpravo

�� Fotometricky se mFotometricky se měřěříí nnáárrůůst st absorbanceabsorbance NADH pNADH přři 340 i 340 nmnm



StanovenStanoveníí laktlaktáátu stu s laktlaktáátoxidasoutoxidasou::

�� LaktLaktáát je vt je v ppřříítomnosti specificktomnosti specifickéého enzymu ho enzymu laktlaktáátoxidasytoxidasy oxidovoxidováán n 
na na pyruvpyruváátt::

LODLOD
L L -- laktlaktáát  + Ot  + O22 < < -------------------------------------- >  >  pyruvpyruváátt + H+ H22OO2 2 

�� Peroxid vodPeroxid vodííku dku dáále reaguje oxidale reaguje oxidaččnníí kopulackopulacíí
napnapřř. s  4. s  4--aminofenazonemaminofenazonem a 1,7 a 1,7 –– dihydroxynaftalenemdihydroxynaftalenem
vv ppřříítomnosti tomnosti peroxidasyperoxidasy (POD) za vzniku barviva (POD) za vzniku barviva -- absorbanceabsorbance je je 
ppřříímo mo úúmměěrnrnáá koncentraci laktkoncentraci laktáátutu

PODPOD
2 H 2 H 22OO22 + 1, 7 + 1, 7 –– dihydroxynaftalendihydroxynaftalen +  4+  4--aminoantipyrinaminoantipyrin++ < < -------------- >>

barvivo +  4Hbarvivo +  4H22OO



StanovenStanoveníí laktlaktáátu vtu v hemolyzhemolyzáátutu čči i 
plasmplasměě

�� Elektrochemicky na POCT Elektrochemicky na POCT čči i glukometrechglukometrech ss vyuvyužžititíím m 
biosenzorubiosenzoru

�� S vyuS využžititíím kapilm kapiláárnrníího odbho odběěruru

�� V senzoru je zabudovV senzoru je zabudováán enzym LOD, který n enzym LOD, který katalyzujekatalyzuje
vznik peroxidu vodvznik peroxidu vodííkuku
L L -- laktlaktáát  + Ot  + O22 < < ---------- >  >  pyruvpyruváátt + H+ H22OO2 2 

�� Peroxid vodPeroxid vodííku se rozklku se rozklááddáá na platinovna platinovéé elektrodelektroděě za za 
uvolnuvolněěnníí elektronelektronůů –– generovaný proud se stanovgenerovaný proud se stanovíí
amperometrickyamperometricky


