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Etanol

Etanol je obsazen v alkoholickych napojich: whisky, slivovice apod.
obsahuji 30 — 60 %, vina 6 — 12 % a pivo 2 — 5 % etanolu

V klinické praxi se vyskytuii:
Projevy chronického zneuzivani (alkoholické |léCebny, psychiatrie)

Akutni otravy zplsobené zamérnym nebo i nahodnym p02|t|m
ve(!lkeho mnozstvi etanolu, ¢asto v kombinaci s pozitim rtiznych Iékl
a drog

Klinicka oddéleni potrebuji rychle
potvrdit Ci vyloucit otravu alkoholem
zvolit odpovidaijici terapii

K tomu nejCastéji slouzi enzymatické stanoveni etanolu



Etanol

Po porziti se etanol rychle vstrebava jiz v zaludku ( rychleji na lacno)
Rychle pronika prakticky vSemi membranami vCetne placenty

Pomeérné rychle se v organismu metabolizuje:

nejdrive plsobenim alkohol - dehydrogenazy vznikne acetaldehyd
Etanol + NAD* <----> Acetaldehyd + NADH + H*

Acetaldehyd se plsobenim aldehyd-dehydrogenazy méni na acetyl-CoA
Acetaldehyd + NAD* <-----> Acetyl-CoA + NADH + H*

Kocr|1e)cnym produktem metabolizace je kyselina octova (respektive CO, a
voda

Rychlost eliminace etanolu z organismu je u konkrétniho jedince prakticky
konstantni ( u muzd asi 100 mg etanolu na kg télesné hmotnosti za hodinu,
u zen jen asi 85 mg/kg/hod )

Metabolizace byva ukoncena béhem 6 — 8 hodin

Asi 5 % pozitého etanolu se vylucuje z organismu v nezmetabolizované
formé moci, potem apod.



Etanol

Klinické udaje:
Etanol se vstrebava v gastrointestinalnim traktu a
dostava se do krve
0,6-0,8 %o(g/l ) - pocinajici opilost
1-2 %o opilost
Pres 2 %o tézkou intoxikaci

Smrtelna davka je 6-8 g/kg telesné hmotnosti ( tedy u
dospeleho asi 300-500 g etanolu)

Pri chronickém pouzivani vznikaji nemoci jaterni,
poskozenl ledvin a nemoci nervove

Etanol zvysuje citlivost organismu na otravy nekterymi
latkami (tetrachlormetan, anilin, olovo, rtut’); interakce
s fadou lékd



Etanol

Klinické udaje:

Koncentracni Casovy profil v krvi, dechu i slinach je prakticky stejny'/

Pomocnym kriteriem pfi stanoveni etanolu je srovnani namerene
osmolality séra a vypoctene osmolality (2x Na + glukoza + urea) -
Osmolarni gap 23 mmol/kg odpovida cca 1 %o etanolu

Referencni rozmezi: 0 mmol/l, 0 g/kg neboli promile (o/00)

Poznamka: Prepocet vysledku - mmol/l / 22,32 = o/oo



Etanol

Odbeér materialu:

Odbér pro stanoveni etanolu - do béznych
odbéerovych zkumavek (sérum, plasma)

Nabrat plnou zkumavku

Zabranit pouziti desinfekcnich prostredkd
obsahuijicich alkohol

Vzorky ihned po odberu dobre uzavrit (pokud se

stanovem neprovadi bezprostredne, uchovavat
pri 2 — 8 °C)




Stanoveni etanolu
v krvi, séru a plasme:

Enzymaticky:

Enzymaticky test provadeny na automatickych anaglzétorech, je
zalozen na oxidaci alkoholu s NAD* na acetaldehyd za katalyzy
alkoholdehydrogenasy ( ADH).

ADH
CHsOH + NAD* <----> CH;CHO+ NADH + H*

Vznikajici NADH je pfimo umeérny obsahu alkoholu ve vzorku a
fotometricky se stanovuje pri 340 nm

Metoda je specificka pro etanol i v pritomnosti acetaldehydu,
acetonu, butanolu, etylenglykolu, izopropanolu, metanolu a
propanolu v koncentracich do 20 g/I

Stanoveni neni urceno pro soudné Iekarske a forenzni ucely



Stanoveni etanolu
v krvi, séru a plasme:

Headspace plynova chromatografie
Krev je zahrivana ve specialni uzavrené lahvicce

Zahratim se etanol uvolni z krve do vzduchoveho prostoru
v lahvicce ( headspace)

UrCita cCast z tohoto prostoru je automaticky injektovana
do plynoveho chromatografu

Pfed analyzou jsou vzorky krve nebo séra naredeny roztokem
chloridu sodneho s obsahem n-propanolu jako vnitfniho
standardu. Chlorid sodny zvysuje tlak par etanolu a eliminuje
rozdily v matrici

Plynova chromatografie je jedina metoda pouzitelna pro forenzni
(soudni) ucely
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FIGURE 27-8. Headspace gas chromatography of alcohols.

RT* Analyte

0.675 Methanol
0911 Acetone

1.098 Ethanol

Lol Isopropranol
2.430 n-Propanol (IS)

*RT: Relention time (min).




Stanoveni etanolu

Dechova zkouska— screeningovy test

Casté pouZiti vzhledem k nebezpecnosti a
protizakonnosti Ci limitaci poziti alkoholu pri Fizeni
motorovych vozidel a v zaméstnani

Princip:

IC absorpcni spektroskopie ( nejcasteji)

Fotometrie - etanol se pri oxidacné — redukcni reakci
s bichromanem v prostredi kyseliny
siroveé oxiduje na kyselinu octovou

Elektrochemicka oxidace

Mezi alkoholem v krvi a v dechu Je ustavena
rovnovaha priblizné 2100:1 (krev : dech)



Stanoveni etanolu

Ve slinach
Snadny a neinvazivni sbér

Sliny absorbovany do vatoveho tamponu, ten vlozen
do testovaci kartridze

Reakce zalozena na reakci s ADH s vizualni end point
detekci (2 min inkubace)

Koncentrace odpovida sérovym hodnotam

V mocCi

Koncentrace alkoholu je priblizné 1,3x vyssi nez v krvi
- mUze byt variabilni, omezeny vyznam stanoveni

Pri stanovem etanolu v moci vadi obsah cukrd v modi,
ktery mdze zpusoblt pozitivni interferenci v dsledku
metabolizace cukrd na etanol



Laktat

Laktat (suI kyseliny mlécné) vznika predevsim v kosternim svalstvu,
mozku, kiizi a erytrocytech

Priblizné 65% laktatu je zpracovano v jatrech

Vétsi mnozstvi laktatu vznika pri dlouhodobé intenzivni fyzicke
aktivite

Laktat je konecnym produktem glykolyzy za anaeorobnich podminek

Signifikantni laktatovou acidozu predstavuje koncentrace laktatu
vetsi nez 5 mmol/l a pH mensi nez 7,25

Pot obsahuje znacné mnozstvi laktatu - zabranit dotykani se Spicek

Referencni rozmezi P- laktat : 0,6 - 2,3 mmol/l
CSF-laktat : 1,2 - 2,1 mmol/l



Laktat
Stanoveni v plasmeé a likvoru

Preanalytické pozadavky:

K odbéru pro stanoveni v plasme se
vyuzivaji zkumavky s fluorid/EDTA nebo

fluorid/oxalatem

Vzorek je nutné stoCit co nejdrive,
nejpozdéji do 2 hod po odbéru



Stanoveni laktatu s
laktatdehydrogenasou:

LD
L - laktat + NAD* <------------- - pyruvat + NADH + H*
(pPH 9-9,6)
ALT
pyruvat + L - glutamat <------------- >- L-alanin + oxoglutarat

Reakce laktat - pyruvat bezne bézi vyrazné vilevo

Pfi pH 9 - 9,6 a nasledné reakci, kdy je spotfebovavan pyruvat se
rovnovaha posunuje vpravo

Fotometricky se méfi narlst absorbance NADH pfi 340 nm



Stanoveni laktatu s laktatoxidasou:

Laktat je v pritomnosti specifického enzymu laktatoxidasy oxidovan
na pyruvat:

< laktat’ + Qp <#F-----—-cns-- > pyruvat + H,0,

Peroxid vodiku dale reaguje oxidacni kopulaci

napr. s 4-aminofenazonem a 1,7 — dihydroxynaftalenem
v pritomnosti peroxidasy (POD) za vzniku barviva - absorbance je
primo umeérna koncentraci laktatu

2 H,0, + 1, 7 — dihydroxynaftalen + 4-aminoantipyrin* < -------

barvivo + 4H,0



Stanoveni laktatu v hemolyzatu ci
ELE

Elektrochemicky na POCT cCi glukometrech s vyuzitim
biosenzoru

S vyuzitim kapilarniho odbéru

V senzoru je zabudovan enzym LOD, ktery katalyzuje
vznik peroxidu vodiku

L - laktat + O, < ----- > pyruvat + H,0,

Peroxid vodiku se rozklada na platinové elektrode za
uvolnéni elektronll — generovany proud se stanovi

amperometricky



