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Sazetak

Alkohol kao jedna od najvise upotrebljavanih psihoaktivnih supstanci je ¢est uzrok smrti,
pa se i nalazi na vrhu liste po brojnosti analiza u post mortem toksikologiji. Rezultati foren-
zi¢kih ispitivanja imaju veliki sociomedicinski znacaj, stoga je neophodno obezbediti tacne
i pouzdane podatke. Analiticke metode za odredivanje alkohola u krvi do danas su dove-
dene do savrSenstva, medutim utvrdivanje koncentracije etanola u krvi preminule osobe u
trenutku kada je nastupila smrt, zahteva mnogo viSe truda. Najznacajniji uzroci lazno
visokih rezultata su: difuzija etanola u krv iz drugih tkiva kao i in vitro produkcija dejstvom
razli¢itih mikroorganizama. U nasem radu pokazano je visestruko povecanje koncentracije
etanola u uzorcima post mortem krvi nakon odredenog vremena. Vrednosti porasta koncen-
tracije krecu se u rasponu od 33 do 4319%. Kako postoji mnogo faktora koji uticu na kon-
centraciju etanola u post mortem uzorcima, izuzetno je vazno individualno posmatrati svaki
uzorak, kako bi se doslo do pravilnog zakljucka da li je preminula osoba bila pod uticajem

etanola u trenutku smrti.

UvoD

Analiticka toksikologija je Cesto u vezi sa pravnim ili
sudskim aspektima toksikologije, kada treba utvrditi eventu-
alni uzrok smrti koja je posledica intoksikacije. Forenzicka
toksikologija u sudsko medicinskoj praksi ima veliki znacaj.
Najvazniji zadatak sudskog (forenzickog) toksikologa u
postmortem ispitivanjima jeste kvalitativna i kvantitativna
analiza otrova ili leka u bioloskim uzorcima kao i inter-
pretacija dobijenih rezultatal. U velikom broju slucajeva,
rezultati ovih analiza verovatno ¢ée biti korisceni u sudskim
postupcima, stoga je neophodno obezbediti pouzdane, taéne
i validne podatke.

Upotreba alkohola oduvek je bila Siroko rasprostranjena
u svetu, te je zbog toga i ¢est uzrok smrti. Odredivanje kon-
centracije alkohola u krvi (AUK) jedna je od najéesée
izvodenih analiza u sudskoj praksi(?). Kada je to potrebno,
toksikolog-analitiCar moze biti pozvan na sud kao sudski
vestak, gde daje stru¢no misljenje i objasnjava dobijene
rezultate. Do danas, razvijene su analiticke tehnike za
odredivanje alkohola u bioloskim uzorcima koje daju veoma
pouzdane rezultate. Gasna hromatografija sa headspace
tehnikom (HS GC) koristi se kao referentna i rutinska meto-
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da. Smatra se da je preanaliticka faza najveci izvor gresaka i
jos uvek je aktuelni problem za analiti¢are u svim laboratori-
jama. Kvalitet, uslovi ¢uvanja i priprema uzorka za analizu
imaju presudan uticaj na tanost dobijenih rezultata(®.

Zbog Cinjenice da etanol u post mortem uzorcima moze
biti razli¢itog porekla, precizna interpretacija koncentracije
etanola u krvi, u trenutku smrti, predstavlja tezak zadatak za
analiti¢ara. Kao mogudi izvori etanola u post mortem uzorci-
ma krvi navode se : ingestija etanola i endogena produkcija
pre nastanka smrti, difuzija etanola iz GIT-a kao i in vitro
produkcija etanola dejstvom razli¢itih mikrobioloskih age-
nasa(®). Poslednji na¢in stvaranja etanola navodi se kao naj-
kriti¢niji faktor koji komplikuje tumacenje dobijenih rezul-
tata. Brojni radovi navode da ovako sintetisan etanol, moze
biti uzrok povedanja koncentracije, kao funkcija prisustva
broja i vrste mikroorganizama (MO) prisutnih u materijalu
koji se analizira(),

Cilj ovog rada je bio da se utvrdi promena koncentracije
etanola u post mortem uzorcima krvi, kroz odredeni vremen-
ski period i navedu mogudi faktori koji uticu na tu promenu.
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MATERIJAL I METODE

Materijal: post mortem krv.

Metoda: Gasna hromatografija sa head space dodatkom.

Radni uslovi gasnog hromatografa: Temperatura injekto-
ra 150°C, protok gasa nosac¢a 2 mL/min, temperatura FID
detektora 240°C. Kolona: Rtx-BACI1 Silikacapillary col-
umn, 30m x 0,32 mm ID, debljina filma 1,8 pm.

Priprema uzoraka: u bocicu za head-space pipetira se
200 pL rastvora uzorka i 200 pL internog standarda (izo-
propanol) koncentracije 1%o. Bocica se greje u Dani HSS
86,50 grejacu, 5 minuta, a nakon toga injektuje 10 pL gasne
faze u injektor gasnog hromatograma.

REZULTATI

Tabela 1. Prikaz promene koncentracije etanola u uzorcima
u zavisnosti od vremena
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etanol (%o) etanol* (%o) Promena (%)

0.034 0.265 679
0.017 0.079 365
0.041 0.53 1193
0.01 0.2198 2098
0.006 0.0974 1524
0.0370 0.4870 1216
0.0410 0.2950 619
0.0120 0.0970 708
0.7090 2.1519 204
0.0060 0.2651 4319
0.0770 1.8923 2357
0.0350 0.2905 730
0.1430 0.1869 31
1.0410 2.0469 97
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Slika 1. Graficki prikaz promene koncentracije etanola u zavis-
nosti od vremena koje je proteklo izmedu dva odredivanja
(etanol*-koncentracija etanola posle drugog odredivanja )

U radu je razmatran porast koncentracije etanola u post
mortem uzorcima krvi u razli¢itom vremenskom periodu.
Pre drugog testiranja epruvete sa uzorcima cuvane su u
frizideru na +4°C. U datoj tabeli prikazana je promena kon-
centracije etanola u zavisnosti od perioda koji je prosao
izmedu dva testiranja. Prikazani rezultati pokazuju zna¢ajno
povedanje koncentracije etanola, a razlike u vrednostima

krecu se u rasponu od 33 do 4319%.
DISKUSIJA

Zbog svoje siroke upotrebe i prekomerne konzumacije,
alkohol ima znacajnu ulogu u smrtnim slué¢ajevima ¢iji je
uzrok kori$éenje psihoaktivnih supstanci. Alkohol tj. etanol
se nalazi na vrhu liste po brojnosti analiza u post mortem
toksikologiji, 1 zbog toga, analiziranje uzoraka kao i inter-
pretacija dobijenih rezultata predstavlja znacajan deo posla
svake laboratorije koja se bavi toksikoloskim i forenzickim
ispitivanjima(®) ,

Kvalitativna i kvantitativna analiza etanola u svim bio-
loskim uzorcima danas je relativno jednostavna procedura
koja obezbeduje pouzdane rezultate. Medutim, interpretaci-
ja rezultata i donoSenje ta¢nih zaklju¢aka o koncentraciji
etanola u krvi, u trenutku smrti, zahteva mnogo vise truda.
Analiti¢ari Cesto citiraju izreku: ,,rezultat analize je dobar
koliko i uzorak koji je primljen” $to ukazuje na vaznost pre-
analiti¢ke faze, posebno u forenzi¢kim ispitivanjima(?).

Kao najvazniji faktori koji u velikoj meri mogu uticati na
dobijeni rezultat navode se:

* stanje tela umrle osobe

 vreme proteklo izmedu smrti i obdukcije

* uslovi ¢uvanja i i kvalitet uzorka

* etanol sintetisan in vitro, dejstvom MO u procesu fer-
mentacije glukoze, $to je posebno izrazeno kod leSeva kod
kojih je doslo do procesa raspadanja(®).

U post mortem toksikologiji praksa je da se svi rezultati
manji od 0,1%0 (0,1 mg/L) proglase kao negativni ($to je
Cesto i vrednost limita kvantifikacije rutinskih HS GC meto-
da). Iz prikazanih rezultata se vidi, da uzorci koji su progla-
Seni kao negativni posle prvog odredivanja, imaju znacajno
viSe koncentracije etanola nakon odredenog vremenskog
perioda, Sto se slaze sa rezultatima nekoliko drugih autora u
kojima je dokazan porast koncentrtacije etanola u post
mortem uzorcima krvi u zavisnosti od vremena(®),

Prisustvo mikroorganizama uti¢e na promenu koncen-
tracije etanola, $to je i pokazano u radu Yajima i sarad-
nika(®®). Ubrzo nakon smrti, usled narusenog integriteta éelija
i tkiva, dolazi do Sirenja bakterija iz GIT-a u skoro sve
delove tela(®). Glukoza i ostali ugljeni hidrati sluze kao sup-
strat razli¢itim mikroorganizmima, pri ¢emu dolazi do pro-
dukcije vise vrsta alkohola, a u najvec¢oj meri etanola.

U ovakvim sluCajevima svakako treba razmotriti
koriSc¢enje alternativnih uzoraka u evaluaciji koncentracije
etanola u krvi. Poredenje vrednosti etanola u krvi, urinu i
oc¢noj vodici moze biti znac¢ajno za utvrdivanje pitanja da li
je osoba bila pod uticajem alkohola u trenutku smrti. Praksa
je da se, kad god je to moguce, zajedno sa odredivanjem u
krvi vr$i i analiza koncentracije etanola u urinu. Kako urin
sadrzi najvedi procenat vode, predstavlja koristan uzorak za
odredivanje koncentracije etanola. Rizik od invazije MO u
mokracénu besiku nakon smrti je manji nego $to je to slucaj
kod krvi i ostalih tkiva. Takode, u urinu zdravih osoba min-
imalno je prisustvo glukoze i ostalih ugljenih hidrata koji su
glavni supstrat za post mortem sintezu etanola. Imajuci u
vidu ove Cinjenice, treba strogo povesti ra¢una pri anal-
iziranju uzoraka preminulih koji su imali dijabetes ili druge
bolesti kod kojih je u urinu prisutna visoka koncentracija
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ugljenih hidrata®). Takode, jedno od mogudéih redenja bilo bi
koriscenje epruveta sa dodatkom NaF (1-2%). Ova supstan-
ca se koristi kao konzervans i deluje tako $to inhibira enzim
enolazu koji ucestvuje u procesu metabolizma glukoze.
Ovakav postupak uzorkovanja bi u velikoj meri sprecio
dalju produkciju etanola, ukoliko se uzorak ne analizira
odmah nakon obdukcije().

U prikazanim rezultatima moze se primetiti da najveci
porast koncentracije etanola postoji kod uzoraka kod kojih je
koncentracija etanola bila minimalna (0.006 — 0.07 %o), $to
se mozda moze dovesti u vezu sa mikrobioloSkom aktiv-
noscéu i masivnom in vitro produkcijom etanola (porast kon-
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ZAKLJUCAK

In vitro produkcija etanola u post mortem uzorcima
bioloskog materijala jo§ uvek predstavlja aktuelan problem.
lako je nemoguce izbedi sve interferirajuce faktore u pre-
analitickoj fazi, veoma je vazno uzeti ih u razmatranje pri
interpetaciji dobijenih rezultata. U ovom radu pokazano je
da naknadna produkcija i porast koncentracije etanola u
nekim uzorcima moze iznositi i preko 4000%. Imajuci u
vidu ovu €injenicu, izuzetno je vazno individualno posma-
trati svaki uzorak, kako bismo dosli do pravilnog zakljucka

centracije etanola za 1193- 4319 %)).

da li je preminula osoba bila pod uticajem etanola u trenutku
smrti.

Abstract

Alcohol as one of the most of used psychoactive substances is a common cause of death
and also tops the list of most frequent analysis in post mortem toxicology. The results of
forensic tests have socio-medical significance, and therefore it is necessary to provide
accurate and reliable data. Analytical methods for the determination of alcohol in the blood
now had been brought to perfection, however, determine the concentration of ethanol in
the blood of the deceased at the moment of death and require much more effort. The most
important causes of false high results are diffusion of ethanol in blood from other tissues
and in vitro production by the influence of various microorganisms. In this study it has
been shown that concentrations of ethanol in postmortem blood samples over time has sig-
nificant increase rate. Increase of the concentration values ranging from 33 to 4319 %. As
there are a lot of factors that could affect the concentration of ethanol in postmortem sam-
ples, it is extremely important to observe each sample individually, in order to come to a
correct conclusion if deceased was under the influence of ethanol at the time of death.
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