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1. UVOD
1.1. Pregled problema

Pod terminom ,alkohol® u hemiji se podrazumeva grupa
jedinjenja koja poseduju funkcionalnu hidroksilnu = OH grupu (1). U
rutinskoj forenzickoj praksi kao i u kolokvijalnom govoru rec alkohol
odnosi se na specificno jedinjenje - etil-alkohol ili etanol, koji spada u
grupu alifati¢nih ugljovodonika sa kratkim lancem, Cija je molekularna
formula C2HsOH.

Etanol je bezbojna bistra tecnost prijatnog mirisa, specificne
tezine 0,789 dija je tacka kljucanja 78,35 °C. Etanol se za potrebe
pravljenja alkoholnih pi¢a dobija enzimatskom razgradnjom skroba i
fermentacijom Secernih rastvora pod dejstvom gljivica kvasnica.
Alkoholna pica koja se dobijaju iz voca, povréa i drugih biljaka
prirodnim procesom vrenja sadrze veliki broj organskih jedinjenja
koja mu daju boju, miris i ukus (metanol, n-propanol, n-butanol,
izobutanol i sl.). Industrijski etanol dobija se iz acetilena ili etilena i
denaturisan je supstancama neprijathog mirisa (piridin, metanol,

aceton i sl.) da se kao takav ne bi greSkom konzumirao (1, 2, 3).

U forenzickoj praksi etanol se prema poreklu nastanka u

organizmu moze podeliti na:

e egzogeni - unet u organizam iz spoljasnje sredine, najcesScée
konzumiranjem alkoholnih pié¢a

e endogeni - stvoren i prisutan u organizmu u sklopu
metabolickih procesa, i

e posmrtni - produkovan nakon smrti, pod dejstvom

mikroorganizama



Egzogeni etanol se najéesc¢e unosi konzumacijom alkoholnih
pi¢a - vina, piva, rakije, viskija, konjaka, likera i sl. Jacina alkoholnih
pi¢a se najcesce izrazava u volumen procentima - vol%, i predstavlja

odnos Cistog etanola u jedinici zapremine pica.

Prekomerna konzumacija alkoholnih pi¢a je oduvek imala vaznu
ulogu u saobracajnim nezgodama, kod smrtnih slucajeva koji su
posledica povredivanja, utopljenja, samoubistava i u drugim oblicima
nasilja registrovanim od strane organa reda, tuzilastva i sudova, kao i
u izvestajima urgentnih medicinskih sluzbi (4-10). Zloupotreba
alkoloha predstavlja vazan faktor i u slucajevima nezgoda u kudi i na
radnom mestu (11-13). Etanol je na vrhu liste psihoaktivnih supstanci
koje se analiziraju u toksikoloskim laboratorijama (Tabela 1), a
analiza alkoholemije i interpretacija nalaza koncetracije alkohola u
krvi (BAC, BEC, eng. Blood Alcohol Concentration, Blood Ethanol
Concentration) predstavlja znacajan deo svakodnevnog rada jedne
forenziCko-toksikoloske laboratorije. (8, 11, 13). Vrsta supstanci kao i
ucestalost pozitivhog nalaza alkohola u telesnim te¢nostima u znatnoj
meri zavisi od brojnih socijalno-medicinskih faktora, koji se razlikuju

u pojedinim zemljama.

Ucestalost Supstanca Broj Opis

slucajeva leka/supstance

Etanol Alkoholna pica

Paracetamol 564 Antipiretik
Diazepam 286 Anksiolitik
Citalopram 238 SSRI antidepresiv
Morfin (metabolit 207 Narkoticka
heroina) analgezija
Propoksifen 204 Centralna




analgezija

Propiomazin 199 Sedativ/hipnotik
Zopiklon 197 Sedativ/hipnotik
Kodein 187 Analgezija
Alimemazin 139 Neuroleptik/sedativ
Ugljen monoksid 139 Toksic¢ni gas
Karbamazepin 137 Antiepileptik
Amfetamin 135 Stimulant
Tramadol 121 Analgezija
Mirtazapin 120 Antidepresiv
Sertralin 117 SSRI antidepresiv
Flunitrazepam 109 Benzodiazepin
THC 103 Kanabis
Venlafaksin 96 Antidepresiv
Nitrazepam 93 Benzodiazepin

Tabela 1. Najcescéih 20 supstanci u uzorcima venske krvi uzetih

prilikom sudskomedicinskih obdukcija u Svedskoj, tokom 2002.
1.2. Uticaj akutne alkoholisanosti na psihomotorne funkcije

Jos u prvoj polovini proslog veka, u nekoliko naucnih studija
analizirani su motoricki i kognitivni poremecaji uzrokovani
konzumiranjem alkoholnih pi¢a (14, 15, 16, 17). Procena poremecaja
ovih funkcija ima ne samo naucni, vec¢ i klini¢ki i forenzicki znacaj,
iako je sam postupak ocene visoko varijabilan, i u zavisnosti od
brojnih motivacionih, situacionih ali i fizioloskih i farmakoloskih

faktora.



Sto se ti¢e bihejvioralnih poremecaja koji nastaju kao posledica
akutne konzumacije alkoholnih pica, isti se ogledaju u poremecaju
motornih i kognitivnih funkcija, funkcije govora i funkcije

vestibularnog sistema.

Etanol dovodi do depresije centralnog nervnog sistema, a kada
se govori o poremecaju motorickih funkcija, najlaksSe uocljivi su ispadi
fine motorne koordinacije. Osnovno, ali i slozeno reakciono vreme, u
kojem se od subjekta ispitivanja trazi da na egzogeni stimulus
odreaguje stiskanjem jednog ili viSe tastera, Sto zahteva koordinaciju
kognitivnih i motorockih funkcija organizma, relativnho je neosetljivo
na unos etanola. Neka istrazivanja su pokazala potpuno odsustvo
ovog efekta sve do koli¢ine od oko 0,6-0,7 g/kg unetog etanola (18-
24). Sa druge strane, koncentracija etanola ve¢ od 0,5 mg/ml ima
uticaj na mogucnost pracenja subjekta, pri Cemu se od ispitanika trazi
da pointerom prati kretanje pokretne mete, Sto zahteva finu
motoricku kontrolu i koordinaciju sa brzim pokretima oka (21, 24, 25,
26).

Negativan uticaj alkoholemije jasan je i kada se od subjekta
zahteva da izvrSava viSestruke naredbe simultano (24), Sto se u
svakodnevnom Zivotu ogleda pre svega prilikom voznje motornih
vozila. Statisticki podaci ukazuju na to da rizik od saobracajnih
nezgoda znacajno raste vel pri koncentraciji etanola u krvi od 0,4
mg/ml (27), Sto je potvrdeno i u kontrolisanim laboratorijskim

istrazivanjima (25, 28).

Lako uocljiva spoljasnja manifestacija konzumiranja alkoholnih
pi¢a predstavlja poremecaj govora, zato Sto ovakva aktivnost zahteva
finu motoricku kontrolu i koordinaciju pokreta usana, jezika i glasnih

Zica. Promene u govoru su jasno uocljive pri alkoholemiji vecoj od 1



mg/ml, dok su efekti nizih koncentracija promenljivi (29, 30). Bez
obzira na ovakva ograniCenja, procena poremecaja govorne funkcije
moze da posluzi kao dobar terenski skrining test, narodito za
pripadnike policije ili drugih organa reda od kojih se zahteva

testiranje inkriminisanih subjekata.

Kada se govori o uticaju povisene alkoholemije na vestibularni
sistem, postoje dve osnovne vrste poremecaja koje se klinickim
pregledom mogu uoditi: pozicioni alkoholoni nistagmus (PAN) i
nistagmus pri horizontalnom pogledu (eng. Horizontal Gaze
Nystagmus, HGN). Kod osoba kod kojih je alkoholemija iznad 0,4
mg/ml Cesto se uoclava PAN tipa I, koji podrazumeva nistagmus
udesno kada je glava savijena u desnu stranu, tj. nistagmus ulevo,
kada je glava savijena na levu stranu. PAN tipa II javlja se izmedu 5 i
10 casova nakon konzumacije i karakteriSe se nistagmusom
suprotnog smera od onog kod PAN tipa I (31). Sto je brza
konzumacija alkoholnog pic¢a, brze se javlja PAN I (32). Oba tipa
nistagmusa posledica su efekta alkoholemije na funkcionisanje

semicirkularnih kanala (33).

HGN nistagmus podrazumeva trzajne pokrete o¢ne jabucice u
smeru pogleda, kada je glava u uspravhom polozaju, i obi¢no je
uocljiv pri BAC iznad 0,8 mg/ml. Procena ugla pod kojim se javlja
HGN moze biti dobar test za inicijalnu procenu alkoholisanosti, Sto je
potvrdeno i u klinickim studijama. Tako se HGN javlja na oko 45° pri
BAC od 0,5 mg/ml, na 40° pri BAC 1 mg/ml, a na 35° ukoliko je BAC
1,5 mg/ml (34).

Prilikom procene klinickih parametara ne sme se smetnuti
postojanje visoke individualne varijabilnosti. Prva i najvaznija

¢injenica je da se kod osoba prilikom konzumacije alkoholnih pica



razvijaju u organizmu razliCiti stepeni alkoholemije. Takode, osobe
koje CeSce konzumiraju vece kolicine alkoholnih pi¢a imaju tendenciju
smanjenog ispoljavanja navedenih bihejvioralnih poremecaja (17, 35,
36). Postoje razlike u farmakokinetici etanola izmedu osoba muskog i
zenskog pola, pre svega zbog razlicitog sadrzaja masti, i nize
koncentracije zeludacne alkoholne dehidrogenaze kod zena (35, 37).
Uprkos tome, istrazivanja nisu pokazala da postoji signifikantna
razlika izmedu muskih i Zenskih osoba u bihejvioralnim efektima
konzumacije alkoholnih pi¢a (38). Malo je istrazivanja koja su se
bavila uticajem Zivotnog doba na efekte alkohola, te iako su neka od
njih ukazala na porast osetljivosti starijih osoba prilikom konzumacije
etanola, broj ispitanika i studija je isuvise mali da bi mogao da se
izvede pouzdan zakljucak, koji bi vodio u smeru da se prvenstveno
radi o posledicama efekta efekta starenja na vulnerabilnost CNS ka

Stetnim efektima etanola (39, 40).
1.3. Vreme konzumacije i efekti alkohola

Efekti poviSene koncentracije etanola znatno variraju u odnosu
na vreme proteklo od pocetka konzumacije, a najc¢esée se opisuju kao
bifazicni (41). Ovo podrazumeva da sedativhom dejstvu prethodi
stimulacija centralnog nervnog sistema, pri ¢emu postoje znacajne
individualne varijacije u vrsti i stepenu stimulativhog efekta (42).
Stimulacija se naj¢esc¢e ogleda u pojacanoj pricljivosti, euforiji,
pojacanoj motorickoj aktivnosti, itd. Ovakvi efekti uocljivi su pri
pocCetku pijenja, u fazi porasta alkoholemije, i to pri koncentraciji
etanola u krvi od 0,2-0,3 mg/ml, pa sve do 1 mg/ml (41), pri cemu
pojedina istrazivanja ukazuju na to da su stimulativni efekti izrazeniji
ukoliko je brzi porast koncentracije u krvi (43). Sedativni efekat
alkoholemije javlja se pri koncentracijama ve¢im od 0,6-0,8 mg/ml, i
to najpre u fazi eliminacije etanola iz organizma. Kod alkoholi¢ara i

6



osoba sa poviSenom tolerancijom na etanol, ovakvi efekti se javljaju

pri koncentraciji od oko 1 mg/ml (41).

Istrazivanja su takode pokazala da su poremecaji ponasanja
izrazeniji u fazi porasta alkoholemije nego u fazi eliminacije, i to pri
razliCitim koncentracijama i primenom razliCitih testova, Sto se moze

objasniti pre svega efektom akutne tolerancije.

Postoje razliciti tipovi tolerancije na etanol (36). Metabolicka
tolerancija podrazumeva steceno ubrzanje metabolizma etanola, tj.
eliminaciju iz organizma. Funkcionalna tolerancija je termin koji
opisuje steceno smanjenje efekta odredenog stepena alkoholemije na
ispitivanu osobu. Pod akutnom tolerancijom podrazumeva se
smanjenje efekta alkoholemije prilikom jednokratnog pijenja,
nezavisno od koncetracije etanola u krvi. Jasno je da zbog ovakvog
efekta stepen poremecaja bihejvioralnih funkcija nije samo u
zavisnosti od BAC vec i od vremena tokom kojeg je ljudski organizam

bio izloZzen etanolu, a prilikom jednokratne konzumacije.

Mamurluk je termin kojim se opisuje averzivno stanje nastalo
dan nakon konzumacije vece koli¢ine alkoholnog pi¢a, a karakteriSe
se disforijom, iritabilnos¢u, glavoboljom, mucninom, vrtoglavicom i
dehidracijom. Velina navedenih poremecaja su subjektivhog
karaktera, a kontrolisane studije pokazale su suprotstavijene
rezultate kada su u pitanju bihejvioralni poremecaji tokom mamurluka
(44, 45), sto upuduje na zaklju¢ak da su efekti ne samo posledica
prethodne konzumacije alkohola, vec¢ i propratnih faktora tokom
mamurluka, kao Sto su neispavanost, zamor, promena raspolozenja i

motivisanosti za obavljanje ciljanih zadataka u datoj fazi.

Kada se govori o testovima kojima se procenjuje stepen

alkoholisanosti, postoji nekoliko pozeljnih karakteristika koje bi ovi

7



testovi morali da ispune da bi se koristili bilo u svrhu ciljanih
istrazivanja, bilo tokom svakodnevnog rada (npr. za pripadnike
policije i organa reda). Testovi moraju da prikazu rezultate na
adekvatan i jasan nacin (binarno, ordinarno ili kvantitativno), moraju
da budu primenljivi u praksi, da budu pouzdani, validni, senzitivni i

specificni.

Sto se prikaza rezultata testova ti¢e, poZeljno je da budu

kvantitativni, da bi mogao da se prati efekat razli¢itih nivoa BAC.

Primenljivost u praksi pre svega podrazumeva da se testovi lako

izvode i da su razumljivi za ispitanike.

Pouzdanost znac¢i da testovi daju rezultate koji su lako

ponovljivi prilikom novog ispitivanja, a pri razli¢itim BAC.

Validnost testa oznacava da |i test zaista precizno meri ono
¢emu je i namenjen. Naime test moze da bude pouzdan ali ne i
validan. Npr. merenje telesne mase je pouzdan i lako ponovljiv test,
ali nije validan u proceni uticaja alkoholemije na ponasanje il

motoricke funkcije ispitanika.

Senzitivnost je mogucnost testa tj. ispitivanja da uopste otkrije
poremecaj, pri c¢emu testovi alkoholisanosti najéesc¢e nisu u
mogucnosti da otkriju efekte ukoliko je BAC ispod 0,1 mg/ml, a kod

dugogodisnjih konzumenata i pri mnogo vecim koncentracijama.

Specificnost je termin kojim se opisuje da li su rezultati
testiranja posledica poviSene alkoholemije, ili mogu da budu rezultat
npr. umora, psihofizickog stresa ili individualnih varijacija u

kognitivnoj ili motorickoj sferi ispitivanja.



U SAD su u upotrebi tri osnovna testa za procenu trezvenosti
ispitanika na terenu, tzv. FST (eng. Field Sobriety Tests). To su test
stajanja na jednoj nozi, test hodanja i okreta i testiranje
horizontalnog nistagmusa (46). Rezultati ovih testova su prakti¢no
upotrebljivi, sami testovi su jednostavno primenljivi na terenu, i svi
imaju adekvatan stepen validnosti. Testiranje horizontalnog
nistagmusa ima i visok stepen specificnosti i senzitivnosti, Sto nije
slu¢aj i sa druga dva testa. U ovom polju istrazivanja postoji veliki
prostor za razvoj novih nacina ispitivanja, Sto bi svakako imalo

znacajne i pozitivne forenzicke implikacije.
1.4. Sudbina etanola u organizmu

Etanol je mali polarni molekul niske molekularne mase i naboja,
Sto mu omogucava lak prolazak kroz bioloSke membrane. Nakon
ingestije deo etanola se brzo resorbuje kroz zeludacnu sluznicu ali je
apsorpcija mnogo veca u gornjoj polovini tankog creva zahvaljujudi
velikoj povrsini mikrovila u sluzokozi. Brzina i obim resorpcije su
smanjeni ukoliko se u Zelucu nalazila hrana pre konzumacije
alkoholnih pi¢a (47). Krv iz gastrointestinalnog trakta i portne vene
prolazi kroz jetru, a zatim dolazi do srca odakle se distribuira u
sistemsku cirkulaciju. Proces razgradnje male kolic¢ine alkohola pre
distribucije u sistemsku cirkulaciju naziva se metabolizam prvog
prolaza (eng. First Pass Metabolism, FPM), i rezultat je aktivnosti
Zeludacne alkoholne dehidrogenaze (47). Ovaj proces je najizrazeniji
prilikom konzumacije manjih koli¢ina etanola, a narocito ukoliko je
pijenju prethodio unos hrane, zbog duzeg kontakta etanola za
zeludaénom sluznicom. (48, 49). Uzimanje hrane pre konzumacije
alkohola usporava resorpciju etanola i smanjuje BAC u odnosu na

pijenje na prazan zeludac (50 - 53) (slika 1, slika 2).
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Slika 1. Kriva koncentracije etanola unetog na prazan Zeludac
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Slika 2. Kriva koncetracije etanola unetog nakon konzumiranja
hrane
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Nivo etanola u krvi u ovakvim slucajevima je znatno nizi od
oCekivanog, sa velikim inter i intraindividualnim varijacijama u
farmakokinetickim profilima. Nije poznato da li je ovo rezultat FPM ili
ubrzanog metabolizma neposredno nakon pijenja a tokom faze

apsorpcije.

Etanol se u sistemskoj cirkulaciji uniformno distribuira bez
vezivanja za proteine plazme. NajviSa koncentracija alkohola u krvi i
vreme za koje se ona postize veoma varira od osobe do osobe, i
zavisi od mnogo faktora. U studiji na 48 zdravih odraslih muskaraca
koji su konzumirali 0,68 g/kg etanola u formi viskija na prazan
Zeludac, najvisa koncentracija u kapilarnoj krvi postignuta je za 10,
40, 70 i 100 minuta kod 23, 14, 8 i 3 osobe (54). Najvedi znacaj u
ovoj varijabilnosti pridaje se kolic¢ini, koncentraciji popijenog pica,
brzini pijenja, a pre svega brzini zeludacnog praznjenja (55).
Koncentracija etanola u telesnim tecnostima nakon postizanja
dinamickog ekvilibrijuma zavisi od sadrzaja vode, perfuzije tkiva, kao
i drugih faktora (56). (slika 3).
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Slika 3. odnos koncetracije etanola u krvi, mokradi i pljuvacci

Najve¢i deo unetog alkohola (95 do 98%) eliminiSe se
metabolickim putem u jetri, delovanjem klase I enzima alkoholne
dehidrogenaze (ADH) (47). Do 5% etanola eliminise se u

nepromenjenom obliku putem izdahnutog vazduha, mokrace i znoja,
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a veoma mala frakcija i konjugovana sa glukuronskom Kkiselinom
(57). Mala koli¢ina etanola se metaboliSe pre ulaska u sistemsku
cirkulaciju (metabolizam prvog prolaza), o c¢emu je vec bilo reci, iako
je kvantitativni znacaj ovakve eliminacije joS uvek pod znakom
pitanja (58).

Kada BAC prede 0,6 mg/ml u metabolizam etanola ukljucuju se
mikrozomalni enzimi - CYP 450IIE1, koji imacu vecu Mihaelis
Mentenovu konstantu u odnosu na ADH. (Km od 60 do 80 mg/dl) (59,
60). S obzirom na to da mikrozomalni enzimi ucestvuju u
metabolizmu mnogih drugih lekova i hemijskih jedinjenja, time se
moze objasniti mogucénost interakcije etanola sa lekovima kao i
toksi¢nost etanola kod hroni¢nih alkoholicara (61, 62). Tokom
dugotrajne upotrebe alkohola dolazi do de novo sinteze enzima Cime
se razvija metabolicka tolerancija na alkohol, a brzina eliminacije

etanola iz krvotoka je dva do tri puta veca (63, 64, 65).
1.5. Klini¢ka farmakokinetika etanola

Farmakokinetika etanola je bila predmet istrazivanja brojnih
naucnih radova jos od 30-tih godina proslog veka, zahvaljujudi
raspolozivosti pouzdanih metoda za analizu malih zapremina krvi
(50). Tipi¢an profil odnosa koncentracije etanola u krvi i proteklog
vremena, baziran na Widmarkovom modelu (55) moZe se uociti na
slici 4, koja prikazuje ovakav odnos nakon infuzije 0,80 grama

etanola po 1 kg telesne mase.
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Slika 4. Tipi¢an farmakokineticki profil metabolizma etanola

Vrh BAC krive odgovara zavrsetku infuzije, nakon Cega nastupa
difuziona strmina koja predstavlja period vremena u kojem dolazi do
izjednacavanja koncentracije etanola u dobro i u loSe prokrvljenim
tkivima. Otprilike nakon 90 min BAC pocinje da opada konstantnom
brzinom, a ovaj deo grafikona se naziva B - kriva. Kada koncentracija
u krvi opadne ispod 0,10 mg/ml, priblizno nakon 450 minuta,
eliminacija sledi kinetiku prvog reda koja je koncentracijski zavisna,
sa poluvremenom eliminacije od oko 15 minuta (66), a Sto je

posledica prestanka zasi¢enja ADH enzima.

Kriva promene koncentracije etanola u funkciji vremena je prvi
put opisana od strane Erika Vidmarka (51), i moze se predstaviti na

slededi nacin:

C=GCo - Bt
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e C: predstavlja koncentraciju etanola u odredenom vremenskom
momentu u fazi eliminacije

e Co je ekstrapolacijom dobijena maksimalna koncentracija
etanola u slucaju da se resorbuje celokupna koli¢ina popijenog
alkohola a bez znacajnije eliminacije.

e Faktor B predstavlja brzinu eliminacije etanola iz krvi

e tje vreme u minutima.

Brzina eliminacije etanola iz krvi kod osoba koje umereno
konzumiraju alkoholna pi¢a je izmedu 0,10 i 0,20 mg/ml/1h, sa
srednjom vrednos¢u od 0,15 mg/ml/1h (54, 55). Kod alkoholisanih
vozaca i osoba na detoksikacionoj terapiji prosecne vrednosti su nesto
vece i iznose 0,19 i 0,22 mg/ml/h (67, 68), Sto je rezultat stimulacije
produkcije mikrozomalnih P4502E1 enzima. Ovi enzimi imaju visu
Mihaelisovu konstantu Km (60-80 mg/dl) u odnosu na ADH (2-5
mg/dl), tako da je pad koncentracije kod alkoholi¢ara strmiji u odnosu
na opsStu populaciju. U kontrolisanim studija srednja vrednost beta
eliminacionog faktora kod alkoholiCara iznosila je u proseku 0,22
mg/ml, sa rasponom od 13 do 36 mg/ml. Oboljenja jetre, npr.

hepatitis ili ciroza, nemaju uticaj na eliminaciju (47, 68, 69).

Brzina eliminacije se ne menja znacajno u odnosu na doba
dana, ali je gastricno praznjenje ubrzano u jutarnjim satima, Sto se
ogleda u tome da je vrsni BAC za oko 1/3 vedi i postize se brze
ukoliko je alkohol konzumiran u periodu izmedu 07,15 i 07,45 Casova
ujutru, u poredenju sa istim vremenskim periodom u vecernjim
casovima. PusSenje cigareta usporava gastricno praznjenje, te
posledicno usporenje apsorpcije etanola kod pusaca rezultira i nesto

nizim vrsnim BAC vrednostima (70,71).
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Uzimajuci u obzir razli¢ite procente vode u telu i u krvi, jedinice
kojima se izrazava maseno - maseni ili maseno - zapreminski odnos
etanola u krvi tj. telu, kao i uzorke koris¢ene u laboratoriji za
utvrdivanje BAC (plazma ili puna krv), jos je Vidmark odredio faktor
distribucije - r, koji predstavlja odnos izmedu koli¢ine etanola u telu i
u krvi; novija istrazivanja su pokazala da su prosecne vrednosti ovog
faktora kod muskih osoba 0,7 I/kg, a kod zenskih osoba 0,6 I/kg, sa
verovatno¢om od 95% (47). Distribucioni faktor pre svega zavisi od
Zivotnog doba i proporcije masnog tkiva u organizmu. Vrednosti ovog
faktora zavise i od toga da li su za potrebe analize uzeti uzorci pune

krvi ili plazme (72).

Poznajuci faktor distribucije moze se matematickim putem
odrediti odnos izmedu koli¢ine etanola u telu i maksimalne

koncentracije u krvi, Sto se predstavlja formulom
Co = A/(p xr), gde je

e A - koli¢ina resorbovanog alkohola u organizmu u gramima,
e p - telesna masa u kg

e r - Vidmarkov redukcioni faktor.

Ova jednadina omoguca ekstrapolaciju koncetracije etanola u
krvi na osnovu poznavanja koli¢ine i vrste popijenog i resorbovanog

alkoholnog pi¢a i obrnuto.

U praksi, kada se na osnovu kolicine popijenog pica
preracunava BAC, neophodno je pretpostaviti da se absorbovalo
100% unetog alkohola, te da se u momentu uzorkovanja sva kolic¢ina
alkohola distribuirala po perifernim tkivima, sto se, naravno, u praksi
nikada ne deSava. Takode velika varijabilnost redukcionog faktora

dovela je do eksperimentalnih rezultata gde je konstatovana
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individualna varijabilnost najmanje 20% sa stepenom poverenja od
95%, na nasumicno 100 odabranih ispitanika (73). Uprkos tome,
moze se rec¢i da je Vidmarkova racunska metoda za retrogradno
preracunavanje alkoholemije ili koli¢ine unetog alkohola i dalje
dominantna u sudskomedicinskoj praksi (55). Ovo je narocito vazno
kod unosa malih koli¢ina etanola, nakon obroka, jer je u ovim

okolnostima raspolozivost etanola smanjena i do 60% (74).

Osim Vidmarkovog kinetickog modela postoje istrazivanja koja
se baziraju na Mihaelis—-Mentenovoj kinetici, drugim modelima
saturacije, a u poslednje vreme postoje istrazivanja kinetike etanola
bazirana na trokompartmanskim i nekompartmanskim metodama
(75-84).

Endogeni etanol u organizmu nastaje spontanom produkcijom u
sklopu razli¢itih metabolickih procesa, i meren metodom gasne
hromatografije ne iznosi vise od 0,03 mg/ml. U Japanu je kod
izvesnog procenta osoba ustanovljeno da pod uticajem gljivice
Candida albicans, koja ¢ini normalu floru gastrointestinalnog trakta, u
crevima moze da nastane znacajna fermentacija ugljenih hidrata i
sledstvena spontana produkcija vecih koli¢ina etanola, Sto je poznato
pod imenom sindrom sopstvene pivare (eng. auto-brewery syndrome)
(85).

Postmortalni etanol u leSu nastaje u sklopu posmrtnih promena
- autolize, truljenja i sl., dejstvom mikroorganizama (pre svega
glivice Candida albicans) koji s jedne strane izazivaju alkoholno
vrenje ugljenih hidrata, a s druge strane u sklopu leSnih promena
dolazi do razgradnje ADH, ¢ime se pospesuje akumulacija etanola u

tkivima.
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1.6. Odredivanje alkoholemije kod zivih osoba u klinicke i

forenzicke svrhe

Jos krajem XIX veka vrseno je merenje koncentracije etanola u
bioloskim uzorcima kao Sto su puna krv, plazma, serum urin,
pljuvacka. Tokom decenija razvoj ovih metoda doveo je do toga da su

one postale sofisticirane, senzitivne i veoma precizne (86).

Za razliku od mnogih laboratorijskih analiza, merenje
koncentracije alkohola u tkivima ima duboko ukorenjene socijalne i
pravne implikacije. Postoji jasna veza izmedu stepena alkoholemije i
psihomotornih poremedaja, Sto poseban znacaj ima u saobradajnim
nezgodama, ali i kod povreda na radu, u domadinstvu itd. Shodno
tome, zakonodavstvo razliCitih zemalja propisuje najvisi dozvoljeni
nivo etanola u krvi za vozace amatere, koji se krec¢e od 0,20 mg/ml u
Svedskoj, 0,50 mg/ml u veéini evropskih zemalja, do 0,80 mg/ml u
SAD, Kanadi i Velikoj Britaniji (87). U Srbiji Zakon o bezbedosti
saobracaja na putevima (skr. ZOBS) propisuje da gornja dozvoljena
granica alkoholemije iznosi 0,3 mg/ml (88-93). Ovakva zakonska
regulativa ima i ekonomski aspekt, jer osiguravajuc¢a drustva mogu
da ne priznaju naplatu Stete ukoliko je kod vozaca nadena veca

koncentracija etanola od dozvoljene.

Osim forenzickog i pravnog aspekta, brza, pouzdana i precizna
metodologija za odredivanje alkoholemije neophodna je i u klinicke
svrhe, pre svega na odeljenjima urgentne i intenzivhe medicine. Sa
klinickog aspekta neophodno je prepoznati da li kod pacijenata u
besvesnom stanju npr. postoji visoka alkoholemija, ili je koma
posledica npr. intrakranijalnog krvarenja, njihove medusobne
kombinacije i sl. Prisustvo intrakranijalnih hematoma vrlo cesto

iziskuje hitnu hirursku intervenciju, a odredivanje alkoholemije u
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znatnoj meri pomaze u diferencijalnoj dijagnostici besvesnih stanja
(94). Osim neurotraume i komatoznih stanja koja su u vezi sa
intrakranijalnim poremecajima, analiza alkoholemije je od velike
vaznosti i za razlikovanje drugih, ¢esto mnogo opasnijih intoksikacija
(npr. metanolom i etilen glikolom), jer se na osnovu analize donosi
odluka o invazivhom terapijskom pristupu - hemodijalizi, kojom se
odstranjuju toksi¢ni produkti metabolizma ovih supstanci - mravlja

kiselina kod metanola, oksalna kiselina kod etilen glikola (95).

Kada se govori o odredivanju alkoholemije, a narocito
interpretaciji dobijenih rezultata, potrebno je razlikovati postupke i
problematiku kod klinickih uzoraka dobijenih od zivih osoba, i

postmortalnih uzoraka, o ¢emu ¢e se posebno govoriti.

Jedna od vaznih razlika prilikom odredivanja alkoholemije u
klinicke i forenziCke svrhe je adekvatna upotreba mernih jedinica i
njihov medusobni odnos. U klinickim hemijskim laboratorijama koriste
se jedinice po SI sistemu, u kojem se alkoholemija izrazava u mmol/L
ili mol/L, gde je mol jedicina mase a litar zapremine. U
sudskomedicinskim toksikoloskim laboratorijama se pak koncetracija
etanola izrazava ili kao maseno zapreminski odnos (mg/dL, g/L, g/dL
ili mg/ml), ili kao maseno maseni odnos (g/kg ili mg/g). Maseno
maseni odnos je numericki manji od maseno - zapreminskog za oko
5,5% zato Sto je specificna tezina pune krvi u proseku 1,055 (1 mL
pune krvi ima masu od 1,055g), tako da je koncentracija etanola u
krvi od 1mg/ml ekvivalent koncetraciji od 1,055 g/kg tj. 21,7 mmol/L.
Tabelarno je dat prikazrazlictih jedinica koje se koriste u klinicke i u
forenzicke svrhe u odredivanju alkoholemije moze se analizirati

tabelarno:
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mg/ml ili g/l mg/100ml g/100mi g/kg ili muU ili

ili mg/dl ili g% mg/g mmol/I
0,47 10,8

80 0,08 0,76 19,1
100 0,1 0,95 21,7
200 0,2 1,89 43,4
500 0,5 4,74 108,6

Tabela 2. Medusobni odnosi razlicitih mernih jedinica za

izrazavanje alkoholemije

Kada se uzorci krvi analiziraju u forenzicke svrhe obic¢no se vrse
dve ili cdak tri analize istog uzorka, da bi se sa Sto velom
verovatno¢om iskljucila greska u metodi. Na osnovu odredivanja
srednje vrednosti mogucde je doneti zakljucak o intervalu poverenja od
95%, 99% ili 99,9%, u zavisnosti od potrebe za vecim ili manjim
stepenom preciznosti (96). U klinickoj praksi ovo nije slucaj, ve¢ se
najcesée kao vrednost alkoholemije uzima rezultat jedne analize, a
varijabilnost ili nepreciznost analiticke metode se prati preko
koeficijenta varijacije (CV%) koji potice od analiziranja kalibracionog

standarda sa uzorcima nepoznatog porekla (97).

Druga razlika u radu klinickih i forenzickih laboratorija je tip
uzoraka koji se analizira. Dok se sudskomedicinskim laboratorijama
dostavljaju uzorci pune krvi koja je cesto hemolizirana ili sa
prisustvom ugrusaka, u klinickim laboratorijama su veoma Ccesti
uzorci plazme ili seruma. Puna krv, plazma i serum se izmedu ostalog
razlikuju u sadrzaju vode (prosecno 80,1% vode za punu krv, 91,8%
za plazmu i serum). Stoga se rezultati alkoholemije dobijene analizom

plazme ili seruma ne bi smeli a priori koristiti u sudske svrhe, bez
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prethodne analize dobijenih rezultata od strane sertifikovane
forenzicko-toksikoloske laboratorije. (98). Prilikom eksperimentalne
analize alkoholemije u punoj krvi i plazmi, kod zdravih ispitanika i
nakon konzumacije 0,30 g/kg etanola, dobijene krive uvek pokazuju
vise vrednosti u plazmi nego u punoj krvi, sto je i ocekivano zbog
razliCitog sadrzaja vode. U istom radu odnos izmedu koncentracije

etanola u plazmi i u punoj krvi iznosio je 1,14:1 (99).

Po nekim autorima kao Sto je Rejni (100), ukoliko se
koncetracije etanola u plazmi ili serumu koriste u forenzicke svrhe
neophodno je koristiti odnos od 1,22 koji odgovarala intervalu od +
2SD, a ne 1,14 zbog mnogobrojnih mogucih bioloskih i analitickih

varijacija tokom analiza.
1.7. Metode za utvrdivanje etanola u telesnim te¢nostima

Prva kvantitativha metoda za utvrdivanje kocentracije alkohola
u krvi u forenzickoj praksi razvijena je davne 1922. od strane
Vidmarka, i bazirala se na hemijskoj reakciji oksidacije. Vidmarkova
metoda nije bila specificna za etanol, ve¢ je davala pozitivan rezultat i
na druge isparljive supstance kao Sto su etar, metanol ili aceton. Ove
analiticke metode su danas zastarele i ne koriste se ni u klinickim niti

u forenzi¢kim laboratorijama.

Nakon otkriéa enzima alkoholne dehidrogenaze, razvile su se
tzv. enzimatske, ili ADH metode za utvrdivanje alkoholemije. Ove
metode su bile selektivnije u odnosu na oksidativhu metodu, ali su i
dalje davale pozitivan rezultat na prisustvo drugih primarnih alkohola
(npr. n-propanol), serumskih laktata ili laktatne dehidrogenaze, Sto je

za posledicu imalo lazno visoke rezultate, (101, 102).
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Danas je metoda izbora za kvalitativnhu i kvantitativhu analizu
etanola u telesnim te¢nostima gasna hromatografija (GC) sa plameno
jonizujuéim detektorom (FID), kako u forenzi¢ko-toksikoloskim, tako i
u klinickim laboratorijama (86), uz upotrebu ili direktnog injektovanija

ili hedspejs - headspace uzorkovanja (HS) (103, 104).

Hedspejs uzorkovanje ima prednost u odnosu na direktno
injektovanje jer ne dolazi do propterecenja hromatografskih kolona
neisparljivim sastojcima krvi. Prilikom upotrebe HS-GC metode mora
se voditi raCuna da se minimizira ili eliminiSe matrix efekat, a prilikom
upotrebe etanola kao standarda za kalibraciju instrumenta i kontrolu
preciznosti (105,106). Ovo se najbolje postize razblazivanjem uzorka
krvi u odnosu 1:5ili 1:10 vodenim rastvorom internog standarda kao
Sto je npr. n-propanol ili t-butanol. Druga tehnika, tzv. isoljavanja,
zasniva se na zasi¢enju bioloskih uzoraka i vodenog standarda
neorganskim solima, nije preporucljiva u svakodnevnoj praksi, ali
moze naci primenu ukoliko se analiziraju izuzetno male koliCine

isparljivih supstanci u uzorku (107).
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Slika 5. Shematski prikaz hedspejs analize uz upotrebu dva

interna standarda

BioloSki uzorci koji se Salju na analizu trebalo bi da se
analiziraju dva puta, najbolje na dva razlicita hromatografska
sistema, Cime se omogucavaju razliCita vremena retencije za etanol i
interni standard. Moguce je kao interne standarde na dva sistema
koristiti n-propanol i t-butanol, tim pre sto je kod posmrtnih uzoraka

moguce stvaranje propanola dokom truljenja i dekompozicije (108).

Preciznost  ovakve rutinske analize je visoka, sa
intralaboratorijskim varijacijama ispod 1%, a interlaboratorijskim 3-
4% (109). Varijacije u vrednostima alkoholemije u uzorcima
dobijenim venepunkcijom iz razliCitih delova tela su pak znacajnije, o
¢emu se mora voditi racuna kada se ovi rezultati interpretiraju u
sudske svrhe, poredenjem sa zakonski dozvoljenom koncetracijom
etanola u krvi (110).
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1.8. Etanol u izdahnutom vazduhu

Mala koli¢ina unetog etanola se eliminiSe iz organizma u
nepromenjenom obliku, putem izdahnutog vazduha, Sto predstavlja
osnovu za brzo i neinvazivho merenje alkoholemije. Na slican nacin
moguce je merenje koncentracije i drugih isparljivih supstanci u krvi,
sa posledicnom primenom u klinickoj i dijagnosti¢koj medicini (111,
112). Ipak, glavna primena ove metode je u testiranju vozaca na
prisustvo alkohola u organizmu i to od strane policije na mestu
saobracajne nezgode. Ova metoda je u SAD od skora nasla primenu i
u testiranju radnika na radnom mestu, a u svrhu skrininga (86, 113).
Postoje dve osnovne kategorije instrumenata koje se koriste ili za
kvalitativno  dokazivanje  prisustva etanola u izdahnutom
vazduhu/organizmu, ili za kvantitativno utvrdivanje njegove

koncentracije.

Aparati koji se koriste za skrining etanola u sebi sadrze
elektrohemijske senzore koji oksidisu etanol u izdahnutom vazduhu
do acetaldehida, pri ¢emu nastaje oslobadanje elektrona - elektri¢ne
struje, Ciji je napon direktno proporcionalan koncentraciji etanola u
izdahnutom vazduhu. Aceton ne daje lazno negativne rezultaze, ali su
oni mogudi ukoliko postoji visoka koncentracija metanola, il

izopropanola, koji pokrecu istu hemijsku reakciju (114, 115).

Aparati koji se koriste na terenu od strane policije i Ciji se
rezultati mogu Kkoristiti u dokaznom postupku na sudu, svoj rad
baziraju na apsorpciji infracrvenih zraka talasne duzine 3,4 uym i 9,5
Mm, koji odgovaraju C-H i C-O vibracionom rastezanju atomskih veza
unutar molekula etanola (116). Selektivhost na etanol moze biti

povecana kombinacijom sa elektrohemijskom reakcijom. Jedan od
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takvih aparata koji se koriste i u nasoj drzavi od strane pripadnika
MUP-a je Dreger Alcotest® 7410.

Pre samog testiranja inkriminisanog subjekta neophodan je
petnaestominutni opservacioni period, kako bi se apsorbovao sav
etanol koji je eventualno konzumiran neposredno pre ispitivanja
(117).

Generalno je prihvaéeno da odnos koncentracije etanola u krvi
(BAC) i u izdahnutom vazduhu (BrAC) iznosi 2100:1, Sto je u nekim

zemljama kao Sto su SAD uneseno i u zakonsku legislativu (116).

Empirijske studije su pak pokazale da ovaj odnos daje rezultate
koji su za oko 10% nizi od BAC u venskoj krvi 1-2 sata nakon
prestanka pijenja (118), te je kalibracija aparata preciznija ukoliko se

kao odnos koristi vrednost od 2300:1.

Ukoliko se rezultati dobijeni upotrebom alkotestiranja na ovaj
nacin koriste u klinicke svrhe za procenu koncentracije etanola u
serumu i plazmi, odnos mora biti jos vedi, oko 2600:1, zbog toga Sto

puna krv ima oko 14% manje etanola u odnosu na plazmu ili serum.

Danas u mnogim zemljama postoje odvojeni zakonski limiti za
koncentraciju etanola u izdahnutom vazduhu - BrAC i za
koncentraciju etanola krvi - BAC, cime se izbegavaju inter i

intraindividualne varijacije u odnosu ovih koncentracija (116).

1.9. Kontrola kvaliteta analize etanola u laboratorijskim

uslovima

Kada se govori o analizi etanola iz bioloskih uzoraka za sudske
potrebe, neophodno je precizno dokumentovati svaki korak u tzv.

lancu nadzora nad uzorkovanjem (eng. chain of custody). U
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postupanju sa uzorcima svaki korak mora biti zabelezen, kao i sve
osobe koje su tokom prikupljanja, transporta, analize i Cuvanja
uzoraka dolazile u kontakt sa istim. Ukoliko se i viSe meseci nakon
inicijalnog uzorkovanja ukaze potreba za ponavljanjem postupka,
neophodno je imati podatke o kalibraciji aparata na dan analize, kao i
o sprovedenim unutrasnjim i spoljasnjim testovima kontrole. Svi ovi
¢inioci u postupanju sa uzorcima koji se Salju na analizu etanola mogu

se podeliti na preanaliticke, analiticke i postanaliticke.
1.9.1. Preanaliticki faktori

Pacijentu je neophodno pruziti informacije o razlozima uzimanja
uzoraka krvi, i ako je potrebno treba od njega dobiti pisani
informisani pristanak. Za uzimanje uzorka najCesce se koriste tzv.
vakutaner epruvete od 5 ili 10 ml, uz podrazumevanu upotrebu
sterilne instrumentacije (igle, braunile u klinickim uslovima i sl.).
Mesto uzorkovanja je naj¢esSce prednja lakatna vena, a potrebno je
uzeti adekvatnu koli¢inu krvi ukoliko se ukaze potreba za ponovnim
testiranjem. Kozu je potrebno odistiti vodom i sapunom a ne
organskim rastvaraCem (npr. etar ili izopropanol). Krv ne treba uzeti
iz vene u koju je intravenski administriran lek ili infuzija (119). Nakon
uzimanja krvi epruvetu treba lagano protresti, da bi se olakSalo
rastvaranje hemijskih supstanci koje se koriste kao konzervansi -
kalijum oksalata kao antikoagulansa i natrijum fluorida koji sprecava
enzimsku, bakterijsku i gljivicnu aktivnost u uzorku. Svaki uzorak
mora biti oznaden imenom i prezimenom osobe od koje je uzet
uzorak, a posebno se naznacava vreme uzorkovanja. Takode moraju
biti dostupni podaci o osobi koja je izvrSila uzorkovanje. Nakon
oznaCavanja, a do inicijalne analize, uzorke je potrebno cuvati u

frizideru, na +4 °C.
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1.9.2. Analiticki faktori

Prilikom prijema uzoraka u laboratoriju isti moraju biti pazljivo
ispitani u smislu integriteta epruveta i Cepova, kao i da |li postoje
vidljivi ugrusci u uzorku ili izgled uzorka pobuduje sumnju na
prekomerno razblazenje. Svaka eventualna nezgoda tokom transporta
i prijema mora biti notirana, kao i datum i vreme prijema uzoraka.
Svaki uzorak mora biti oznacen odgovaraju¢im identifikacionim
brojem, koji ¢e se koristiti u svakom slede¢em koraku laboratorijskog
postupanja. Frakcija eritrocita i plazme u uzorku mora biti izmeSana
pre same analize, a prisustvo neidentifikovanih pikova na
hromatogramu moze da ukaze na prisustvo drugih isparljivih

supstanci u krvi, osim samog etanola.
1.9.3. Postanaliticki faktori

Preporuka je da se analiza alkoholemije u istom uzorku vrsSi
najmanje dva puta, pri ¢emu se notira razlika u dobijenim
rezultatima. Ove razlike rastu sa porastom alkoholemije zbog pada
preciznosti metode. Neophodno je ustanoviti stepen promene
alkoholemije u uzorcima koji se cuvaju u frizideru ili u zamrznutom
stanju, te ukoliko se ponovo vrsi analiza nakon odredenog vremena
moguce je izvrSiti korekcije ukoliko postoji pravilnost u promenama
(120, 121).

1.10. Analiza postmortalnih uzoraka na etanol i interpretacija

rezultata

Kako je vel¢ navedeno, analiza etanola je na samom vrhu
uCestalosti u svakodnevnom radu forenzickih  toksikoloskih
laboratorija. Samo utvrdivanje alkoholemije se ne razlikuje

metodoloski od onog kod zivih ljudi, ali je dobijenu koncentraciju
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neophodno interpretirati u odnosu na to da li je osoba zaista
konzumirala alkoholna pi¢a pre smrti, u koje vreme, i da |i ta
koncentracija prelazi zakonske limite (122). Kod donosenja ovakvih
zakljuCaka koji su bazirana na analizi postmortalnih uzorka, zbog
velikog broja artefakata koji mogu uticati na konacni ishod, potrebno
je biti posebno oprezan (122, 123). Stanje tela u smislu stepena
razvoja lesnih osobina i promena, vreme koje je proteklo izmedu
smrti i obdukcije, uslovi spoljasnje sredine - temperatura i vlaznost,
kao i sama vrsta uzoraka, samo su neki od faktora koji se moraju
uzeti u obzir. Pod odredenim uslovima etanol se stvara nakon smrti,
fermentacijom glukoze od strane mikroorganizama, Sto predstavlja
poseban prolem kod leSeva u fazi raspadanja (124, 125).
Postmortalna difuzija etanola iz zeluca u okolna tkiva kod osoba koje
su preminule ubrzo nakon konzumacije alkohola je joS jedan od
mogucih problema sa kojim se susrecu forenzicki toksikolozi u radu sa

postmortalnim uzorcima (125, 126).

Istorijski posmatrano, prvi radovi na temu postmortalne analize
etanola vode poreklo iz nemackog govornog podruéja i iz
Skandinavije (127, 128), koji su vrlo detaljno opisali problematiku sa
kojom se i danas susrecu lekari forenzicari i toksikolozi, ali s obzirom
na jezicku barijeru, nisu dobili zasluzeno internacionalno priznanje.
Zahvaljuju¢i ovim pionirskim, ali i svim drugim radovima i
istrazivanjima koja su usledila, danas se osnovni problemi u analizi
posmortalnih uzoraka mogu svrstati u sledece: uzorkovanje, analiza,
vrsta uzorka koja se analizira, problemi mikrobioloSke kontaminacije i

dekompozicije, problemi postmortalne difuzije i produkcije etanola.
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1.10.1. Postmortalno uzorkovanje tkiva za analizu etanola

Na osnovu vecéeg broja istrazivanja zakljuceno je da je najbolje
mesto za postmortalno uzorkovanje krvi femoralna vena, a ukoliko je
mogucée potrebno je uzeti urin i staklasto telo za analizu (129).
Ovakva standardizacija u znatnoj meri olakSava inter i
intralaboratorijska poredenja dobijenih rezultata (130). Preporucena
mesta uzorkovanja navedena su u tabeli 2, i to po opadajuc¢em
redosledu pouzdanosti. Mnoga zakonodavstva osim koncentracije u

krvi kod zivih osoba posebno propisuju dozvoljene koncentracije u

izdahnutom vazduhu i u mokradi.

Zive osobe Legevi

Venska krv Krv iz femoralne vene
Kapilarna krv Krv iz sréanih Supljina
Plazma/serum Krv iz ugrusaka

Urin Urin iz mokrac¢ne besike
Suze Staklasto telo
Cerebrospinalna tecnost Cerebrospinalna tec¢nost
Pljuvacka Zué
Znoj Sinovijalna tecnost

Izdahnuti vazduh Mozak, skeletni misi¢, jetra

Tabela 3. Podobna tkiva za uzimanje uzoraka radi analize

koncentracije etanola kod zivih osoba i kod leSeva

Epruvete koje se koriste za uzimanje uzoraka i njihov transport
do laboratorije trebale bi da sadrze konzervans u vidu kalijum ili
natrijum fluorida, kao Sto je ve¢ navedeno u delu koji se odnosi na

uzorkovanje kod zivih osoba. Medutim, s obzirom na brzu propagaciju
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mikroogranizama u telu nakon smrti, standardni vakutaneri od 5 ili 10
ml sadrze otprilike 16 mg NaF, Sto nije dovoljna koli¢ina kod

posmortalnih uzoraka, za razliku od zivih osoba (131, 132).

Sve epruvete moraju biti adekvatno obelezene, a posebno se
mora voditi racuna o tome da se u epruveti nalazi Sto manja koli¢ina
vazduha da bi se smanjla moguénost evaporacije. Vakutaneri se do

analize ¢uvaju na temperaturi od 4 °C.

Kao i kod zivih osoba, gasna hromatografija sa hedspejs
uzorkovanjem je metoda izbora prilikom analiziranja uzoraka, kada se
koncentracija etanola precizno moze ustanoviti nezavisno od prisustva
drugih volatilnih susptanci (acetaldehid, n-propanol, n-butanol).
Znacaj koncentracija etanola u postmortalnim uzorcima krvi ispod 0,3

mg/ml, a bez analize urina i/ili staklastog tela je upitan.
1.10.2. Vrsta tkiva za postmortalnu analizu etanola
1.10.2.1. Analiza krvi

Od svih uzoraka telesnih tecnosti i tkiva, krv na najbolji nacin
omogucava zakljucivanje o tome da li je preminula osoba konzumirala
alkohol pre smrti i da li je u momentu nastupanja smrti bila pod
dejstvom istog. Kada se evaluiraju rezultati i donose zakljucci o ante
mortem konzumaciji etanola, cetiri osnovne stavke moraju biti

nedvosmisleno definisane (133):

e mesto i nacin uzorkovanja krvi

e vreme proteklo od smrti do uzorkovanja, kao i stepen razvoja
posmrtnih promena na telu

e uslovi pod kojima se uzorci ¢uvaju, korisS¢enje konzervansa,
vreme proteklo od inicijalne analize

e metoda koris¢ena za analizu uzorka
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Osim navedenog pozeljno je opisati izgled uzorka, eventualno
postojanje ugrusaka, miris, fluidnost, i ukoliko se proceni kao
neophodno, utvrditi sadrzaj vode u uzorku.

Kod osoba koje su preminule u klinickim uslovima, neophodno
je poznavati tok lecenja i vrstu lekova koju je osoba primala.
Administracija manitola npr. mozZze u znatnom stepenu da olaksa i
pospesi postmortalnu sintezu etanola od strane bakterija (134). U
nekim radovima opisani su sluCajevi nenamerne kontaminacije
aerosolima i rastvorima za ciS¢enje koji se koriste u autopsijskoj sali
(135). Iako je poznato da bi trebalo izbegavati 70% etanol kao
dezinficijens koze na mestu uzorkovanja, studije su pokazale
zanemarljiv rizik od apsorpcije etanola preko intaktne koze (136),
iako su u literaturi navedeni pojedinacni slucajevi kontaminacije krvi u
femoralnoj veni dezinfikovanjem lacerirane i povredene koze pre
operacije (137).

Preporu¢eno mesto uzimanja uzorka postmortalne krvi je
svakako femoralna vena (130). Iako su male intra i
interlaboratorijske varijacije u analiziranim uzorcima istog tkiva,
koncentracije etanola u uzorcima razlicitih tkiva variraju u znac¢ajnom
stepenu (138). Ovo se delimicno mozZe objasniti razli¢itim sadrzajem
vode, celija i eventualnim prisustvom ugrusaka. Nazalost, u
svakodnevnoj praksi Cesto se srecu slucajevi gde je krv uzeta iz
sréane Supljine, ili joS gore, zahvacena iz pleuralne duplje kao
zamena za pravilno uzorkovanje (139). Ovakvo postupanje olakSava
kontaminaciju uzoraka etanolom koji je difundovao nakon smrti iz
Zeluca u okolna tkiva, ili koji je dospeo u plué¢no tkivo nakon agonalne
aspiracije zeludacnog sadrzaja u kojem je bilo alkohola. Podrazumeva

se da je kontaminacija neizbezna ukoliko postoje povrede Zzeluca,
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creva, pluca, jetre, tj. organa koji aktivno ucestvuju u metabolizmu
etanola. Krv iz femoralne vene je i u ovim slucajevima podoban
uzorak jer je i fizicki udaljena od povredenog tkiva, a takode krv u
femoralnoj veni je najmanje podlozna leSnim promenama, i kao takva
je uzorak izbora za postmortalnu toksikolosku analizu etanola. Krv iz
srcanih komora moze da predstavlja adekvatnu zamenu ukoliko je
volumen dostupne femoralne krvi isuvise mali.

Pitanje interpretacije dobijenih rezultata u odnosu na procenu
zazivotnog stepena alkoholisanosti, ili donoSenje zakljucka o Stetnom
efektu visoke alkoholemije kao uzroka smrti je i dalje predmet
mnogih istrazivanja. BAC neophodan da izazove smrtni ishod u
znatnom stepenu zavisi od zivotnog doba, navike i tolerancije na
dejstvo etanola (140). Novije studije su pokazale da je srednja letalna
koncentracija etanola u uzorcima femoralne krvi sa obdukcija, u
odsustvu drugih lekova ili opojnih supstanci, iznosila 3,60 mg/ml, sa
SD od 0,86 mg/ml i rasponom od 0,74 mg/ml do 6,80 mg/ml, pri
¢emu 95% populacije ulazi u opseg od 2,2 mg/ml do 5 mg/ml (140,
141), Sto se moze i shematski prikazati (grafikon 1). Osnovano je
pretpostaviti da ¢e BAC u postmortalnim uzorcima svakako biti nizi od
antemortem postignutog maksimuma, zbog metabolizma etanola od
prestanka konzumacije do momenta smrti (142, 143, 144).
Eliminacija, kako je navedeno, kod alkoholi¢ara moze biti i veca od
0,3 mg/ml (144).
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Slika 6. Ucestalost letalnih koncentracija etanola u krvi.

Kada se govori o alkoholu kao konkuriSu¢em uzroku smrti,
poznato je da akutna intoksikacija etanolom olakSava nastupanje
hipotermije prilikom izlozenosti niskim spoljasnjim temperaturama,
kada smrt nastupa i pri BAC cCije su vrednosti nize od letalnih (140). U
alkoholisanom stanju sa poremecajem svesti (stupor, koma) moguce
je nastupanje smrtnog ishoda usled akcidentalne traume, pozicione
asfiksije ili asfiksije usled aspiracije povra¢enog sadrzaja, u ¢emu
znacajnu ulogu ima visoka koncentracija etanola (145). Sinergisticko
i/ili aditivho na toksi¢ne efekte etanola utice i istovremeni unos lekova
ili opojnih droga, poput opijata, antidepresiva, hipnotika, nekih
antiepileptika i antipsihotika, itd. (141).

Kod postmortalne toksikoloske analize, preporucuje se da BAC
ispod 0,1 mg/ml ne bi trebalo beleziti kao pozitivan rezultat, jer je

ovaj nivo svakako na nivou limita kvantitacije HS-GC metode, a time
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se svakako izbegavaju nepotrebne spekulacije o ovako niskim BAC u
zakonskom smislu (npr. kod profesionalnih vozaca).

U slucajevima kada je smrt prouzrokovana povisenjem
intrakranijalnog pritiska zbog epiduralnog ili subduralnog hematoma
analiza koncentracije etanola u hematomu moze biti korisnija od
uzorka krvi iz femoralne vene ili sréanih Supljina. Posle ovakvih
povreda Zrtva Cesto nadzivljava nekoliko Casova, tokom kog perioda
se se alkohol iz periferne krvi eliminiSe, a BAC smanjuje. Zbog
redukovane cirkulacije u povredenim regionima mozga, zbog
zgruSavanja i povreda krvnih sudova, etanol se u hematomu se ne
metabolise istim ritmom kao iz cirkulacije, i u ovakvim slucajevima
moze biti znacajan pokazatelj BAC u vreme kada se dogodilo
povredivanje. Ipak, potrebno je zadrzati izvestan stepen opreza
prilikom donosenja ovakvih zakljuCaka, jer nakon inicijalne traume
povredene osobe mogu da nastave da konzumiraju alkoholna pica.
Kod povreda pracenih ranama poglavine olaksan je prodor bakterija
intrakranijalno, sa moguénos¢u pojacane sinteze etanola u ugrusku
nakon krvi (146, 147, 148).

Prethodno smo ve¢ komentarisali odredivanje sadrzaja vode u
uzorku i razliku koja zbog toga postoji kod odredivanja BAC u uzorku
pune krvi i seruma/plazme kod zZivih osoba. Nakon smrti dolazi do
postepenog gubitka vode iz organizma, a odnos voda/telesna masa
nakon duzeg postmortalnog intervala iznosi oko 71,9% (od 65 do
85%), za razliku od oko 80% kod zivih osoba (149). Mnogi autori,
naroCito u Nemackoj, predlagali su korekciju preracunatog BAC na
sadrzaj vode od 80%, Sto bi korespondiralo prose¢nom odnosu kod
zivih osoba, ali u praksi ovaj predlog nije nasao primenu u drugim
zemljama (150). Sam postupak odredivanja sadrzaja vode u krvi i

tkivima je relativno jednostavan, i njegov znacaj ostaje rezervisan za
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sluCajeve kada se BAC preracunava u odnosu na uzorke koaguluma ili
solidnih tkiva (122).

1.10.2.2. Analiza urina

Pored krvi, urin je drugi najsesée koriS¢eni uzorak telesnih
teCnosti koji se nakon obdukcije Salje na analizu etanola u
toksikolosku laboratoriju. Urin je neophodno uzeti sterilnom iglom
kroz intaktan zid mokracne beSike, a zatim se stavlja u plasti¢ne
flaSice sa fluoridnim konzervansom (cca 1-2%), nakon cega se
transportuje u laboratoriju na analizu ili se do momenta analize ¢uva
u frizideru, na 4°C (151).

Kvantitativni odnos izmedu koncentracije etanola u urinu (UAC)
i krvi (BAC) proucavan je dugo (152). Neke osnovne razlike ogledaju
se pre svega u razli¢itom sadrzaju vode (u urinu prose¢no 99-99,9%,
a u punoj krvi 80%). Takode, postoji vremenski pomak krive UAC u
odnosu na BAC, tj. pik koncentracije u mokradi javlja se kasnije u
odnosu na krv, te je i tokom faze eliminacije koncentracija u mokradi
veca nego u krvi (153). Preracunom UAC/BAC odnosa na osnovu
dobijenih rezultata analiza mogu se izvuci korisni zakljucci o fazi
alkoholisanosti u kojoj se osoba nalazila u vreme smrti. Naime,
ukoliko su vrednosti priblizno iste ili manje od 1,25, one upucuju na
nekompletnu resorpciju u vreme smrti i na skorasnje konzumiranje
alkohola. Ukoliko je ovaj odnos veci od 1.25, ovakav nalaz upuduje na
zavrSenu fazu resorpcije i dominantnu eliminaciju etanola iz
organizma (154). Ako nalaz nije ubedljiv, a postavlja se pitanje
vremena pijenja, neophodno je tokom obdukcije uzeti i uzorak

Zzeludacnog sadrzaja za analizu koncentracije etanola (155).
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Znacaj urina kao uzorka za analizu koncentracije etanola ogleda
se i u tome Sto ga u najvecoj meri ¢ini voda, i Sto je unutar mokraéne
besSike izolovan od krvotoka i drugih organa, te je mogucnost
postmortalne kontaminacije mikroorganizmima manja u odnosu na
krv. Takode, urin zdravih osoba ili ne sadrzi ili sadrzi glukozu u
tragovima, te je znatno smanjena Sansa za posmtortalnu produkcije
etanola. Nazalost, ovo je i znacajan limitirajuci faktor ove analize kod
osoba obolelih od dijabetesa ili glikozurije (156). Glukoza je najvazniji
supstrat za postmortalnu produkciju etanola od strane bakterija i
gljivica, te npr. nalaz poviSsenog UAC u odsustvu povecane BAC kod
dijabeti¢ara ukazuje na produkciju etanola u mokrac¢i nakon smrti,
npr. gljivicnom fermentacijom glukoze (157). Podaci o prethodnim
bolestima (npr. diabetes mellitus) pokojne osobe stoga ima veliki
znacaj u interpretaciji analize etanola u postmortalnim uzorcima. U
odsustvu ovih podataka, osim analize urina znacajnu pomo¢ moze da
pruzi i odredivanje glukoze u staklastom telu (158).

Ukoliko postoji duzi protok vremena izmedu prestanka pijenja i
smrti moguce je da BAC u autopsijskom uzorku krvi bude prakti¢no
nula, dok se u urinu josS uvek nalazi poviSena koncentracija etanola,
zahvaljujudi zazivotnom metaboliznu i eliminaciji iz krvi putem jetre.
Sto je veca zapremina urina u mokraénoj besici, to je najcedce i vedi
odnos UAC/BAC. Naime, u mokracnoj besici, sa izuzetkom prethodno
navedenih sluCajeva, ne postoji metabolizam etanola, a retrogradna
difuzija u okolna tkiva je prakti¢no zanemarljiv proces (159).

Bez obzira na sve navedeno, kao i na visok stepen korelacije
izmedu UAC i BAC, koncentracija etanola u krvi ne bi trebala da se
preracunava ili analizira isklju¢ivo na osnovu nalaza UAC. Pojedinacna
odstupanja od srednjih vrednosti su velika, sa visokom standardnom

devijacijom, Sto za posledicu ima nesiguran opseg predvidene
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koncentracije etanola u krvi (160). U anglosaksonskom pravu ovo ima
poseban znacaj u zavisnosti od toga da li se radi o krivicnom ili
gradanskopravnom postupku, gde se koriste razliCiti nivoi sigurnosti

dokaza.

1.10.2.3. Analiza staklastog tela

Prva publikacija o ulozi staklastog tela u odredivanju
alkoholemije datira jos iz 60-tih godina proslog veka (161), od kada
je u struc¢noj literaturi objavljen veliki broj publikacija na ovu temu
(162,163,164). Analiza staklastog tela nije od znalaja samo za
utvrdivanje koncentracije etanola, vec i drugih hemijskih jedinjenja u
organizmu, npr. laktata i glukoze kao indikatora hiperglikemije pre
smrti (165). Istrazivanja su pokazala da kako kod analize etnola, tako
i drugih hemijskih supstanci, ne postoji statisticki znacajna razlika u
koncentracijama izmedu uzoraka uzetih iz levog i desnog oka (166).

Najveéa prednost staklastog tela kao uzorka za analizu
hemijskih jedinjenja u organizmu je udaljenost od digestivnog trakta i
velikih krvnih sudova, a samim tim i mala izlozenost potencijalnoj
bakterijskoj kontaminicaji, Sto ima poseban znacaj u slucajevima
politraume ili kada je leS izmenjen truleznim promenama (167). Ovo
¢ini da je staklasto telo posebno podoban uzorak za analizu etanola u
gore navedenim slucajevima, narocito kada postoji trulezna
izmenjenost tela zbog dodatne moguénosti postmortalne sinteze
etanola, iako se mora imati u vidu cinjenica da samo staklasto telo
sadrzi glukozu, koja je upravo osnovni supstrat za postmortem
sintezu alkohola (168). ProseCan odnos etanola u staklastom telu i
krvi je direktno proporcionalna medusobnom odnosu vode izmedu ova

dva tkiva, i iznosi oko 1.15-1.20:1, medutim individualne varijacije su
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velike, i koncetracija etanola u krvi ne bi trebala da se procenjuje na
osnovu ovog odnosa. Na osnovu najmanje tri velike studije u
Nemackoj i SAD, radene na viSe od 500 uzoraka, utvrdeno je da
postoji visok stepen korelacije izmedu koncentracije etanola u krvi i u
staklastom telu (r od 0,936 do 0,979), a u jednom od tri navedena
istrazivanja predlozen je odnos koncentracije VH x 0,81 = BAC, pri
¢emu je VH koncentracija etanola u staklastom telu (eng. Vitreous
Humour) (169, 170).

Vreme potrebno da molekuli etanola prodru u staklasto telo iz
krvotoka je vrlo kratko, te se vrh koncentracije u krvi i u staklastom
telu postizu prakti¢no u isto vreme (171), nakon cega etanol podleze
eliminaciji, po istoj dinamici i mehanizmu kao i iz krvi.

Posebno znacajno za forenzicke analize je Cinjenica da je etanol
u staklastom telu vrlo stabilan u duzem periodu Cuvanja uzoraka, na
niskoj temperaturi (najmanje 4°C), uz upotrebu fluorida kao
prezervansa. Prilikom ispitivanja, tokom cuvanja uzoraka krvi u
trajanju od 12 meseci, pad koncetracije etanola u uzorcima femoralne
krvi iznosio je u proseku 8% (p<0,001), dok ovakva promena nije
uocena u uzorcima staklastog tela (172, 173).

KorisS¢enje staklastog tela za toksikoloSke analize se ne
preporucuje u slucajevima izrazene dehidratacije, kod uznapredovale
dekompozicije lesa, ukoliko su kod preminule osobe za Zivota
dijagnostikovana oftalmoloska oboljenja, ili je vrSena hirurska

intervencija na oku (174).

1.10.2.4. Nekonvencionalni uzorci

Kao Sto je vec recCeno, preporuceni bioloski uzorci za analizu

alkoholemije kod preminulih osoba jesu krv iz femoralne vene, urin i
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staklasto telo. Medutim, u sluCajevima kada je ovakvo uzorkovanje
nemoguce, za potrebe hemijskotoksikoloskih analiza preporucuje se
uzimanje cerebrospinalne i sinovijalne tecnosti, zuci, iseCaka mozga,
poprec¢noprugastih misica, jetre,slezine ili kostane srzi (175-178).

U pojedinim istrazivanjima koriséeni su i drugi uzorci, kao Sto su
tkivo testisa, tecnosti iz truleznih mehurova, sadrzaj paranazalnih
sinusa u slucajevima utopljenja, ili ¢ak perilimfna tec¢nost unutrasnjeg
uva (179, 180).

Prilikom interpretacije rezultata iz ovakvih uzoraka neophodno
je imati na umu razli¢it sadrzaj vode, glukoze i glikogena u ovim
tkivima, kao i mogucu Celijsku vancelijsku enzimsku aktivnost, sto
svakako uti¢e ne samo na inicijalne rezultate, ve¢ i na stabilnost
etanola u tkivima nakon uzorkovanja (181). Npr., organi poput jetre
ili bubrega i nakon smrti u kracem vremenskom periodu zadrzavaju
enzimsku aktivnost, te je odnos etanola u jetri i krvi npr. 0,56, iako je
odnos vode u ovim tkivima priblizno 1:1 (182).

Kod izrazito trulezno izmenjenih leSeva, verovatno najbolji
tkivni uzorak za analizu etanola, ali i drugih hemijskih supstanci u
organizmu, je skeletni misi¢, i to cetvoroglavi misi¢ butine, Ciji je
uzorak mase oko 1g potrebno ise¢i na manje delove, macerirati ili
homogenizovati i izmesSati sa dejonizovanom vodom pre same analize

metodom gasne hromatografije (125, 183).

1.10.3. Efekti dekompozicije i kontaminacije uzoraka

mikroorganizmima
Mogucnost stvaranja i/ili razgradnje etanola u telu ali i u
tkivnim uzorcima sa leSnog materijala, oduvek je predstavljalo

problem u interpretaciji alkoholemije (125, 184-186). Osnovni
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supstrat za proizvodnju etanola u telu nakon smrti predstavlja
glukoza, ciji se porast koncetracije u krvi i tkivima deSava nakom
smrti, upravo zahvaljujuéi aktivnosti mikroorganizama. Zbog toga je u
forenzickim analizama preporucljivo uzrcima dodavati konzervans u
vidu natrijum fluorida (rastvor 1-2%), c¢ime se sprecava dalja
enzimska produkcija etanola. Fluoridni jon inhibisSe viSe razlicitih
enzima u glikolitickom putu (npr. enolaze), a negativho deluje i na
aktivnost gljivica i plesni, odgovornih za fermentaciju glukoze i
stvaranje etanola (125, 187). Zbog postomortalne sinteze mogu¢ je
porast koncentracije etanola u uzorcima i do 0,3 mg/ml (125), a u
zavisnosti od vrste, anatomske lokalizacije uzorkovanog tkiva,
moguce blizine digestivhog trakta, sadrzaja glukoze, uzroka smrti
(npr. politrauma), (ne)koris¢enja konzervansa, itd. (188).

Bakterijski kontaminanti mogi biti, osim stvaranja etanola,
odgovorni i za smanjivanje njegove koncentracije u tkivnim uzorcima,
naroCito onim uzetim sa leSnog materijala (167, 189). Osim moguce
kontaminacije, na gubitak etanola iz wuzoraka utiCe vreme
prezervacije, temperatura na kojoj se cuvaju uzorci, isparljivost
etanola prilikom otvaranja uzorkovanog tkiva kao i enzimska i
neenzimska oksidacija etanola putem oksihemoglobina iz eritrocita
(190).

Upravo iz prethodno navedenih razloga, u toksikoloskoj
sudskomedicinskoj praksi postoji potreba za razlikovanjem porekla
poviSene koncentracije etanola u uzorcima, tj. da li je nalaz posledica
antemortem konzumiranja alkoholnih pica, ili se moZe pripisati
postmortalnoj produkciji alkohola, narocito kada su u pitanju uzorci sa
trulezno izmenjenih leseva (191). U tom cilju pokusano je da se
utvrdi koji bi biohemijski indikatori ukazivali na konzumaciju etanola

pre smrti. Jedna od najceSée pominjanih supstanci jeste etil-
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glukuronid, ciji nalaz podrazumeva da je metabolisanje etanola
postojalo tokom zivota, ali ne i nakon smrti (192). Sam nalaz etil-
glukuronida nije dokaz poviSene koncentracije etanola, s obzirom na
to da je poluvreme eliminacije ovog jedinjenja mnogo duze nego kod
etanola (193).

Osim etil-glukuronida, kao markeri zazivotne konzumacije
alkohola korisc¢eni su neoksidativni metaboliti etanola (fosfatidiletanol,
estri etanola i masnih kiselina kratkih lanaca) i metaboliti serotonina
(5-hidroksitriptofol i 5-hidroksiindolacetat) ali u strucnoj literaturi ne
postoji dovoljno podataka o senzitivnosti i specifi¢nosti ovih supstanci,

pre svega u poredenju sa etil-glukuronidom (194).

1.10.4. Problem posmrtne difuzije alkohola

Pasivna difuzija etanola i lekova kroz zid Zeluca dovodi do
povecanja njihove koncentracije u okolnim tkivima ali i u centralnoj i
perifernoj krvi, Sto predstavilja veliki toksikoloski problem prilikom
analize posmortalnih tkivnih uzoraka. (195). Brzina i stepen difuzije
zavise od koncentracijskog gradijenta, ali i od intaktnosti mukoznih
membrana. Stoga, ukoliko je osoba u momentu smrti imala vecu
koli¢inu alkohola u Zelucu, i/ili je u sklopu politraume doslo do
rascepa zeluca, jetre, creva i sl. drasticno je povecana mogucnost
pasivne difuzije etanola u okolna tkiva, u centralni krvotok, srce,
pleuru, perikard itd. Znacaj i obim ovakvog fenomena zavisi pre
svega od vremena pijenja poslednjeg alkoholnog pi¢a pre smeti,
njegove koli¢ine i koncentracije, kao i od prisustva hrane u Zelucu, jer
je etanol u Zelucu razblazen prisutnom hranom.

Ukoliko okolnosti slu¢aja upuéuju na konzumiranje vece koli¢ine

alkoholnog pi¢a pre smrti preporucuje se analiza zeludacnog sadrzaja,
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Sto inacCe nije deo standardne procedure. Nalaz koncentracije etanola
u zelucu iznad 5 mg/kg smatra se potvrdnim za skorasnju
konzumaciju etanola (196, 197). Postoji mogucénost kontaminacije
etanolom respiratornog trakta i krvi iz srane kese i ukoliko je
agonalno aspiriran povracen sadrzaj bogat etanolom (198), sto mora
biti histoloski verifikovano.

Zbog mogucnosti kontaminacije respiratornog trakta zeludac¢nim
sadrzajem bogatim alkoholom, mora se uvek obratiti paznja prilikom
promene polozaja lesa, eventualno primenjene mere
kardiopulmonalne reanimacije, intravensku administraciju lekova i sl.,
Sto sve moze da olakSa redistribuciju alkohola koji je dospeo u

respiratorni trakt.
1.11. Zakonska regulativa u Republici Srbiji

Kada je u pitanju alkoholisanost, stepen alkoholemije i njeno
utvrdivanje, u Srbiji iste reguliSe pre svega Zakon o bezbednosti
saobracaja na putevima (88-93) i pripadajuc¢i podzakonski akti -
uredbe, pravilnici itd., Sto je u skladu i sa zakonodavstvom drugih
zemalja. Pitanje alkoholisanosti u saobradaju je od izuzetnog znacaja
za svaku drzavu, imajuci u vidu cCinjenicu da je kod visSe od 50%
ucesnika u saobracajnim nezgodama konstatovano prisustvo etanola

u organizmu.

Clan 46 Pravilnika o nacinu vrSenja kontrole i neposrednog
regulisanja saobracaja na putevima i vodenju obaveznih evidencija o
primeni posebnih mera i ovlaséenja (199-203) blize regulise
utvrdivanje prisustva alkohola i/ili drugih psihoaktivnih supstanci kod

ucesnika u saobracaju.

Pravilnik navodi da policijski sluzbenik podvrgava ucesnike u

saobracaju testiranju zbog opravdane sumnje da u organizmu ima
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alkohola i/ili psihoaktivnih supstanci. Pravilnik nazalost, kao ni Zakon
ne definiSe sta podrazumeva termin ,opravdana sumnja®“. UCesnik se
ispitivanju podvrgava pomodéu odgovarajuc¢ih sredstava (alkometar,

droga test i dr.).

Nakon obavljenog ili odbijenog ispitivanja policijski sluzbenik
popunjava propisani zapisnik, koji potpisuju kontrolisano lice i

policijski sluzbenik koji je obavio ispitivanje.

Zapisnik iz prethodnog stava sadrzi niz administrativnih
podataka, ali ono Sto je u forenzickoj praksi od klju¢ne vaznosti jeste
insistiranje da se navede tac¢no vreme ucdinjenog prekrSaja i samog

testiranja.

Ako je kontrolisano lice u takvom stanju da propisani zapisnik
ne moze potpisati ili odbije da potpisei, policijski sluzbenik ¢e i to

konstatovati u zapisniku.

Ukoliko ulesnika u saobradaju iz oCigledno opravdanih razloga
nije moguce podvrgnuti ispitivanju odgovarajuéim sredstvima,
policijski sluzbenik ¢e ga dovesti u zdravstvenu ustanovu radi
podvrgavanja stru¢nom pregledu. Kao i prethodno, Pravilnik ne
definiSe precizno o kakvim opravdanim razlozima se radi u ovom

slucaju.

Ukoliko ucesnik u saobradaju osporava koli¢inu alkohola
izmerenu odgovaraju¢im sredstvima policijski sluzbenik ¢e mu
omoguciti da na licu mesta podnese pismeni zahtev u propisani
zapisnik u kome su utvrdeni rezultati ispitivanja, da o sopstvenom
trosku bude podvrgnut analizi krvi, krvi i urina ili drugih telesnih

materija.
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Pravilnik jasno definiSe da se uzimanje uzoraka za analizu vrSi
iskljuivo u zdravstvenoj ustanovi, iako se ne precizira tacna vrsta
ustanove (Dom zdravlja, Sluzba HMP; Bolnica, Klini¢ki centar, itd ...).
Dovodenje kontrolisanog lica u zdravstvenu ustanovu vrsi policijski

sluzbenik sa propisanim nalogom za odgovarajuce ispitivanje.

Sprovodenju stru¢nog pregleda iz stava 5. ovog ¢lana, odnosno
prilikom uzimanja krvi, krvi i urina ili drugih telesnih materija, po

pravilu, prisustvuje policijski sluzbenik.

Clan 187. Zakona o bezbednosti u saobradaju na putevima

definiSe psihofizicke uslove za bezbedno upravljanje vozilom (88-93)

Zakon definiSe da vozal ne sme da upravlja vozilom u
saobracaju na putu niti da po¢ne da upravlja vozilom ako je pod

dejstvom alkohola i /ili psihoaktivnih supstanci.

Pod dejstvom alkohola je vozac¢, odnosno lice za koje se
analizom odgovaraju¢eg uzorka krvi utvrdi sadrzaj alkohola vedi od
0,30 mg/ml ili ako je prisustvo alkohola u organizmu utvrdeno
odgovarajuéim sredstvima ili aparatima za merenje alkoholisanosti
(alkometrom i dr.), Sto odgovara sadrzini alkohola u krvi vecoj od
0,30 mg/ml. Vec¢ je ranije napomenuto da je ovaj limit razli¢it u
drugim drzavama, u rasponu od 0 do 0,8 mg/ml, ali prakti¢no
zakonodavstva svih zemalja jasno prepoznaju Stetne efekte alkohola
u saobracaju te postavljaju zakonske limite dozvoljenih koncentracija

u organizmu za vozace amatere.

Zakon takode definiSe kategorije tzv. profesionalnih vozaca kod
kojih nije dozvoljeno ni najmanje prisustvo etanola u organizmu.
Ovakva zakonska regulativa ponekad moze da dovede do nedoumica

u tumacenju rezultata, s obzirom na to da uvek treba imati u vidu
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koncentraciju endogeno produkovanog etanola, kao i samu gresku

metode.

Zbog procene efekta alkoholemije na psihomotorne funkcije
ucesnika u saobracaju, kao i kasnijeg forenzicko psihijatrijskog
tumecenja sposobnosti upravljanja motornim vozilom, ZOBS je
definisao slede¢e pravne kategorije alkoholisanosti vozaca,

instruktora voznje i kandidata:
1) do 0,30 mg/ml - blaga alkoholisanost,
2) od 0,30 mg/ml do 0,50 mg/ml - umerena alkoholisanost,
3) od 0,50 mg/ml do 1,20 mg/ml - srednja alkoholisanost,
4) od 1,20 mg/ml do 1,60 mg/ml - teska alkoholisanost,
5) od 1,60 mg/ml do 2,00 mg/ml - veoma teska alkoholisanost,
6) od 2,00 mg/ml - potpuna alkoholisanost

Posebno napominjemo da se radi o pravnim a ne medicinskim
normativima, koji svoje uporiste i razloge imaju u zakonskoj

regulativi.

Na osnovu Cclana 280 ZOBS Republike Srbije (88-93),
Ministarstvo zdravlja je 2011. donelo Pravilnik o uslovima koje moraju
ispunjavati zdravstvene ustanove koje vrse analizu krvi, urina i/ili
drugih telesnih materija u cilju utvrdivanja sadrzaja alkohola i/ili
psihoaktivnih supstanci u organizmu koje su zabranjene za upotrebu

pre i za vreme voznje (204).

Ovim pravilnikom propisuju se uslovi koje u pogledu struc¢nih
kadrova, opreme i drugih uslova moraju ispunjavati navedene

zdravstvene ustanove, a shodno pravilima struke.
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Prema Pravilniku, analize etanola ili drugih psihoaktivnih
supstanci moze da vrsi zdravstvena ustanova koja ispunjava sledece

uslove u pogledu kadra i opreme:

1. Ima najmanje jednog specijalistu toksikoloske hemije ili
medicinske biohemije ili klinicke biohemije
2. Ima obezbedenu sledeéu opremu:
e biohemijski analizator
e gasni hromatograf
e tecni hromatograf sa detekcijom na masenom
spektrometru
e drugu neophodnu laboratorijsku opremu i potrosni

materijal za obavljanje analize

Zdravstvena ustanova mora da poseduje standardizovanu
metodologiju i kontrolisanu opremu za kvantitativho odredivanje
sadrzaja alkohola i/ili psihoaktivnih supstanci u organizmu, i mora da
poseduje ovlaséenje za obavljanje navedenih poslova od Ministarstva

zdravlja.

Analiza uzoraka krvi, urina i drugih telesnih materija radi
utvrdivanja sadrzaja alkohola i/ili psihoaktivnih supstanci moze se
obavljati standardizovanom enzimskom metodom, metodom gasne

hromatografije ili drugom naucno priznatom metodom.

Superanaliza dobijenog rezultata moze se wvrsSiti samo u

referentnoj laboratoriji, ponovljenom analizom uzorka.

Uzimanje krvi, urina i/ili drugih telesnih materija obavlja se u

zdravstvenoj ustanovi pod kontrolom zdravstvenog radnika.
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Uzimanje krvi i/ili drugih telesnih materija za analizu na sadrzaj
alkohola i/ili psihoaktivnih supstanci, klinicki pregled i ispunjavanje

obrasca vrsi lekar.

Uzimanje telesnih materija za analizu moze vrsSiti i medicinska

sestra - tehnicar pod nadzorom lekara.

Uzorak krvi za analizu, u koli¢éini od 20 ml, uzima se
venepunkcijom uz uslov da se mesto uboda ne Cisti etanolom ili
drugim alkoholima, vec isklju¢ivo bezalkoholnim dezinfekcionim

sredstvima ili fizioloskim rastvorom.

Krv se uzima u dva vakutajnera, zapremine po 10 ml, sa
heparinom. Uzorci se Cuvaju na + 4°C. Jedan uzorak uzima se u rad u
naredna 24 Casa. Drugi uzorak Cuva se zamrznut u narednih Sest

meseci, a najduze godinu dana.

Za analizu utvrdivanja prisustva sadrzaja psihoaktivnih
supstanci u urinu i/ili drugim telesnim materijama, uzorak urina (u
koli¢ini od najmanje 40 ml) i/ili druge telesne materije uzima se u
hemijski Cistu i sterilnu posudu koja je hermeticki zatvorena. Uzimaju
se dva uzorka, po 20 ml, od kojih se jedan daje na analizu u naredna

24 casa, a drugi se zamrznut ¢uva u narednih Sest meseci.

47



2. RADNE HIPOTEZE

Na osnovu podataka iz literature i vladajucih struc¢nih stavova,

postavljene su sledece radne hipoteze:

. oCekuje se da ¢e u vremenskom periodu od Sest meseci
dodi do statisticki znacajne promene koncentracije etanola u uzorcima
bioloskih tkiva.

. oCekuje se da cCe postojati statisticki znaCajna razlika u
rezultatima koncentracije etanola kod uzoraka krvi uzetih od Zzivih
osoba koji su u periodu od 6 meseci bili otvarani radi ponovne

analize, i onih uzoraka koji su u istom periodu ostali zatvoreni

o oCekuje se postojanje znacajne razlike u koncentraciji
etanola prilikom ponovljenih analiza, izmedu uzoraka zivih osoba i

kadaveri¢nog materijala.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni ciljevi ovog rada su da se uz pomo¢ HS-GC metode

ustanovi:

1) da li postoji statisticki znac¢ajna promena koncentracije etanola
u periodu od Sest meseci u uzorcima krvi dobijenih od Zivih osoba i u

uzorcima krvi sa autopsijskog materijala.

2)da li postoji znacajna razlika u promeni koncentracije etanola
izmedu uzoraka krvi, urina i staklastog tela sa autopsijskog
materijala, koji se €¢uvaju zamrznuti u vremenskom periodu od Sest

meseci.

3) da li postoji statisticki znacajna razlika u promeni koncentracije
etanola u uzorcima krvi uzetih od zivih osoba koji su sve vreme bili
zatvoreni, i onih koji su u periodu od 6 meseci bili otvarani radi

ponovne analize.

4) da li postoji statisticki znacajna razlika u promeni koncentracije
etanola u uzorcima krvi, mokrace i staklastog tela uzetih sa
autopsijskog materijala koji su u periodu od 6 meseci ostali zatvoreni,

i onih koji su bili otvarani radi ponovne analize.

5) da se utvrdi u kom tipu uzorka uzetog sa leSnog materijala
postoji najmanja promena koncentracije tokom perioda cuvanja

uzorka.
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4. MATERIJAL I METODE

Etanol je u uzorcima krvi Zivih osoba, kao i u uzorcima krvi,
mokrace i staklastog tela sa autopsijskog materijala odredivan HS GC

metodom, pri ¢emu su uzorci pripremani na slededi nacin:

e uzorci krvi zivih osoba uzeti su venepunkcijom u zdravstvenoj
ustanovi, prema Pravilniku, i dostavljeni u epruvetama sa
antikoagulansom heparinom. Iz epruveta je pipetirano 0,1 ml krvi u
vijale, staklene flaSice od 20ml sa aluminijumskom kapom i
silikonskom septom, uz dodavanje kuhinjske soli (NaCl) i rastvora
internog standarda, 0,2% propanola. Analiza dobijenih uzoraka
vrSena je dva puta, radi utvrdivanja nepreciznosti same metode.
Ostatak krvi podeljen je u dve staklene epruvete sa antikoagulansom,
uz procenat vazduha od 20% (CA%), koje su zatvarane gumenim
¢epom. Ovako pripremljeni uzorci Cuvani su u zamrzivacu na -18 °C.
Postupak analize uzorka krvi iz jedne epruvete ponavljan je nakon 2 i
4 meseca, dok je nakon 6 meseci vrSena analiza oba sacuvana
uzorka.

e uzorci krvi sa leSnog materijala dobijeni su venepunkcijom
sterilnom iglom i Spricem iz femoralne vene, u koli¢ini od 10ml. Nakon
toga uzorak krvi stavljan je u epruvete sa antikoagulansom, i
prebacen u toksikolosku laboratoriju, gde se analiza vrsila istog dana
ili narednog, u kom slu¢aju se uzorak ¢uvao u frizideru na +4°C.

e uzorci mokrace sa leSnog materijala dobijeni su punkcijom zida
mokracéne besSike sterilnom iglom i Spricem, u koli¢ini od 10ml. Nakon
toga uzorak mokrace stavljan je u plasticne boclice sa poklopcem,

prebacen u toksikolosku laboratoriju Centra za sudsku medicinu, gde
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se analiza vrsila istog dana ili narednog, u kom slucaju se uzorak
cuvao frizideru na +4°C.

e uzorci staklastog tela sa leSnog materijala dobijeni su
punkcijom zida oc¢ne jabucice, u predelu spoljasnjeg ugla ocnog
kapka, sterilnom iglom tankog precnika. Uzorci staklastog tela
stavljani su u po dve plasticne Eppendorf kivete od po 5 ml, nakon
toga prebacene u toksikolosku laboratoriju, gde se analiza vrSila istog

ili sledeceg dana, uz obavezno ¢uvanje uzorka do analize na +4°C.

Dalji tok postupanja sa autopsijskim materijalom bio je
identi¢an kao i kod analize uzoraka krvi zivih osoba. Uzorci su uzimani
u staklene viale, i uz obavezno dodavanje internog standarda u formi
n-propanola, analizirana je koncetracije etanola HS GC metodom.
Nakon toga ostatak bioloSkog materijala podeljen je u dve staklene
epruvete (sa antikoagulansom kada je u pitanju uzorak krvi) uz
procenat vazduha od 20%, koje su zatvarane gumenim c¢epom. Ovako
pripremljeni uzorci ¢uvani su u zamrzivacu na -18 °C. Postupak
analize uzoraka iz jedne epruvete ponavljan je nakon 2 i 4 meseca,

dok je nakon 6 meseci vrSena analiza oba sacuvana uzorka.

Sama hedspejs analiza vrsena je stavljanjem viala u HS
sempler (eng. headspace sampler) Agilent G1888 (Slika 5.), uz
podeSavanje parametara na slededi nacin:

e vreme izjednacenja temperature 5 min,

e vreme postizanja pritiska nose¢eg gasa 0,8 min
e vreme punjenja petlje 0,5 min

e vreme izjednacenja temperature petlje 0,05 min
e vreme injektiranja 1 min

e temperatura grejaca 100 °C
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e temperatura petlje 110 °C
e temperatura transfer linije 115 °C
e pritisak gasa nosaca 16,7 psi (eng. pounds per square inch)

e pritsak u vialu 16 psi

e
d A
_ = T
) S0

Slika 7. Hedspejs sempler Agilent G1888

U vialima stvorena parna faza automatski se injektuje u gasni
hromatograf sa plameno-jonizujuc¢om detekcijom GC Agilent 6850

(slika 6), uz podeSavanje parametara na sledeci nacin:

e plameno-jonizacioni (FID) detektor na 300 °C
e split-splitless injektor na 250 °C

e protok gasa u inletu 17 ml/min

e protok gasa u koloni 5 ml/min

e protok gasa Hz u detektoru 40 ml/min

e pritisak u inletu 15,08 psi

e protok vazduha 35 ml/min

e grejac 40 °C
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e vreme trajanja analize (eng. runtime) u GC nakon

injektiranja 1,5 min, gas N2 u modu split

—
/ ’
BN
® "
@ s D
—

Slika 8. Gasni hromatograf sa plameno-jonizacionom
detekcijom GC Agilent 6850

Karakteristike DB-ALC1 kolone u kojoj je vrSena separacija i

analiza uzoraka bile su:

e duzina 30m
e unutrasnji pre¢nik (ID) 0,53 mm
e debljina filma 3 pm

e temperaturni opseg 20 - 280 °C
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Obrada podataka i kontrola aparata vrseni su kroz programski
paket GC/MSD ChemStation softver za operativni sistem MS Windows
XP.

4.1. Nacin izbora, veli€ina i konstrukcija uzorka

Istrazivanje je otvoreno, randomizirano i prospektivnog tipa.

Uzorci krvi zZivih osoba dobijeni od MUP-a RS odgovaraju metodi
slu¢ajnog izbora. Uzorci su dobijeni od osoba oba pola, pri ¢emu je
metodom slucajnog izbora odabrano 100 uzoraka Cija je pojedinacna
vrednost alkoholemije bila u rasponu od 0,1 mg/ml do 5 mg/ml.
Nakon inicijalne dvostruke analize, kao Sto je prethodno navedeni,
jedan uzorak od iste osobe je cuvan u trajanju od 180 dana, dok je
drugi otvaran i analiziran nakon 60, 120 i 180 dana. Ukupan broj
analiza alkoholemije u krvi Zivih osoba iznosio je 500.

Uzorci krvi, mokrace i staklastog tela sa uzeti su sa 60 leSeva,
oba pola, nezavisno od starosti, metodom slucajnog izbora, pri ¢emu
je vrednost alkoholemije prilikom inicijalne analize iznosila izmedu 0,1
i 5 mg/ml. Nakon inicijalne dvostruke analize, kao Sto je prethodno
navedeno, po jedan uzorak krvi, urina i staklastog tela od iste osobe
je Cuvan u trajanju od 180 dana, dok je drugi otvaran i analiziran
nakon 60, 120 i 180 dana. Ukupan broj analiza koncentracije etanola
u krvi, mokradi i staklastom telu sa leSeva iznosio je 360.

Iz istrazivanja su bili iskljueni leSevi kod kojih su nastupile
trulezne promene, ili kod kojih je utvrdeno povredivanje srca, pluéa,
digestivnog trakta i zeluca, kao i kod slucajeva nasilne mehanicke
asfiksije zbog aspiracije povracenog zeludacnog sadrzaja. Takode iz

istrazivanja su iskljueni uzorci politraumatizovanih zivih osoba, kao i
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onih koji su odredeno vreme proveli u jedinicama intenzivne nege i/ili
na detoksikacionoj terapiji.
Svi uzorci poreklom od zivih osoba podeljeni su prema

inicijalnoj vrednosti alkoholemije na sledece grupe:

e do 0,49 mg/ml

e od 0,5 do 0,99 mg/ml
e o0d1do 1,49 mg/mi

e 0d1,5do 1,99 mg/ml
e od 2do 2,49 mg/ml

e preko 2,5 mg/ml

Zbog manjeg broja uzoraka i malih podgrupa ovakva podela

nije vrsena kod lesnih uzoraka.

U ovoj studiji dobijeni rezultati su obradeni uz pomoc
standardnih statistickih metoda (X, SD, SE, Var, T test) koriS¢enjem
programa MS Excell 2013 iz programa MS Office 2013. Kao statisticka

znacajnost uzimana je vrednost p<0,05.
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5. REZULTATI

Dobijeni rezultati su, radi preglednosti, prikazani tabelarno i
graficki. Za svaku grupu rezultata tabelarno su prikazani izraCunati
deskriptivni statisticki parametri (X - aritmeticka sredina, SD -
standardna devijacija, SE - standardna greska, Var - varijansa
uzorka, minimalna i maksimalna vrednost). Vrednosti u tabelama

poredane su u rastuéem nizu.

Nakon analize deskriptivnih statistickih parametara, izvrSeno je
statisticko testiranje varijanse (F), nakon cega je uz pomoc t-testa
odredeno da li postoji statistiCki znacajna razlika izmedu dobijenih

vrednosti, na nivou statisticke znacajnosti p <0,05.

Radi preglednosti tabela uzorkovane vrednosti oznaCene su na

slededi nacin:

e Ci - inicijalna analiza

e (> - analiza nakon dva meseca
e C4- analiza nakon cetiri meseca
e Ce - analiza nakon Sest meseci

e AC - razlika u koncentracijama izmedu C1i Ce
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ANALIZE KRVI ZIVIH OSOBA

Tabela 4. Analiza neotvaranih uzoraka krvi zivih osoba (mg/ml)

C1 Cs AC
0.101 0.095 0.006
0.116 0.102 0.014
0.121 0.1 0.021
0.153 0.125 0.028
0.215 0.187 0.028
0.264 0.235 0.029
0.297 0.292 0.005
0.314 0.285 0.029
0.349 0.305 0.044
0.354 0.301 0.053
0.389 0.351 0.038
0.427 0.392 0.035
0.434 0.402 0.032
0.452 0.424 0.028
0.455 0.39 0.065
0.458 0.432 0.026
0.476 0.415 0.061
0.55 0.542 0.008
0.59 0.497 0.093
0.638 0.613 0.025
0.693 0.512 0.181
0.702 0.7 0.002
0.713 0.615 0.098
0.724 0.712 0.012
0.745 0.658 0.087
0.799 0.743 0.056
0.819 0.792 0.027
0.834 0.693 0.141
0.837 0.782 0.055
0.862 0.724 0.138
0.894 0.88 0.014
0.927 0.716 0.211
0.95 0.937 0.013
0.99 0.917 0.073
1.005 0.936 0.069
1.075 1.05 0.025
1.121 1.09 0.031
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1.157 1.139 0.018
1.165 1.093 0.072
1.174 1.105 0.069
1.198 1.129 0.069
1.228 1.02 0.208
1.257 1.124 0.133
1.283 1.133 0.15
1.306 1.162 0.144
1.339 1.246 0.093
1.37 1.239 0.131
1.396 1.295 0.101
1.45 1.377 0.073
1.479 1.431 0.048
1.491 1.477 0.014
1.512 1.461 0.051
1.561 1.471 0.09
1.618 1.418 0.2
1.655 1.484 0.171
1.687 1.49 0.197
1.704 1.625 0.079
1.734 1.546 0.188
1.779 1.56 0.219
1.809 1.696 0.113
1.83 1.812 0.018
1.874 1.704 0.17
1.881 1.724 0.157
1.907 1.785 0.122
1.912 1.781 0.131
1.923 1.839 0.084
1.954 1.872 0.082
1.992 1.773 0.219
2.019 1.922 0.097
2.022 1.977 0.045
2.067 1.837 0.23
2.095 1.973 0.122
2.1 2.073 0.027
2.129 2.079 0.05
2.146 2.117 0.029
2.162 2.08 0.082
2.171 2.039 0.132
2.2 1.905 0.295
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2.256 1.975 0.281
2.347 2.111 0.236
2.392 2.107 0.285
2.407 2.34 0.067
2.425 2.161 0.264
2.488 2.221 0.267
2.652 2.487 0.165
2.701 2.639 0.062
2.726 2.505 0.221
2.741 2.549 0.192
2.75 2.608 0.142
2.76 2.567 0.193
3.022 2.912 0.11
3.03 2.837 0.193
3.11 2.899 0.211
3.267 3.045 0.222
3.388 3.032 0.356
3.402 3.116 0.286
3.586 3.292 0.294
3.66 3.33 0.33
3.82 3.456 0.364
4.112 3.882 0.23

Neotvarani uzorci krvi kod zivih osoba
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Grafikon 1. Prikaz rezultata analiza neotvaranih uzoraka krvi
kod zivih osoba
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Tabela 5. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

Ci Ce AC
X 1.566 X 1.450 X 0.115
SE 0.096 SE 0.089 SE 0.009
sD 0.963 SD 0.898 sD 0.091
Var 0.928 Var 0.808 Var 0.008
Min 0.101 Min 0.095 Min 0.002
Max 4.112 Max 3.882 Max 0.364

Testiranjem varijanse uzorka F-testom dobijene su vrednosti F

(1,149) < Feie (1,394),

nakon cega je uporedivanjem rezultata

srednjih vrednosti Ci i Cg t testom dobijena vrednost t (12,637) > terit

(1,66), P < 0,001 (1.1307e-22).
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Tabela 6. Analize otvaranih uzoraka krvi zivih osoba (mg/ml)

Redni br. C C Ca Ce AC
1 0.101 0.1 0.1 0.082 0.019
2 0.116 0.1 0.096 0.088 0.028
3 0.121 0.11 0.099 0.097 0.024
4 0.153 0.118 0.114 0.112 0.041
5 0.215 0.195 0.179 0.175 0.04
6 0.264 0.264 0.239 0.231 0.033
7 0.297 0.296 0.292 0.29 0.007
8 0.314 0.314 0.303 0.285 0.029
9 0.349 0.34 0.312 0.302 0.047
10 0.354 0.321 0.32 0.292 0.062
11 0.389 0.313 0.304 0.291 0.098
12 0.427 0.408 0.388 0.384 0.043
13 0.434 0.416 0.396 0.371 0.063
14 0.452 0.406 0.347 0.341 0.111
15 0.455 0.432 0.403 0.398 0.057
16 0.458 0.451 0.447 0.4 0.058
17 0.476 0.452 0.407 0.38 0.096
18 0.55 0.54 0.523 0.501 0.049
19 0.59 0.5 0.472 0.423 0.167
20 0.638 0.6 0.604 0.597 0.041
21 0.693 0.622 0.504 0.493 0.2
22 0.702 0.678 0.689 0.671 0.031
23 0.713 0.632 0.607 0.589 0.124
24 0.724 0.683 0.628 0.623 0.101
25 0.745 0.641 0.628 0.561 0.184
26 0.799 0.795 0.753 0.726 0.073
27 0.819 0.789 0.75 0.781 0.038
28 0.834 0.829 0.77 0.694 0.14
29 0.837 0.834 0.808 0.764 0.073
30 0.862 0.782 0.777 0.709 0.153
31 0.894 0.891 0.888 0.864 0.03
32 0.927 0.903 0.845 0.825 0.102
33 0.95 0.91 0.902 0.871 0.079
34 0.99 0.957 0.926 0.875 0.115
35 1.005 1.003 0.944 0.86 0.145
36 1.075 1.065 1.055 0.971 0.104
37 1.121 1.077 0.917 0.907 0.214
38 1.157 1.138 1.103 1.059 0.098
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39 1.165 1.083 1.002 0.957 0.208
40 1.174 1.163 1.149 1.109 0.065
41 1.198 1.09 1.096 1.131 0.067
42 1.228 1.191 1.011 0.898 0.33
43 1.257 1.11 0.984 0.887 0.37
44 1.283 1.184 1.082 0.923 0.36
45 1.306 1.294 1.274 1.156 0.15
46 1.339 1.273 1.277 1.113 0.226
47 1.37 1.235 1.238 1.203 0.167
48 1.396 1.321 1.242 1.149 0.247
49 1.45 1.395 1.216 1.228 0.222
50 1.479 1.314 1.31 1.244 0.235
51 1.491 1.43 1.47 1.388 0.103
52 1.512 1.481 1.401 1.386 0.126
53 1.561 1.409 1.372 1.329 0.232
54 1.618 1.607 1.498 1.396 0.222
55 1.655 1.373 1.452 1.414 0.241
56 1.687 1.572 1.459 1.334 0.353
57 1.704 1.639 1.567 1.469 0.235
58 1.734 1.496 1.487 1.428 0.306
59 1.779 1.697 1.562 1.56 0.219
60 1.809 1.775 1.672 1.494 0.315
61 1.83 1.764 1.694 1.622 0.208
62 1.874 1.678 1.631 1.558 0.316
63 1.881 1.781 1.696 1.593 0.288
64 1.907 1.491 1.431 1.477 0.43
65 1.912 1.708 1.698 1.684 0.228
66 1.923 1.704 1.683 1.614 0.309
67 1.954 1.904 1.875 1.797 0.157
68 1.992 1.876 1.729 1.665 0.327
69 2.019 2.01 1.962 1.715 0.304
70 2.022 1.705 1.731 1.696 0.326
71 2.067 1.996 1.779 1.772 0.295
72 2.095 1.947 1.865 1.818 0.277
73 2.1 1.997 1.786 1.681 0.419
74 2.129 2.01 1.956 1.849 0.28
75 2.146 2.173 2.166 2.046 0.1

76 2.162 2.03 1.828 1.66 0.502
77 2.171 2.151 2.092 1.96 0.211
78 2.2 2.019 1.975 1.786 0.414
79 2.256 2.174 2.002 1.843 0.413
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80 2.347 2.22 1.989 1.877 0.47
81 2.392 2.205 1.982 1.861 0.531
82 2.407 2.28 2.062 2.038 0.369
83 2.425 2.189 2.05 1.914 0.511
84 2.488 2.314 2.174 2.09 0.398
85 2.652 2.623 2.464 2.248 0.404
86 2.701 2.468 2.381 2.325 0.376
87 2.726 2.303 2.31 2.267 0.459
88 2.741 2.509 2.644 2.609 0.132
89 2.75 2.607 2.509 2.365 0.385
90 2.76 2.691 2.562 2.451 0.309
91 3.022 2.93 2.85 2.63 0.392
92 3.03 2.876 2.521 2.603 0.427
93 3.11 2.995 2.784 2.688 0.422
94 3.267 3.07 3.147 3.01 0.257
95 3.388 2.858 2.835 2.716 0.672
96 3.402 3.096 2.848 2.784 0.618
97 3.586 3.355 3.2 3.167 0.419
98 3.66 3.457 3.334 3.216 0.444
99 3.82 3.6 3.334 3.226 0.594
100 4.112 3.912 3.877 3.657 0.455

Otvarani uzorci krvi kod zivih osoba
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Grafikon 2. - Prikaz rezultata analiza otvaranih uzoraka krvi kod
Zivih osoba
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Tabela 7. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C Cz Cs Cs AC
X 1.566 X 1.467 X 1.4 X 1.336 X 0.229
SE 0.096 SE 0.09 SE 0.086 SE 0.083 SE 0.015
SD 0.963 SD 0.901 sD 0.865 SD 0.832 sD 0.159
Var 0.928 Var 0.811 Var 0.748 Var 0.692 Var 0.025
Min 0.101 Min 0.1 Min 0.096 Min 0.082 Min 0.007
Max 4.112 Max 3.912 Max 3.877 Max 3.657 Max 0.672

Testiranjem varijanse uzorka F-testom dobijene su vrednosti F
(1,340) < Feit (1,394), nakon cega je uporedivanjem rezultata
srednjih vrednosti C: i Ce t-testom dobijena vrednost t (14,372) > terit
(1,66), p < 0,001 (P =2.858e-26).

Poredenjem srednjih vrednosti razlika u koncentraciji AC
otvaranih i neotvaranih uzoraka ustanovljeno je da postoji statisticki

znacCajna razlika gde je t (6,17) >teit (1,652), p < 0,001 (1.88537e-
09)_
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U narednom delu rezultata prikazani su graficki rezultati analiza
krvi Zivih osoba, podeljeni prema stepenu alkoholemije, sa

pripadajuc¢im statistickim parametrima.

Grafikon 3. Analiza neotvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom do 0,5 mg/ml.

Neotvarani uzorci krvi zivih osoba, do 0,5
mg/ml

7 8 S
UZORCI

Inicijalna analiza Analiza nakon Sest meseci

Ci Cs AC
X 0.317 X 0.283 X 0.033
SE 0.034 SE 0.031 SE 0.003
SD 0.136 SD 0.126 SD 0.015
Var 0.018 Var 0.016 Var 0.000
Min 0.101 Min 0.095 Min 0.006
Max 0.476 Max 0.432 Max 0.065

Tabela 8. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

t (8,499) > terit (1,753), p < 0,001 (2.03198E-07).
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Grafikon 4. Analiza otvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom do 0,5 mg/ml.

Otvarani uzorci krvi zivih osoba, do 0,5
mg/ml
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Tabela 9. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

Ci C: Cs Ce AC
X 0.317 X 0.296 X 0.278 X 0.264 X 0.053
SE 0.034 SE 0.033 SE 0.031 SE 0.029 SE 0.006
SD 0.136 SD 0.132 SD 0.124 SD 0.118 SD 0.027
Var 0.018 Var Var Var 0.015 Var 0.013 Var 0.0007
Min 0.101 Min 0.1 Min 0.096 Min 0.082 Min 0.019
Max 0.476 Max 0.452 Max 0.447 Max 0.4 Max 0.111

t (7,663) > terit (1,753), p < 0,001 (7.282e-07).

Poredenjem srednjih vrednosti AC otvaranih i neotvaranih
uzoraka dobijeno je t (2,44) > terit (1,71), p < 0,05 (0,011).
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Grafikon 5. Analiza neotvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom 0,5 - 1 mg/ml.

Neotvarani uzorci krvi zivih osoba, 0,5-1
mg/ml
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Tabela 10. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

Ci Cs AC
X 0.78 X 0.707 X 0.072
SE 0.031 SE 0.031 SE 0.015
SD 0.126 SD 0.13 SD 0.064
Var 0.015 Var 0.016 Var 0.004
Min 0.55 Min 0.497 Min 0.002
Max 0.99 Max 0.937 Max 0.211

t (4,664) > teit (1,745), p < 0,001 (0.0001).
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Grafikon 6. Analiza otvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom 0,5 - 1 mg/ml.

Otvarani uzorci krvi zivih osoba, od 0,5 do 1
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Tabela 11. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 C: Cs Cs AC
X 0.78 X 0.74 X 0.71 X 0.68 X 0.1
SE 0.031 SE 0.033 SE 0.034 SE 0.034 SE 0.013
sD 0.126 sD 0.138 sD 0.142 sD 0.14 sD 0.054
Var 0.015 Var 0.019 Var 0.02 Var 0.019 Var 0.003
Min 0.55 Min 0.5 Min 0.472 Min 0.423 Min 0.03
Max 0.99 Max 0.957 Max 0.926 Max 0.875 Max 0.2

t (7,508) > teit (1,745), P < 0,01 (6.249e-07)

Poredenjem srednjih vrednosti AC otvaranih i neotvaranih
uzoraka dobijeno je t (1,33) < teit (1,693), p > 0,05 (0,095).

68



Grafikon 7. Analiza neotvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom 1 - 1,5 mg/ml.

Neotvarani uzorci krvi zivih osoba, od 1 do
1,5 mg/ml

—
=
S~
O
=
)
<
=]
o
4
<
-
w
=
(®]
<
o
=
2
w
O
2
o
X

9 10 11 12 13 14 15
UZORCI

Inicijalna analiza Analiza nakon Sest meseci

Tabela 12. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

16

Ci Cs AC
X 1.264 X 1.179 X 0.085
SE 0.034 SE 0.035 SE 0.013
SD 0.142 sD 0.146 SD 0.053
Var 0.020 Var 0.021 Var 0.002
Min 1.005 Min 0.936 Min 0.014
Max 1.491 Max 1.477 max 0.208

t (6,544) > terit (1,745), p < 0,001 (3.375e-06).
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Grafikon 8. Analiza otvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom 1 - 1,5 mg/ml.

Otvarani uzorci krvi zivih osoba, 1-1,5
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Tabela 13. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 Cz Cs Cs AC
X 1.264 X 1.198 X 1.139 X 1.069 X 0.194
SE 0.034 SE 0.03 SE 0.036 SE 0.037 SE 0.023
SD 0.142 SD 0.123 SD 0.15 SD 0.152 SD 0.096
Var 0.02 Var 0.015 Var 0.022 Var 0.023 Var 0.009
Min 1.005 Min 1.003 Min 0.917 Min 0.86 Min 0.065
Max 1.491 Max 1.43 Max 1.47 Max 1.388 Max 0.37

t (8,368) > terit (1,753), p < 0,001 (1.539e-07).

Poredenjem srednjih vrednosti AC otvaranih i neotvaranih
uzoraka dobijeno je t (4,109) > teit (1,708), p < 0,001 (0,0001).
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Grafikon 9. Analiza neotvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom 1,5 - 2 mg/ml.

Neotvarani uzorci krvi zivih osoba, 1,5-2
mg/ml
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Tabela 14. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 Cs AC
X 1.784 X 1.649 X 0.134
SE 0.034 SE 0.036 SE 0.014
SD 0.143 SD 0.151 SD 0.061
Var 0.02 Var 0.022 Var 0.003
Min 1.512 Min 1.418 Min 0.018
Max 1.992 Max 1.872 Max 0.219

t (9,075) > terit (1,745), p < 0,001 (5.204e-08).
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Grafikon 10. Analiza otvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa
alkoholemijom 1,5 - 2 mg/ml.

Otvarani uzorci krvi zivih osoba, 1,5-2
mg/ml
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Tabela 15. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C C: Cs Ce AC
X 1.784 X 1.644 X 1.582 X 1.518 X 0.265
SE 0.034 SE 0.037 SE 0.034 SE 0.032 SE 0.018
SD 0.143 sD 0.156 sD 0.14 sD 0.132 sD 0.0751
Var 0.02 Var 0.024 Var 0.019 Var 0.017 Var 0.005
Min 1.512 Min 1.373 Min 1.372 Min 1.329 Min 0.126
Max 1.992 Max 1.904 Max 1.875 Max 1.797 Max 0.43

t (14,57) > tait (1,745), p < 0,001 (5.871e-11).

Poredenjem srednjih vrednosti AC otvaranih i neotvaranih
uzoraka dobijeno je t (5,56) > teit (1,693), p < 0,001 (1.945e-06).
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Grafikon 11. Analiza neotvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom 2 - 2,5 mg/ml.

Neotvarani uzorci krvi zivih osoba, 2-2,5
mg/ml
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Tabela 16. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 Cs AC
X 2.214 X 2.057 X 0.156
SE 0.0380 SE 0.031 SE 0.026
SD 0.152 sD 0.126 sD 0.104
Var 0.023 Var 0.015 Var 0.011
Min 2.019 Min 1.837 Min 0.027
Max 2.488 Max 2.34 Max 0.295

t (6,028) > terit (1,753), p < 0,001 (1.154e-05).

73



Grafikon 12. Analiza otvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom 2 - 2,5 mg/ml.

Otvarani uzorci krvi zivih osoba, 2-2,5
mg/ml
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Tabela 17. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 C Cs Cs AC
X 2.214 X 2.088 X 1.962 X 1.850 X 0.363
SE 0.038 SE 0.038 SE 0.033 SE 0.033 SE 0.029
sD 0.152 SD 0.153 SD 0.134 SD 0.133 SD 0.117
Var 0.023 Var 0.023 Var 0.018 Var 0.017 Var 0.013
Min 2.019 Min 1.705 Min 1.731 Min 1.66 Min 0.1
Max 2.488 Max 2.314 Max 2.174 Max 2.09 Max 0.531

t (12,403) > tarit (1,753), p < 0,001 (1.374e-09).

Poredenjem srednjih vrednosti AC otvaranih i neotvaranih
uzoraka dobijeno je t (5,382) > tit (1,699), p < 0,001 (4,382e-0).
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Grafikon 13. Analiza neotvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom iznad 2,5 mg/ml.

Neotvarani uzorci krvi zivih osoba preko 2,5
mg/ml
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Tabela 18. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 Ce AC
X 3.17 X 2.947 X 0.223
SE 0.113 SE 0.099 SE 0.021
SD 0.454 SD 0.398 SD 0.085
Var 0.206 Var 0.158 Var 0.007
Min 2.652 Min 2.487 Min 0.062
Max 4.112 Max 3.882 Max 0.364

t (10,443) > teit (1,753), p < 0,001 (1.406e-08)
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Grafikon 14. Analiza otvaranih uzoraka krvi zivih osoba sa

alkoholemijom iznad 2,5 mg/ml.

Otvarani uzorci krvi zivih osoba preko 2,5
mg/ml
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Tabela 19. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

Ci C Cs Cs AC
X 3.17 X 2.959 X 2.85 X 2.747 X 0.422
SE 0.113 SE 0.111 SE 0.107 SE 0.101 SE 0.033
SD 0.454 SD 0.443 SD 0.428 SD 0.406 SD 0.132
Var 0.206 Var 0.197 Var 0.183 Var 0.164 Var 0.017
Min 2.652 Min 2.303 Min 2.31 Min 2.248 Min 0.132
Max 4.112 Max 3.912 Max 3.877 Max 3.657 Max 0.672

t (12,79) > terit (1,753), p < 0,001 (8.996e-10).

Poredenjem srednjih vrednosti AC otvaranih i neotvaranih
uzoraka dobijeno je t (5,071) > teit (1,697), p < 0,001 (9,522e-06).
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ANALIZE BIOLOSKIH UZORAKA AUTOPSIISKOG MATERIJALA

Tabela 20. Analize neotvaranih uzoraka krvi

C Cs AC 1.308 1.2 0.108
0.389 0.357 0.032 1.328 1.21 0.118
0.398 0.344 0.054 1.355 1.315 0.04
0.411 0.312 0.099 1.367 1.322 0.045
0.454 0.349 0.105 1.421 1.376 0.045
0.543 0.476 0.067 1.43 1.356 0.074
0.571 0.502 0.069 1.487 1.349 0.138
0.622 0.517 0.105 1.496 1.358 0.138
0.662 0.547 0.115 1.527 1.458 0.069
0.684 0.577 0.107 1.552 1.469 0.083
0.724 0.617 0.107 1.578 1.411 0.167
0.765 0.671 0.094 1.591 1.435 0.156
0.769 0.701 0.068 1.627 1.422 0.205
0.773 0.617 0.156 1.643 1.431 0.212
0.782 0.628 0.154 1.657 1.532 0.125
0.903 0.846 0.057 1.692 1.632 0.06
0.912 0.811 0.101 1.79 1.611 0.179
0.914 0.856 0.058 1.816 1.719 0.097
0.942 0.843 0.099 1.886 1.543 0.343
1.016 0.977 0.039 1.982 1.671 0.311
1.076 0.986 0.09 2.041 1.954 0.087
1.095 0.982 0.113 2.141 1.879 0.262
1.112 1.105 0.007 2.234 2.093 0.141
1.112 1.011 0.101 2.243 1.981 0.262
1.116 0.993 0.123 2.245 1.993 0.252
1.123 1.018 0.105 2.443 2.017 0.426
1.159 0.901 0.258 2.512 2.22 0.292
1.227 1.111 0.116 2.722 2.328 0.394
1.231 1.113 0.118 2.997 2.672 0.325
1.249 1.191 0.058 3.154 2.772 0.382
1.268 1.196 0.072
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Grafikon 15. Analiza neotvaranih autopsijskih uzoraka krvi

Neotvarani uzorci krvi
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Inicijalna analiza

Tabela 21. Deskriptivna

UZORCI

Analiza nakon Sest meseci

statistiCka obrada rezultata

C1 Cs Ac
X 1.371 X 1.218 X 0.153
SE 0.083 SE 0.077 SE 0.0197
SD 0.648 sD 0.596 sD 0.152
Var 0.42 Var 0.356 Var 0.023
Min 0.389 Min 0.101 Min 0.007
Max 3.154 Max 2.772 Max 1.058

t (11,09) > teit (1,671), p < 0,001 (2.306e716).
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Tabela 22. Analize neotvaranih uzoraka urina

1.993 1.871 0.122
2.193 2.002 0.191
2.783 2.656 0.127
2.483 2.256 0.227
1.394 1.317 0.077
1.794 1.517 0.277
1.56 1.449 0.111
1.67 1.469 0.201
1.648 1.587 0.061
1.858 1.595 0.263
1.432 1.42 0.012
1.894 1.62 0.274
1.892 1.722 0.17
1.917 1.822 0.095
2.012 1.811 0.201
2.005 1.815 0.19
2.118 1.915 0.203
2.111 2.015 0.096
2.228 2.09 0.138
2.247 1.999 0.248
3.231 3.011 0.22
2.992 2.803 0.189
2.987 2.813 0.174
2.788 2.639 0.149
2.983 2.82 0.163
2.888 2.637 0.251
2.989 2.875 0.114
3.286 2.895 0.391
3.697 3.458 0.239
3.797 3.488 0.309

C1 Cs AC
0.521 0.497 0.024
0.543 0.492 0.051
0.709 0.671 0.038
0.715 0.692 0.023
0.326 0.299 0.027
0.344 0.317 0.027
0.912 0.887 0.025
0.952 0.892 0.06
0.571 0.518 0.053
0.611 0.533 0.078
0.865 0.819 0.046
0.885 0.839 0.046
0.915 0.91 0.005
0.925 0.9 0.025
1.815 1.717 0.098
0.881 0.785 0.096
1.215 1.007 0.208
0.897 0.791 0.106
1.341 1.222 0.119
1.351 1.244 0.107
1.417 1.312 0.105
1.567 1.512 0.055
1.453 1.441 0.012
1.344 1.312 0.032
1.458 1.437 0.021
1.374 1.322 0.052
1.573 1.515 0.058
1.585 1.521 0.064
1.545 1.512 0.033
1.575 1.519 0.056
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Grafikon 16. Analiza neotvaranih autopsijskih uzoraka urina

Neotvarani uzorci urina
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Tabela 23. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 Cs AC
X 1.717 X 1.597 X 0.12
SE 0.11 SE 0.102 SE 0.011
SD 0.853 SD 0.79 SD 0.089
Var 0.728 Var 0.624 Var 0.008
Min 0.326 Min 0.299 Min 0.005
Max 3.797 Max 3.488 Max 0.391

t (10,451) > terit (1,671), p < 0,001 (2.735e15).
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Tabela 24. Analize neotvaranih autopsijskih uzoraka staklastog

tela

C1 Cs AC 1.568 1.536 0.032
0.47 0.46 0.01 1.611 1.574 0.037
0.483 0.458 0.025 1.631 1.57 0.061
0.691 0.664 0.027 1.55 1.388 0.162
0.705 0.688 0.017 1.75 1.588 0.162
0.386 0.377 0.009 1.874 1.687 0.187
0.418 0.381 0.037 1.889 1.667 0.222
0.871 0.791 0.08 1.953 1.797 0.156
0.917 0.791 0.126 1.843 1.759 0.084
0.598 0.557 0.041 1.939 1.88 0.059
0.622 0.587 0.035 1.931 1.881 0.05
0.887 0.871 0.016 2.008 1.918 0.09
0.898 0.866 0.032 2.019 1.879 0.14
0.895 0.817 0.078 2.618 2.597 0.021
0.897 0.837 0.06 2.715 2.59 0.125
1.087 0.997 0.09 2.514 2.477 0.037
0.887 0.805 0.082 2.657 2.462 0.195
1.078 0.999 0.079 2.519 2.487 0.032
0.915 0.901 0.014 2.706 2.661 0.045
1.214 1.119 0.095 2.766 2.712 0.054
1.22 1.111 0.109 2.986 2.701 0.285
1.453 1.449 0.004 3.372 3.322 0.05
1.493 1.469 0.024 3.572 3.306 0.266
1.511 1.452 0.059
1.308 1.267 0.041
1.517 1.492 0.025
1.348 1.287 0.061
1.439 1.391 0.048
1.449 1.401 0.048
1.555 1.508 0.047
1.565 1.517 0.048
1.901 1.879 0.022
1.914 1.896 0.018
1.658 1.647 0.011
1.666 1.637 0.029

1.43 1.39 0.04
1.831 1.79 0.041
1.561 1.531 0.03
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Grafikon 17. Analiza neotvaranih autopsijskih uzoraka
staklastog tela

Neotvarani uzorci staklastog tela
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Tabela 25. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 Cs AC
X 1.579 X 1.508 X 0.07
SE 0.094 SE 0.091 SE 0.008
sD 0.734 sD 0.708 SD 0.063
Var 0.539 Var 0.502 Var 0.0039
Min 0.386 Min 0.377 Min 0.004
Max 3.572 Max 3.322 Max 0.285

t (8,609) > terit (1,671), p < 0,001 (2.566e712).
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Poredenjem srednjih vrednosti razlika u koncentraciji (AC)
krvi, urina i staklastog tela neotvaranih uzoraka, dobijene su

sledec¢e vrednosti:
Krv — Urin: t (1,419) < t«it (1,661), p > 0,05 (0,079)

Krv - Staklasto telo: t (3,88) > teit (1,664), p < 0,05
(0,0001).

Urin - Staklasto telo: t (3,559) > teit (1,659), p < 0,05
(0,0002).
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Tabela 26. Analize otvaranih autopsijskih uzoraka krvi

Ci Cz Cs Cs AC
0.389 0.365 0.322 0.301 0.088
0.398 0.371 0.317 0.296 0.102
0.411 0.349 0.295 0.287 0.124
0.454 0.394 0.355 0.308 0.146
0.543 0.52 0.515 0.452 0.091
0.571 0.54 0.539 0.49 0.081
0.622 0.677 0.492 0.488 0.134
0.662 0.657 0.511 0.528 0.134
0.684 0.612 0.569 0.491 0.193
0.724 0.632 0.589 0.539 0.185
0.765 0.569 0.572 0.511 0.254
0.769 0.589 0.578 0.521 0.248
0.773 0.71 0.614 0.556 0.217
0.782 0.723 0.654 0.6 0.182
0.903 0.883 0.877 0.823 0.08
0.912 0.879 0.779 0.759 0.153
0.914 0.893 0.887 0.833 0.081
0.942 0.898 0.819 0.787 0.155
1.016 0.776 0.781 0.765 0.251
1.076 0.797 0.791 0.761 0.315
1.095 1.001 0.97 0.887 0.208
1.112 1.11 0.98 1.001 0.111
1.112 0.926 0.881 0.876 0.236
1.116 1.101 0.993 0.861 0.255
1.123 0.956 0.921 0.886 0.237
1.159 1.121 0.902 0.871 0.288
1.227 1.221 1.118 0.968 0.259
1.231 1.226 1.12 1.008 0.223
1.249 1.117 1.096 0.987 0.262
1.268 1.137 1.096 0.993 0.275
1.308 1.269 1.256 1.11 0.198
1.328 1.288 1.274 1.114 0.214
1.355 1.219 1.207 1.188 0.167
1.367 1.229 1.217 1.187 0.18
1.421 1.437 1.395 1.311 0.11
1.43 1.417 1.391 1.311 0.119
1.487 1.298 1.281 1.266 0.221
1.496 1.299 1.291 1.261 0.235
1.527 1.379 1.391 1.376 0.151
1.552 1.409 1.39 1.386 0.166
1.578 1.467 1.32 1.306 0.272
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1.591 1.497 1.328 1.317 0.274
1.627 1.429 1.371 1.249 0.378
1.643 1.457 1.392 1.229 0.414
1.657 1.611 1.487 1.377 0.28
1.692 1.618 1.61 1.577 0.115
1.79 1.641 1.591 1.45 0.34
1.816 1.711 1.692 1.653 0.163
1.886 1.659 1.642 1.567 0.319
1.982 1.699 1.651 1.565 0.417
2.041 1.997 2.056 1.892 0.149
2.141 2.097 1.897 1.701 0.44
2.234 2.002 1.992 1.975 0.259
2.243 1.891 1.776 1.781 0.462
2.245 2.009 1.997 1.77 0.475
2.443 1.997 1.976 1.883 0.56
2.512 2.387 2.119 1.978 0.534
2.722 2.489 2.419 2.018 0.704
2.997 2.865 2.541 2.396 0.601
3.154 2.875 2.841 2.496 0.658
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Grafikon 18. Analize otvaranih autopsijskih uzoraka krvi

Otvarani uzorci krvi
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Tabela 27. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

Ci C Cs Cs AC
X 1.371 X 1.256 X 1.182 X 1.118 X 0.252
SE 0.083 SE 0.077 SE 0.077 SE 0.069 SE 0.018
SD 0.648 SD 0.598 SD 0.598 SD 0.536 SD 0.146
Var 0.42 Var 0.358 Var 0.358 Var 0.288 Var 0'(,)521
Min 0.389 Min 0.349 Min 0.102 Min 0.287 Min 0.08
Max 3.154 Max 2.875 Max 2.841 Max 2.496 Max 0.704

t (13,325) > terit (1,671), p < 0,001 (9.586e°29).
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Tabela 28.

Analize otvaranih autopsijskih uzoraka urina

C1 C Cs Cs AC
0.521 0.469 0.401 0.398 0.123
0.543 0.467 0.398 0.388 0.155
0.709 0.673 0.614 0.534 0.175
0.715 0.697 0.666 0.615 0.1
0.326 0.318 0.298 0.288 0.038
0.344 0.328 0.301 0.298 0.046
0.912 0.858 0.84 0.815 0.097
0.952 0.877 0.851 0.833 0.119
0.571 0.554 0.521 0.471 0.1
0.611 0.585 0.561 0.51 0.101
0.865 0.841 0.821 0.796 0.069
0.885 0.863 0.844 0.797 0.088
0.915 0.912 0.887 0.814 0.101
0.925 0.917 0.897 0.804 0.121
1.815 1.676 1.605 1.616 0.199
0.881 0.769 0.715 0.678 0.203
1.215 1.176 1.105 0.916 0.299
0.897 0.779 0.745 0.698 0.199
1.341 1.234 1.119 1.114 0.227
1.351 1.244 1.129 1.115 0.236
1.417 1.374 1.361 1.309 0.108
1.576 1.532 1.469 1.413 0.163
1.453 1.417 1.422 1.431 0.022
1.344 1.279 1.275 1.267 0.077
1.458 1.437 1.422 1.361 0.097
1.374 1.299 1.285 1.266 0.108
1.573 1.544 1.471 1.437 0.136
1.585 1.563 1.492 1.457 0.128
1.545 1.571 1.456 1.481 0.064
1.575 1.471 1.466 1.457 0.118
1.993 1.809 1.779 1.694 0.299
2.193 2.19 2 2.021 0.172
2.783 2.231 2.117 2.224 0.559
2.483 2.132 2.103 2.114 0.369
1.394 1.221 1.22 1.197 0.197
1.794 1.621 1.57 1.497 0.297
1.56 1.329 1.308 1.283 0.277
1.67 1.429 1.378 1.286 0.384
1.648 1.627 1.462 1.443 0.205
1.858 1.643 1.471 1.433 0.425
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1.432 1.298 1.281 1.285 0.147
1.894 1.685 1.581 1.514 0.38
1.892 1.763 1.73 1.661 0.231
1.917 1.867 1.83 1.761 0.156
2.012 1.87 1.784 1.703 0.309
2.005 1.776 1.784 1.692 0.313
2.118 1.988 1.977 1.898 0.22
2.111 2.129 1.977 1.898 0.213
2.228 2.117 2.053 1.982 0.246
2.247 2.108 2.043 1.876 0.371
3.231 3.119 3.005 2.896 0.335
2.992 2.864 2.761 2.654 0.338
2.987 2.871 2.772 2.76 0.227
2.788 2.587 2.565 2.412 0.376
2.983 2.863 2.778 2.691 0.292
2.888 2.686 2.559 2.432 0.456
2.989 2.864 2.814 2.678 0.311
3.286 3.112 2.995 2.779 0.507
3.697 3.335 3.329 3.271 0.426
3.797 3.511 3.432 3.401 0.396
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Grafikon 19. Analize otvaranih autopsijskih uzoraka urina

Otvarani uzorci urina leseva
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Tabela 29. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

C1 Cz Cs Cs AC
X 1.717 X 1.606 X 1.548 X 1.496 X 0.22
SE 0.11 SE 0.102 SE 0.1 SE 0.098 SE 0.016
SD 0.853 SD 0.795 SD 0.778 SD 0.761 SD 0.126
Var 0.728 Var 0.632 Var 0.606 Var 0.579 Var 0.016
Min 0.326 Min 0.318 Min 0.298 Min 0.288 Min 0.022
Max 3.797 Max 3.511 Max 3.432 Max 3.401 Max 0.559

t (13,489) > terit (1,671), p < 0,001 (5.55e29).
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Tabela 30.

Analize otvaranih autopsijskih uzoraka staklastog

tela
C Cz Ca Ce AC
0.47 0.458 0.433 0.42 0.05
0.483 0.446 0.421 0.397 0.086
0.691 0.678 0.687 0.655 0.036
0.705 0.688 0.677 0.67 0.035
0.386 0.367 0.373 0.365 0.021
0.418 0.387 0.377 0.369 0.049
0.871 0.822 0.776 0.777 0.094
0.917 0.862 0.816 0.81 0.107
0.598 0.569 0.585 0.522 0.076
0.622 0.599 0.591 0.582 0.04
0.887 0.88 0.809 0.776 0.111
0.898 0.8 0.799 0.796 0.102
0.895 0.861 0.805 0.772 0.123
0.897 0.871 0.826 0.779 0.118
1.087 1.137 1.095 1.011 0.076
0.887 0.882 0.89 0.82 0.067
1.078 1 0.95 0.91 0.168
0.915 0.892 0.89 0.82 0.095
1.214 1.117 1.11 1.007 0.207
1.22 1.119 1 1.001 0.219
1.453 1.39 1.386 1.351 0.102
1.493 1.39 1.346 1.331 0.162
1.511 1.488 1.476 1.402 0.109
1.308 1.291 1.224 1.118 0.19
1.517 1.498 1.486 1.432 0.085
1.348 1.297 1.264 1.218 0.13
1.439 1.431 1.396 1.352 0.087
1.449 1.431 1.398 1.372 0.077
1.555 1.495 1.515 1.497 0.058
1.565 1.502 1.496 1.489 0.076
1.901 1.889 1.872 1.754 0.147
1.914 1.879 1.902 1.874 0.04
1.658 1.762 1.676 1.611 0.047
1.666 1.602 1.576 1.554 0.112
1.43 1.567 1.48 1.42 0.01
1.831 1.767 1.748 1.692 0.139
1.561 1.538 1.546 1.439 0.122
1.568 1.528 1.526 1.501 0.067
1.611 1.558 1.562 1.498 0.113
1.631 1.588 1.556 1.502 0.129
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1.55 1.561 1.345 1.289 0.261
1.75 1.661 1.545 1.498 0.252
1.874 1.819 1.781 1.65 0.224
1.889 1.819 1.777 1.692 0.197
1.953 1.846 1.792 1.728 0.225
1.843 1.753 1.692 1.678 0.165
1.939 1.837 1.786 1.741 0.198
1.931 1.818 1.775 1.765 0.166
2.008 2.11 1.985 1.972 0.036
2.019 1.976 1.965 1.816 0.203
2.618 2.5 2.521 2.52 0.098
2.715 2.6 2.591 2.52 0.195
2.514 2.507 2.484 2.319 0.195
2.657 2.566 2.513 2.457 0.2

2.519 2.509 2.494 2.321 0.198
2.706 2.661 2.514 2.45 0.256
2.766 2.73 2.708 2.666 0.1

2.986 2.73 2.618 2.566 0.42
3.372 3.312 3.11 3.115 0.257
3.572 3.381 3.299 3.207 0.365
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Grafikon 20. Analize otvaranih autopsijskih uzoraka
staklastog tela
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Tabela 31. Deskriptivna statisticka obrada rezultata

Ci C Cs Cs AC
X 1.578 X 1.533 X 1.494 X 1.443 X 0.134
SE 0.094 SE 0.092 SE 0.089 SE 0.088 SE 0.01
sSb 0.734 sD 0.713 SD 0.696 sb 0.683 sD 0.082
Var 0.539 Var 0.508 Var 0.485 Var 0.466 Var 0.006
Min 0.386 Min 0.367 Min 0.373 Min 0.365 Min 0.01
Max 3.572 Max 3.381 Max 3.299 Max 3.207 Max 0.42

t (12,645) > teit (1,671), p < 0,001 (9.586e719).
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Poredenjem srednjih vrednosti razlika u koncentraciji (AC)
krvi, urina i staklastog tela neotvaranih uzoraka, dobijene su

sledec¢e vrednosti:
Krv — Urin: t (1,259) < t«it (1,657), p > 0,05 (0,105)

Krv - Staklasto telo: t (5,405) > toit (1,661), p < 0,05
(2,482e-9).

Urin - Staklasto telo: t (4,399) > t«it (1,66), p < 0,05
(1,346e-99),

Poredenjem srednjih vrednosti razlika u koncentraciji (AC)
krvi, urina i staklastog tela izmedu otvaranih i neotvaranih uzoraka,

dobijene su sledeée vrednosti:
Krvo - Krva: t (3,63) > teit (1,657), p < 0,05 (0,0002).
Urino — Urinn: t (5,002) > teit (1,659), p < 0,05 (1.128e-%).

St. telo, - St. telon: t (4,821) > toit (1,658), p < 0,05
(2.305e-99),

Poredenjem srednjih vrednosti razlika u koncentraciji (AC)
neotvaranih uzoraka krvi Zivih osoba i autopsijskog materijala,

dobijene su sledeée vrednosti:
Krva — Krvz: t (1,703) > teit (1,662), p < 0,05 (0,046).

Poredenjem srednjih vrednosti razlika u koncentraciji (AC)
otvaranih uzoraka krvi Zivih osoba i autopsijskog materijala,

dobijene su sledeée vrednosti:

Krva = Krvs: t (0,898) < terit (1,654), p > 0,05 (0,185).
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6. DISKUSIJA

Poznavanje stabilnosti lekova, metabolita i u organizam
egzogeno unetih suptstanci u uzorcima bioloskih tkiva je od velike
vaznosti u sluCajevima kada se analiticki rezultati evaluiraju i
interpretiraju. Ovo je posebno znacajno kada postoje zahtevi za
ponavljanje analiza, bilo u svrhu procene kvaliteta same metode ili
u cilju ocene prvobitnog rezultata, sa posebnim naglaskom na
sudske postupke (205, 206). Nije retkost u forenzickoj praksi da se
postavi sumnja na nepravilnost uzorkovanja, analize ili Cuvanja
uzoraka, te se kao jedino reSenje namece ponovljena analiza

sacuvanih bioloskih uzoraka.

U sudskomedicinskoj praksi, kada je u pitanju analiza
alkoholemije, sre¢emo se sa uzorcima krvi poreklom od zivih
osoba, kao i sa uzorcima krvi i drugih bioloSkih uzoraka
postmortalnog porekla. Analize rezultata ovog istrazivanja trebalo
bi posmatrati zasebno u odnosu na ova dva tipa uzoraka, pre svega

imajuci u vidu njihovo razli¢ito poreklo.

Pre same analize dobijenih rezultata neophodno je utvrditi
preciznost analiticke metode kojom se ocenjuje vrednost
koncentracije etanola nezavisno od tipa uzorka i vremena tokom
kojeg se uzorci ¢uvaju. Imajudi u vidu da je nepreciznost metode,
tj. SD u funkciji inicijalne koncentracije metabolita — etanola (207-
209), ona mora biti tumacdena u skladu sa pocetnim
koncentracijama. Prosecna vrednost nepreciznosti metode tokom
ovog istrazivanja bila je u rangu od 0,01 do 0,05 mg/ml, u rasponu
koncentracija od 0,5 do 2,5 mg/ml, sto je u skladu sa prethodnim
istrazivanjima Jonesa i sar. (190), koji su naveli da pad vrednosti

BEC, da bi se smatrao relevantnim, mora da iznosi iznad 0,013,
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0,028 i 0,045 mg/ml pri pocetnim koncentracijama od 0,5, 1,5 i
2,5 mg/ml.

6.1. Analiza rezultata uzoraka krvi zivih osoba

Pre svega neophodno je napomenuti jedan od potencijalno
signifikantnih nedostataka ovog istrazivanja, a to je nepostojanje
kontrole nad uzorkovanjem krvi zivih osoba, koje se prema
postojecem Pravilniku odvija u zdravstvenoj ustanovi, ali u slucaju
naseg istrazivanja bez kontrole istrazivaca, Sto ima implikacije pre
svega u vezi sa koli¢inom uzorkovane krvi, pitanjem (ne)dodavanja
konzervansa, neodredenom vremenskom periodu izmedu
uzorkovanja i dostavljanja uzorka laboratoriji, i nepoznate inicijalne

temperature ¢uvanja uzoraka.

Tokom istrazivanja deo ovih nedostataka smo pokusali da
minimalizujemo iskljuivanjem iz istraZivanja degradiranih i
hemoliziranih uzoraka, te ukljuivanjem samo onih koji su imali

procenat vazduha u epruveti od oko 20% (CA%) ili manje.

Etanol je isparljiva supstanca, i mnoga istrazivanja su
pokazala znacajan pad koncentracije etanola ukoliko je narusen
integritet vakutanera, ili je doslo do bioloSke degradacije zbog
nedostatka konzervansa, npr. NaF (210). Upravo ovde nailazimo na
josS jedan veoma vazan i potencijalno ograni¢avajuci faktor u ovom
istrazivanju, a to je da se u rutinskom radu laboratorije Centra za
sudsku medicinu KCV ne koristi fluorid kao konzervans.
Kontaminacija uzoraka krvi gljivicama (Candida Albicans) ili
bakterijama poreklom sa koze na mestu uzimanja uzorka moze da
vodi bilo u pravcu produkcije ili degradacije etanola u uzorku. Ovo
je narocito vazno kada su u pitanju postmortalni uzorci krvi, ili
drugi bioloski uzorci, s obzirom na to da su oni daleko ceSce

kontaminirani bakterijama i gljivicama, jer putrefakcioni procesi
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zapravo pocinju neposredno nakon smrti iako su vidljivi tek posle

odredenog vremenskog perioda (172, 211, 212).

Tokom Sestomesecnog Cuvanja uzoraka krvi zivih osoba na
temperaturi od -18°C, bez ponovljenih otvaranja, na sto uzoraka
prosecan pad koncentracije etanola iznosio je 0,115 + 0,091
mg/ml (7,34% od inicijalne vrednosti), sa rasponom od 0,002 do
0,364 mg/ml. Ovo predstavlja statisticki znacajan pad
koncentracije (T>Teit, p < 0,001). Istom analizom sto uzoraka krvi,
uz ponavljano otvaranje i analiziranje u drugom i ¢etvrtom mesecu,
proseCan pad koncentracije etanola iznosio je 0,229 + 0,159
mg/ml (14,7% od pocetne vrednosti), u rasponu od 0,007 do
0,672 mg/ml. Poredenjem srednjih vrednosti razlika u koncentraciji
otvaranih i neotvaranih uzoraka ustanovljeno je da postoji
statisticki znacajna razlika gde je t (6,17) > terit (1,652), p < 0,001
(1.88537e-99).

Ovakvi rezultati su u skladu sa skorijim istrazivanjima Jonesa
i sar., koji su kao proseCan pad koncentracije etanola u
neotvaranim uzorcima krvi dobili vrednost od 0,105 + 0,0686
mg/ml, dok je kod otvaranih uzoraka ova vrednost tokom perioda
od 6,5 meseci iznosila 0,217 + 0,054 mg/ml (190). Jones i sar. su
takode pokazali da postoji korelacija izmedu pocetnih vrednosti
BEC i pada njegove vrednosti tokom Sestomesecnog Cuvanja. Nasi
rezultati su u skladu sa ovim istrazivanjem, jer se prosecna
vrednost pada koncetracije AC izmedu inicijalne i analize nakon
Sest meseci kretala u rasponu od 0,033 mg/ml do 0,223 mg/ml kod
neotvaranih uzoraka, tj. od 0,053 do 0,422 mg/ml kod otvaranih

uzoraka.

Takode, gubitak alkohola je u korelaciji (r=0,44, p<0,001) sa
protokom vremena od inicijalne analize, iako postoji visok stepen

varijabilnosti rezultata.
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Svi navedeni rezultati ovog istrazivanja su u saglasnosti sa
slicnim istrazivanjima Jonesa i sar (190), kao i Ferrarija i sar (214),
Wineka i sar. (213), Olsena i dr. (173). Sva ova ispitivanja su
pokazala da je procenat promene alkoholemije kod uzoraka Kkrvi
zivih osoba u funkciji duzine cuvanja, inicijalne BEC, temperature
na kojoj se cuvaju uzorci, prisustva konzervansa i procenta

vazduha CA% u vakutaneru u kojem se Cuva etanol.

Namerno nismo poredili rezultate nasih istrazivanja sa onim
gde je etanol ¢uvan na sobnoj temperaturi, ali je znacajno uoditi da
je u uzorcima pune krvi u ovakvim slucajevima, i bez prisustva
konzervansa doslo do pada BEC 10-19% za 35 dana (213). .

Drugi autori poput Ferrarija i sar. (210, 214, 215) navode da
ukoliko se wuzorci krvi na pravilan nacdin uzimaju od osoba,
transportuju i cCuvaju, prisustvo konzervansa i promena
koncentracije etanola tokom vremena nije signifikantna. Posebno
zanimljivo u istrazivanju navedenih saradnika jesu ispitivanja BEC
pri razli¢itim vrednostima CA% od 0, 5, 20, 35 i 65%, a u svetlu da
je etanol isparljiva supstanca i da odnos tecne i gasne faze u
¢uvanom uzorku moze znacajno da utice na dobijene rezultate.
Matematicki model koji su oni u svom istrazivanju dobili pokazuje
da je prilikom ¢uvanja uzoraka u zamrznutom stanju i sa 0% CA%
potrebno 909 dana da bi se koncentracija smanjila za pola, dok je
sa CA% od 35% i pri temperaturi od 4°C za istu promenu

neophodan samo 21 dan (210).

NasSe istrazivanje, kao i sva prethodno navedena istrazivanija,
ukazuju na neophodnost standardizacija uslova pri kojima se
c¢uvaju uzorci etanola, pri ¢emu posebnu paznju treba obratiti na
temperaturu, CA%, i naravno na sve preanaliticke faktore koji bi
molgi da imaju uticaj na pojacano isparavanje etanola ili njegovu

konzumaciju od strane mikroorganizama.
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6.2. Analiza rezultata bioloSkih uzoraka autopsijskog

materijala

Kada je u pitanju analiza postmortalnih uzoraka, osim krvi

analizirana je stabilnost etanola u uzorcima urina i staklastog tela.

Urin a narocito staklasto telo su uzorci koji su u manjem
stepenu zahvaceni uticajem bakterija i postmortalne kontaminacije,
pre svega u odnosu na krv, i kao takvi ovi uzorci su teorijski
podobni sa analizu imajuéi u vidu da su manje podlozne

postmortalnim promenama u odnosu na krv.

Analizom rezultata postmortalnih uzoraka ustanovljeno je da
postoji statisticki znacajan pad koncentracije etanola u svim
uzorcima, kako onim koji su ostali zatvoreni tokom Sest meseci,

tako i onih koji su bili otvarani.

Nije ustanovljeno postojanje statistiCcki znacajnih razlika
izmedu srednjih vrednosti promena koncetracija krvi i urina, kao u
neotvaranim tako i u otvaranim uzorcima. U obe grupe uzoraka
utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu srednjih
vrednosti promene koncetracije etanola u krvi i urinu sa jedne, i
staklastog tela sa druge strane, kod kojeg je ujedno konstatovana i
najmanja prosecna promena koncentracije u odnosu na ostale
uzorke (x AC 0,07 mg/ml kod zatvorenih i 0,134 mg/ml kod

otvaranih uzoraka).

Ovo ukazuje na visoku stabilnost etanola u uzorcima
staklastog tela, koja je samim tim prihvatljiva alternativa
uzorkovanja kod postmortalnih uzoraka. Olsen i sar. ¢ak navode da
je u slucajevima potrebe za ponoviljenom analizom postmortalnih
uzoraka nakon duzeg vremenskog perioda ¢uvanja, staklasto telo
pouzdaniji uzorak u odnosu na krv (173). Holmgren i sar. navode
da se dodavanjem fluorida kao konzervansa i kod uzorka staklastog
tela postize znacdajno smanjenje promene koncetracije etanola u
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zamrznutim uzorcima, bez obzira na inicijalnu hipotezu o odsustvu
mikroorganizama u ovom bioloSkom uzorku (172). Isti autori
navode zakljucak da je staklasto telo podoban tkivni uzorak za
analizu stabilnosti hemijskih supstanci, iako zakljucke o odnosu
izmedu koncentracija u krvi u u staklastom telu treba uzeti sa

izvesnom dozom rezerve.

Interesantno je da analizom promena koncentracije etanola u
urinu nisu konstatovane statisticki znacajne razlike u odnosu na
uzorke krvi, sto je u saglasnosti i sa drugim istrazivanjima na ovu
temu (216).

Poredenjem srednjih vrednosti promena koncentracija
etanola u krvi, urinu i stklastom telu izmedu otvorenih i zatvorenih
uzoraka, ustanovljeno je da postoje statisticki znacajne razlike jer
su prose¢ne vrednosti promene koncentracije kod otvorenih

uzoraka bile znacajno vece u odnosu na zatvorene.

Finalni deo diskusije odnosi se na analizu, tj. poredenje
prosecnih vrednosti promene koncentracije etanola u uzorcima krvi
izmedu zivih osoba i leSnog materija, kod zatvorenih i kod
otvaranih uzoraka. Konstatovano je da izmedu vrednosti kod
zatvorenih uzoraka postoji statisticki znacajna razlika, tj srednja
vrednost promene koncetracija bila je znacajno veéa kod
autopsijskih uzoraka krvi, dok ovakav odnos nije konstatovan kod
otvaranih uzoraka, gde nije ustanovljeno postojanje znacajnih

razlika u dobijenim srednjim vrednostima.

Kada bismo pokusali da sumiramo sve navedene rezultate i
njihov znacaj u odnosu na postavljene ciljeve istrazivanja, kao i
poredenjem sa rezultatima drugih studija na slicnu temu, moglo bi

se navesti sledece:

e U procesu analize bioloskih uzoraka daleko manje paznje se

posvecuje brojnim preanalitickim faktorima rizika kao Sto su nacin
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uzimanja uzoraka, velicina epruvete i medusobni zapreminski
odnos telesnih tecnosti i vazduha (CA%), koliCina i tip konzervansa
koji se upotrebljava, temperatura i uslovi cuvanja uzorka pre same
analize, ali i nakon nje (217, 218). Ovi faktori su u literaturi mnogo
manje analizirani u odnosu na analiticke faktore poput
senzitivnosti, specifi¢nosti, preciznosti i linearnosti upotrebljene
metode.

e Etanol je isparljiva supstanca, te je ocCekivano da dode do
smanjenja koncentracije etanola u bioloskim uzorcima, pre svega u
slu¢ajevima kada postoji propust prilikom zatvaranja uzoraka koji
se stavljaju na Cuvanje, ili kada nije dodat konzervans u uzorak
(210). Degradacija ili c¢ak sinteza etanola od strane
mikroorganizama je narocit problem kod postmortalnih uzoraka, jer
su oni mnogo c¢esc¢e kontaminirani bakterijama ili gljivicama (172,
190, 212).

e Prilikom interpretacije rezultata neophodno je imati u vidu
vrednosti SD, tj. nepreciznost same metode. Zbog toga Sto je
preciznost u funkciji promene koncentracija, ove razlike se moraju
uzimati u obzir na razlicitim nivoima BEC. Iako su mnoga
istrazivanja, kao i ovo, pokazala da je promena koncetracije
etanola u bioloskim uzorcima pre svega u funkciji vremena cuvanja
uzoraka, zbog visoke SD nije preporucljivo donosSenje bilo kakvih
procena o prvobitnoj koncentraciji etanola regresionom analizom
(190)

e Ponavljano otvaranje epruveta za analizu etanola rezultuje u
njegovom veédem gubitku istog iz prvobitnog uzorka. Uzrok treba
traziti pre svega u ventilaciji prilikom kontakta tec¢ne sa gasnom
fazom - sa vazduhom okoline, dok su neki istrazivaci ukazali na
mogucénost neenzimatske oksidativne reakcije putem
oksihemoglobina iz eritrocita. U odnosu na ovaj navod, moglo bi se

ocCekivati da velike varijacije u uzorcima mogu da vode poreklo od
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razlicitog sadrzaja karboksihemoglobina u krvi, pre svega kod
pusaca (219).

¢ Smanjenje koncentracije etanola isparavanjem prilikom
otvaranja epruveta za analizu, ¢ime bi se mogao objasniti vedi pad
koncentracije kod otvaranih uzoraka, mnogi autori osporavaju kao
ubedljivo objasnjenje. Naime, na sobnoj temperaturi odnos etanola
u krvi i vazduhu je 5000:1, te je koli¢ina etanola koja prelazi u
isparljivu fazu zanemarljiva u odnosu na onu u tecnoj sredini (220).
Oksidativni enzimi, poput alkoholoksidaze ili dehidrogenaze su
locirani pre svega u jetri, a ne u krvi (221). Jones i sar. su
eksperimentalno ukazali na to da tokom vremena koncentracija
etanola u plazmi opada znacajno manje u odnosu na krv, sto, kako
je prethodno navedeno, upucuje na znacaj enzimatske aktivnosti u
eritrocitima koja uzrokuje pad alkoholemije (190)

e Imajudi u vidu prethodno navedeno, olekivano je da postoji
statisticki znacajna razlika izmedu promene koncentracije etanola u
urinu i krvi. Nase istrazivanje je pak pokazalo suprotno, sto
upucuje na znacaj dodavanja fluorida kao konzervansa, o ¢emu
postoje sli¢ni podaci u literaturi (222). Isto se odnosi i na promene
koncentracije etanola u staklastom telu u odnosu na krv i urin, s
tim da se radi o sredini koja je prakti¢no izolovana od delovanja
mikroorganizama, te je promena koncetracije u ovim uzorcima i
znacajno manja u odnosu na krv i urin.

e Naposletku, moze se re¢i da je promena koncentracije
etanola u bioloSkim uzorcima u funkciji vrste uzorka o kojem se
radi (krv, mokracda, staklasto telo, zive osobe, leSni materijal),
pocetne BEC, duzine <cduvanja uzoraka, prisustva/odsustva
konzervansa, temperature ¢uvanja uzorka i odnosa tec¢ne i gasne
faze u vijalima za Cuvanje uzoraka. Naravno, prilikom tumacenja
znacajnosti promene koncetracija, uvek treba uzeti u obzir i znacaj
nepreciznosti metode, te tek ukoliko promena koncetracije uzorka

prevazilazi prag nepreciznosti koji je u funkciji pocetne BEC,
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mogucée je, uz dozu opreza, donositi zakljucke o znacajnosti

promene koncetracije etanola u bioloskim uzorcima.
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7. ZAKDUCCI

U radu je analizirana stabilnost etanola tokom perioda

c¢uvanja od Sest meseci, u uzorcima krvi zivih osoba, kao i u

uzorcima krvi, urina i staklastog tela sa autopsijskog materijala.

U odnosu na hipoteze i ciljeve istrazivanja, izvedeni su sledeci

zakljucci:

1.

Tokom cuvanja bioloSkih uzoraka u periodu od Sest meseci
ustanovljeno je da je doSlo do znacajnog smanjenja
koncentracije etanola u svim analiziranim uzorcima,

nezavisno od njegovog porekla.

Promena koncetracije zavisi od pocetnog nivoa alkoholemije,
tj. Sto je alkoholemija prilikom inicijalne analize veca, to je

pad koncetracije nakon Sest meseci izrazeniji.

. Ne postoji znaCajna razlika izmedu promene koncetracije

etanola u uzorcima krvi i urina sa leSnog materijala, ali
postoji znacajna razlika izmedu promena koncentracije
etanola u krvi i urinu, tj u staklastom telu, gde je kako kod
otvaranih, tako i kod zatvorenih uzoraka doslo do najmanjeg

pada alkoholemije u navedenom periodu ¢uvanja.

. Kod otvaranih uzoraka, nezavisno od porekla, dolazi do veceg

i statisticki znacajnog smanjenja koncnetracije etanola u

odnosu na neotvarane uzorke.

. Na osnovu ovog istrazivanja ne moze se doneti jasan

zakljuéak o tome da li postoji znacajna razlika u promeni
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koncentracije etanola kod uzoraka krvi zivih osoba i sa leSnog
materijala, kako kod zatvorenih, tako i kod otvaranih

uzoraka.

. Od uzoraka tkiva sa autopsijskog materijala, prema
oCekivanju, najvecu stabilnost imaju uzorci staklastog tela,
kod kojih je zabelezena najmanja promena koncetracije ali
se, bez obzira na navedeno, zbog velike standardne
devijacije ne preporucuje koris¢enje ovih koncentracija za

preracun inicijalne alkoholemije.

. Promena koncentracije etanola tokom c¢uvanja u zavisnosti je
od tkivne vrste uzorka, inicijalne alkoholemije, duzine
cuvanja, integriteta viala i Cepova, temperature, odnosa
teCne i gasne faze, prisustva konzervansa i potencijalnog

intermitentnog otvaranja radi analiza.

. Dva osnovna nedostatka ovog istrazivanja su nemogucnost
kontrole nad inicijalnim uzorkovanjem krvi kod zivih osoba, i
nedodavanje fluorida kao vaznog konzervansa, koji sprecava
aktivnost mikroorganizama i ne dozvoljava znacajnu
promenu koncentracije etanola u uzorcima, te je preporuka
da se prilikom konzerviranja uzoraka u duzem vremenskom
periodu dodaje konzervans c¢ime bi se sprecile nedoumice u

vezi sa poreklom promene koncentracije etanola.

. Prilikom ponavljanja analiza neophodno je imati u vidu
prosec¢nu gresku analiticke metode a koja je u zavisnosti od

vrednosti inicijalne alkoholemije.
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