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KAZUISTIKA

Vyuziti kapilarni elektroforézy

pro stanoveni kyseliny mravenci
v séru po intoxikaci metanolem -
kazuistika

Bocek Robert!, Kuban Petr?, Foret FrantiSek?, Gabzdylova Miroslava?

SOUHRN

Intoxikace metanolem muize zpUlsobit diagnostické
potize, pokud neexistuje Udaj o poziti zavadné latky.
V Uvodu epidemie metanolovych otrav v CR v roce
2012 jsme se s negativni anamnézou konzumace alko-
holu potykali hned nékolikrat. Hladiny metanolu byly
u téchto nékolika pacientl stopové, nékdy dokonce
nulové. Pacienti trpéli cetnymi pridruzenymi nemoce-
mi, nékteri z nich museli byt béhem pfijeti resuscito-
vani. Jednoducha metoda stanoveni hladiny kyseliny
mravenci nebyla v prvnich dnech viny otrav bézné
dostupna. Intoxikace metanolem byla definitivné po-
tvrzena v téchto pfipadech az dodatecnym vySetfenim

ABSTRACT

Capillary electrophoretic method for formic acid
measurement after methanol poisoning - case
report

Methanol intoxication can be difficult to diagnose, espe-
cially if there is no supporting evidence of ingestion of
the toxic compound. At the begining of the methanol
intoxication epidemic in the Czech Republic (2012) we
faced a negative anamnesis of alcohol consumption
several times. The measured levels of methanol in these
patients were very low, sometimes methanol was even
not detected. The patients were suffering from conco-
mitant illnesses and some of them had to be resuscitated
during admission. Simple screening methods able to
detect formic acid were not available at the beginning
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kyseliny mravenci v séru ve specializované laboratofi
s odstupem nékolika dalsich dnl. Tyto skute¢nosti nas
vedly k ovéreni moznosti detekce nadlimitni koncent-
race formiatu v séru rychlym screeningovym vysetre-
nim. Analyza vzork( krevniho séra, odebranych béhem
l[écby intoxikace metanolem, kapilarni elektroforézou
ukazala, ze Ize dobfe monitorovat hladinu formiatu
v séru jak pred zahdjenim terapie, tak béhem ni.

KLIiCOVA SLOVA

metanol - kyselina mravenci - acidéza - kapilarni
elektroforéza - hemodialyza

of the epidemic. Eventually, methanol intoxication was
confirmed a few days later in a specialized toxicological
laboratory. Therefore, we tested a novel capillary electro-
phoretic method for the rapid screening of concentration
of formic acid in the serum above its normal physiological
range. Analysis of the serum of the patients intoxica-
ted with methanol proved that monitoring of formate
concentration in the serum with the newly developed
method before and during the medical management
is possible.

KEYWORDS

methanol - formic acid - acidosis - capillary electrophoresis
- haemodialysis



uvob

Intoxikace metanolem patii ke vzacnym, ale
velmi nebezpeénym otravam. Vyskytnout se mii-
Ze nahodile, pfipadné v lokalnich epidemiich.
Pacienti se do zdravotnickych zatizeni dostanou
v riznych fazich otravy, mnohdy az za nékolik dni
po vypiti zdvadného alkoholu. Toxicita samotné-
ho metanolu je minimalni, ale jeho metabolity,
zejména Kyselina mravenci (formiat) patii k ex-
trémné jedovatym latkam.

KLINICKY OBRAZ A DIAGNOSTIKA

Samotna diagnostika této otravy byva obtizna,
pokud neexistuje idaj o poZiti zavadné latky at uz
z dlivodu poruchy védomi, nebo poziti alkoholu
postizeny popfe. Stanoveni diagnézy je rovnéz
epidemie intoxikaci [1].

Pvodné nevyrazny klinicky nalez metanolové
otravy se dramaticky méni béhem oxidace me-
tanolu alkoholdehydrogenazou na formaldehyd
a toho pak aldehyddehydrogenazou na kyselinu
mravenci. Tento proces nastava odlozené v piipadé
soucasné konzumace etanolu, typicky v rozmezi
12-24 hodin od poziti zavadného alkoholu [2, 3].
Formiat vede k metabolické acidéze, inhibuje mi-
tochondridlni respiraci, cehoz nasledkem je tka-
nova hypoxie s kumulaci laktatu a dal$im prohlu-
bovanim acidézy [4]. Zndma je toxicita formiatu
vaci zrakovému nervu a CNS, zejména bazalnim
gangliim [1] - obr. 1. a 2.

V popfedi klinického obrazu je postizeni GIT.
Projevuje se jako abdominalni bolesti, nauzea,
zvraceni [1, 5], hemoragicka gastritida [2]. Dochazi
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Obr.1  Schéma intoxikace metanolem

Upraveno podle [4]
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k vyznamné hyperven-
tilaci (Kussmaulovo dy-
chani), casto se vyskytu-
je dusnost. V zavaznych
pripadech se mohou
pridruzit generalizova-
né krece, krvaceni do
CNS a bezvédomi [1, 6].
Typickym pfiznakem
byvaji poruchy vidéni,
kdy postizeni udavaji
vypadky zorného po-
le nebo obraz snéhové
boufe [2, 6]. V pripadé
del$i expozice organis-
mu kyseliné mravenci
mizZe dojit ke komplet-
ni trvalé ztraté zraku.
Nedojde-li k véasnému
terapeutickému zasa-
hu, miiZze akumulace
formiatu vést az ke smr-
ti organismu.

V laboratornich
vysledcich dominuje
tézka metabolicka aci-
déza (MAC) s pH casto
nizsimnez7,0, vyznam-
ny aniontovy gap (AG)
(>16 mmol/1) a osmolalni gap (OG) (> 10 mosm/kg).
V zavaznych ptipadech jsou rovnéz vysoké hladi-
ny laktatu a hyperkalémie [7]. Hladina Kkyseliny
mravenci v séru se u zdravych jedincli pohybuje
v rozmezi 0,02-0,25 mmol/l [8], podle nékterych
autor@ az 1,2 mmol/l [9]. Béhem zavazné intoxi-
kace metanolem miiZe byt tato hladina zvysena
az stonasobné. Jako kritickd koncentrace byla né-
kolika vyzkumy stanovena hladina 0,5g/1, coz
odpovida ptiblizné 10 mmol/l kyseliny mravenci
v séru [10, 11]. Po jejim prekroceni se mliZeme
obavat zavaznych nasledkd.

Obr. 2
bazalnich ganglii u pacienta
intoxikovaného metanolem
(archiv RTG odd. NsP
Havifov, p. 0., zvefejnéno
se souhlasem pacienta)

Postizeni

TERAPIE

Terapie je bohuzel velmi ¢asto zahadjena opoz-
déné vzhledem k odloZenému nastupu symptoma
intoxikace [2]. Nezbytna je rychld aprava acidézy
s aniontovym oknem pomoci hydrogenkarbonatu
sodného. Zastaveni pfemény metanolu na formal-
dehyd a kyselinu mravenc¢i musime provést oka-
mzité podanim inhibitoru alkoholdehydrogenazy
fomepizolu (4-methylpyrazolu) nebo pfi jeho ne-
dostupnosti etanolu [3, 5].

Fomepizol nezptisobuje titlum CNS, nevyzadu-
je monitorovani plasmatické koncentrace a jeho
podani je jednodussi. Nevyhodou je vysoka cena
a omezena dostupnost.

2013,24,¢.5
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Graf1  Zavislost koncentrace formiatu v krevnim séru na dobé
trvani hemodialyzy

Vzorky krevniho séra byly odebirané v ¢asovém intervalu O, 2, 6,

8 a 10 h od zahajeni hemodialyzy a byly analyzovany kapilarné

elektroforetickou metodou s vyuzitim fumaratu jako vnitfniho

standardu.

Etanol plisobi na principu aplikace alternativ-
niho substratu, ktery je enzymem metabolizovan
pfednostné (afinita etanolu k alkoholdehydro-
genaze je asi 15krat vyssi nez afinita metanolu
k tomuto enzymu). Je snadno dostupny, podava se
enterdlné nebo parenterdlné. Dostatecné i¢inna
hladina etanolu v séru je kolem 1-1,5 g/1.

Eliminace jiz pfitomné kyseliny mraven-
¢l je nejefektivnéjsi pomoci hemodialyzy (HD).
Degradaci kyseliny mravenci 1ze podpofit podanim
kyseliny listové.

Pfesny terapeuticky postup je stanoven od-
bornym doporucenim pro intoxikaci metanolem,
které bylo vypracovano napt. Toxikologickym in-
formacnim stfediskem (TIS) VEN v Praze [12].

Prognoéza otravy metanolem je dobra, pokud
postiZeny brzy vyhleda 1ékafskou péci a 1écba je
zahdajena okamzité.

STANOVENI KONCENTRACE FORMIATU
VE VZORCICH SERA PACIENTKY
INTOXIKOVANE METANOLEM

Metoda stanoveni formiatu v krevnim séru
pomoci kapilarni elektroforézy byla pouzita pri
analyze krve pacientky pfijaté k hospitalizaci na
anesteziologicko-resuscita¢ni oddéleni po pozi-
ti alkoholického napoje obsahujiciho metanol.
Kapilarné elektroforeticka metoda s bezkontaktni
konduktometrickou detekci, zaloZena na selektivni
separaci formiatu v separa¢nim elektrolytu sloZe-
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ném z 10 mmol/l L-histidinu, 15 mmol/l kyseliny
glutamové a 30 umol/l cetyltrimethylammonium
bromidu, je popsana autory prispévku [13]. Nové
vyvinutd metoda je schopnd poskytnout orientac-
ni vysledek hladiny nejen kyseliny mravenci, ale
idalsich kyselin pfiblizné do 1-2 minut. Nejednalo
se o planovanou studii, pouze jsme vyuzili nahodi-
1é ptilezitosti akutni hospitalizace intoxikovaného
pacienta metanolem a vzorky krve odebirané k béz-
nym laboratornim vySetfenim, byly pouZity k pa-
ralelni analyze kapilarni elektroforézou dalsi den
po odbéru v laboratotich Stfedoevropského techno-
logického institutu (CEITEC). JelikoZ byla metoda
pouzita za mimofadnych okolnosti a v relativni
Casové tisni, nebyla provedena jeji fadna validace.
Tato analyza neméla zadny vliv na diagnosticky ¢i
1é¢ebny postup, ani na konecény 1écebny vysledek.
Z téchto a zdroven i casovych diivodil jsme nezadali
etickou komisi o souhlas s provedenim analyzy.
Opatrovnik, ktery byl pfidéleny soudem pacientce
z dlivodu rozvoje tézkého psychoorganického syn-
dromu po intoxikaci metanolem, udélil souhlas
s anonymnim zvefejnénim ziskanych dat.

POPIS PRIPADU

Zena stfedniho véku byla nalezena v byté dru-
hem, stéZovala si na dusnost, potiZe s chtizi, boles-
tibficha, zvraceni, poruchy vidéni. Druh poziti al-
koholu vylucoval, nebyl v§ak celé odpoledne doma.
V byté nebyla nalezena zadna ldhev s alkoholem.
Pti pfijezdu RLP pacientka jiz nebyla kontaktni,
hlasité sténala, na trupu a koncetinach méla vy-
raznou ,,mramoraz“. Dal$§i anamnestické tdaje jiz
nebylo mozné pfesné zjistit. Na urgentnim piijmu
doslo k prohloubeni bezvédomi (GCS 1-1-1), v objek-
tivnim nalezu byla ndpadnd mydriaza s nulovou
fotoreakci, zvraceni a vyrazna hyperventilace.
Na plicich bylo oboustranné slysitelné sklipkové
dychani, bez vedlejsich poslechovych fenomént.
Obéhové byla pacientka stabilni, TK 160/80 mm
Hg, P 84/min. Byla provedena orotrachealni intu-
bace, napojeni na umeélou plicni ventilaci (UPV).

Pfi prijeti méla pacientka pH (6,659), BE -35,7,
AG 43,7 mmol/l, OG 82,4 mmol/kg, pCO, 3,21 kPa.
Prehled dal$ich laboratornich vysledkt pfi prijeti
a nasledné béhem terapie je uveden v tabulce 1.
Klinicky obraz a laboratorni hodnoty na pozadi ak-
tualni epidemiologické situace viny metanolovych
otrav byly silné indikativni pro akutni intoxikaci
zavadnym alkoholem.

Ihned byla podana antidota, etanol v 10%
roztoku 200 ml bolusové v rychlé infuzi béhem
10 minut a dile 500 ml/hod. béhem prvni ho-
diny (celkova nasycovaci davka byla 700 ml 10%
roztoku etanolu pfi hmotnosti pacientky 90 kg),
NaHCO, 8,4% 400 ml, kalcium folinat 50 mg kazdé



4 hodiny. Dosazena hladina etanolu v séru byla
1,8 g/1. Asi po 2 hodinach byl z centra dovezen
Fomepizol, ktery byl podan po konzultaci s TIS
v davce 1 g a zaroven byla infuze etanolu zasta-
vena. Pacientka byla napojena na kontinualni
venovendézni hemodialyzu (CVVHD), ktera trvala
21 hodin, byl pouzit dialyzator s polysulfonovou
membranou o povrchu 1,8m?. Priitok krve byl
150 ml/min., priitok dialyza¢niho roztoku byl
3000 ml/hod. Koncentrace drasliku v dialyza¢nim
roztoku byla 2 mmol/l, koncentrace bikarbonatu
20 mmol/l, koncentrace glukdzy byla 1 g/l. Byla
pouzita regiondlni citrdtova antikoagulace. Dalsi
davka Fomepizolu jiZz nebyla k dispozici, proto
po 5 hodinéch byl znovu podan bolus 300 m110%
etanolu s naslednou udrzovaci davkou 250 ml/
hod. Diagnéza byla potvrzena asi po 2 hodinach
pozitivnim toxikologickym vySetfenim. V tomto
pripadé byla nameéfena hladina metanolu v séru
1,87 g/1 pomoci plynové chromatografie v istavu
soudniho 1ékafstvi. Koncetrace formiatu byla
plynovou chromatografii stanovena jako vyssi
nez 6 mmol/1(0,3g/1), pfesnéjsi kvantifikace touto
metodou jiz dal podle sdéleni laboranta neby-
la moznd. Kapilarni elektroforéza provedena ze
stejného vzorku dalsi den stanovila koncentraci
11,3 mmol/1. Vzorky krve odebirané postupné od
prijeti abéhem HD ve dvouhodinovych intervalech
byly nasledné analyzovany kapilarné elektrofore-
tickou metodou. Vysledky kvantitativni analyzy
za pouziti fumaratu jako vnitiniho standardu jsou
shrnuty v grafulav tabulcel. Je patrné, Ze hodno-
ty formiatu tésné po zahajeni HD byly cca 10krat
vys$si, nez je horni mez fyziologické koncentrace
formiatu v krevnim séru. Mirny vzestup hladiny
kyseliny mravenci u druhého vzorku je dan krat-
kym Casovym intervalem mezi prvnim odbérem
a podanim prvni infuze antidota (etanolu). Po
napojeni na CVVHD je jiZ patrny vyrazny pokles
hladiny kyseliny mravenci.

Béhem prvnich 6 hodin se opakované objevily
fascikulace v obliceji, jednou tonicko-klonické
kfece, které ustoupily po podani diazepamu. Asi
po 6 hodinach hemodialyzac¢ni 1é¢by zacala pa-
cientka reagovat na algické podnéty a zhruba po
20 hodinach reagovala i na osloveni.

Na CT mozku byly patrné znamky vyrazného
edému, zejména v oblasti bazalnich ganglii, ktery
se zmensSil po antiedematézni 1é¢bé. UPV trvala
celkem 12 dnti a 6 hodin, 17. den hospitalizace
byla pacientka preloZena na JIP interniho oddéle-
ni. Oftalmologické vySetfeni prokazalo dekoloraci
papily, suspektni ischémii retiny a velmi pravdeé-
podobné poskozeni zraku. Pro pfetrvavajici psy-
choorganicky syndrom a spastickou kvadruparézu
byla pacientka po 31 dnech pieloZena do dalsi péce
v LDN.

ti a nasledné béhem hemodialyzy

fi pfije
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DISKUSE

U nasich prvnich pacienti v pozdnim stadiu
etanolové otravy se ve tfech pfipadech vyskytlo
intracerebralni krvaceni, proto jsme volili elimi-
nacéni metodu s regionalni citratovou antikoagu-
laci. Na nasSem oddéleni mame tuto eliminacéni
metodu pouze v rezimu CVVHD. Intermitentni HD
z technickych dtivodt nebyla dostupna. Nicméné
intermitentni HD je povazovana za nejucinnéjsi
pfi eliminaci toxickych metabolitli zavadnych
alkohold, je v této indikaci upfednostriovana pred
kontinualnimi technikami [3, 14], a to bez pouziti
heparinu vzhledem k riziku zavazného krvaceni
[3]. Pouziti kontinudlnich technik pfi intoxikaci
metanolem je vhodné v pripadé nedostupnosti
intermitentni HD nebo u obéhové nestabilnich
pacientt [14]. Néktefi autofi doporucuji pii into-
xikaci alkoholy pouzit high-flux membranu, jeli-
koz umozniuje odstranit vét§i mnozstvi toxickych
metabolitli za hod. HD [15].

Pokud se pacienti dostanou do nemocnice
v pozdnich fazich otravy, byvaji hladiny metanolu
v krvi jiz velmi nizké, v nékterych ptipadech do-
konce pouze stopové ¢i nulové. V téchto stadiich
totiz velka ¢ast metanolu jiz byva konvertovana
na formiat. Je to jeden z dvodi, proc se ukazuje
stanoveni koncentrace kyseliny mravenci v séru
béhem otravy jako spolehlivéjsi metoda nez sta-
noveni hladiny metanolu. Prvni intoxikovani
pacienti na zacatku epidemie s negativni ana-
mnézou poziti alkoholu, ktefi méli negativni toxi-
kologické vySetfeni pti ptijeti a ¢etna pfidruzena
onemocnéni, byli dikazem moznych znaénych
potizi v diferencialni diagnostice metanolové
otravy. VySe popsany piipad byl sedmy v fadé
na naSem pracovisti. Pacientka byla tedy pfijata
v dobé, kdy jsme jiz méli zkuSenosti s touto raritni
intoxikaci.

Stanoveni hladiny formiatu v krvi je mozné
pomoci nékolika analytickych metod. Plynova
chromatografie s plamenoveé ioniza¢nim detek-
torem [16] nebo hmotnostné spektrometrickym
detektorem [17] patfi mezi nejvice pouzivané me-
tody. Bohuzel stanoveni kyseliny mravenci touto
metodou je dostupné pouze ve vybranych toxiko-
logickych laboratotich, vét§inou ve fakultnich
nemocnicich. Transport vzorkdl krve a samotna
doba vySetfeni vzdy znamena urcitou ¢asovou
prodlevu.

Enzymatické metody zalozené na oxidaci for-
miadtu formatdehydrogenazou az na koneény pro-
dukt, CO,, a nepfimém spektrofotometrickém
stanoveni predstavuji jednodussi a dostupnéjsi
alternativu, kterou lze pouzit i na pracovistich,
kterd nedisponuji plynovym chromatografem.
Nutnosti je vybaveni pracovisté automatickym
analyzatorem [18]. Pokud je poziti metanolu vysoce
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pravdépodobné, nemuiZe ¢ekani na vysledek toxi-
kologického vySetfeni znamenat odklad zahajeni
1é¢by intoxikace. Na druhou stranu rychly, do-
stupny screening zvySené hladiny formidtu v séru
by vyrazné usnadnil objasnéni pfic¢iny suspektni
otravy.

ZAVER

Po vypiti zavadného alkoholu se postizeni do-
stavaji do nemocnic v riznych fazich intoxikace.
Klicem k jejimu tispéSnému zvladnuti je vedle adek-
vatni terapie véasna diagnostika otravy. Prognéza
zavisi jednak na mnozstvi poziti $kodliviny, ale
zejména na dobé, kterd uplyne od konzumace
zavadného alkoholu do stanoveni diagnézy a za-
hajeni i¢inné 1écby.

Kapilarni elektroforéza predstavuje alternativu
orienta¢niho, rychlého a dostupného stanoveni
kyseliny mravenci v séru. Vysledky jsou k dispozici
béhem nékolika minut, coz miize predstavovat
vyznamnou pomoc v piipadé diagnostickych po-
tizi, které mohou v nejasnych ptipadech otravy
metanolem nastat.

Cast experimentalnich vysledki byla realizova-
na ve Stfedoevropském technologickém institutu
(CEITEC) za pomoci infrastruktury podporované
projektem ¢. CZ.1.05/1.1.00/02.0068 financova-
nym EU fondem pro mistni rozvoj.
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