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Radi objektivizacije opasnosti puSenja roditelja po zdravlje njihove djece u
205 ucenika oba spola, dobi 10—12 godina odredena je, kolorimetrijskom
metodom sa barbiturnom kiselinom (DBA), koncentracija kotinina u urinu.
Deobiveni rezultati su korelirani sa podacima dobivenim iz ankete. Utvrdena
je signifikantna razlika izmedu srednje vrijednosti koncentracije kotinina za
djecu roditelja nepusaca (3,2 umol/L) i djece u kojih pusi jedan roditel; (5,8
umol/L). Koncentracija kotinina je jod veca ako puse oba roditelja (7,8
umol/L) i najvea u djece, pasivnih pusaca, koji nemaju posebnu sobu za
ucenje 1 spavanje, a oba su im roditelja pusaci (9,2 pmol/L). Nije dobivena
statisticki znacajna razlika u koncentracijama kotinina u djevojcica i djecaka.

Kljucne rijeci: djeca, metabolit nikotina, nepugadi, pusadi.

PuSenje duvana jedan je od najznacajnijih $tetnih ¢inilaca u nastanku mnogih bolesti
Covjcka. Medutim, puSenjem nisu ugroZzeni samo aktivni puSaci. Pasivni pusadi,
narocito djeca, podlozni su kroniénim i akutnim bolestima respiratornih organa (1 —6) i
kroni¢nim upalama srednjeg uha (7). Pasivno pusenje predstavlja i faktor rizika od
pojave karcinoma razli¢itih organa (8 —11), najcesée pluca (12— 14). Kao biokemijska
mjera izloZenosti pusaca duvanskom dimu odreduju se u biolofkom materijalu
koncentracije nikotina, kotinina, tiocijanata i karboksihemoglobina. Mjerenje
koncentracije kotinina je najpouzdanije, jer je on najvazniji metabolit nikotina.
Stabilniji je od nikotina, sporije se izlucuje, moze da se odreduje u malim
koncentracijama (0,6 nmol/L) i nije uslovljen nac¢inom ishrane, kao tiocijanati, niti
sastojcima zraka kao ugljicni monoksid. Za obimnije epidemiologke studije
koncentracija kotinina odreduje se plinskom kromatogratijom (GC) (15) ili
visokotlatnom kromatografijom (HPLC) (16). Za opStu upotrebu mnogo je
jednostavnija tehnika radioimunoloskog testa (RIA) (17), mada su potrebni reagensi koji
nisu lako dostupni. Najjednostavnija, najbrza i najjeftinija metoda odredivanja
koncentracije kotinina u urinu je kolorimetrijska metoda sa barbiturnom kiselinom
(DBA) (18). Barlow i suradnici (18) su ovu metodu prvi put primijenili za odredivanje
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statusa aktivnih puSaca mjerenjem koncentracije metabolita nikotina u urinu. Cilj ovog
rada je bio da se tom metodom utvrdi da li su, i u kojoj mijeri, djeca kao pasivni pugaéi
ugrozena dimom cigareta roditelja aktivnih pusaca.

ISPITANICI I METODE

IstraZivanje je provedeno kod 205 uéenika petih razreda Osnovne fkole »Niko
JurinCi¢« u Banjaluci medu kojima je bilo 114 djevojcica i 91 djecak. Podaci o uvjetima
u kojima djeca Zive kao pasivni pusaci (da li puse oba roditelja, koliko dnevno cigareta
puse i da li dijete ima posebnu prostoriju gdje udi i spava) dobiveni su anketom. Od
ispitanika je prikupljen prvi jutarnji urin i svjeZ zamrznut na —20 °C,

Za odredivanje koncentracije metabolita nikotina u urinu prilagodena je, postoje¢im
eksperimentalnim uvjetima, kolorimetrijska metoda sa barbiturnom kiselinom (DBA)
Barlowa i suradnika (18). Jednokratno je odmrzavano po 10 uzoraka urina. U epruvete,
veliCine 5 ml, uzet je po 1 ml urina, odnosno vodene otopine standarda kotinina
(Sigma, No. C-9399), a potom su redom dodavane vodene otopine od 0,5 ml 4 mmol/L
acetatnog pufera (pH=4,7), 0,2 ml 1,5 mol/L kalijum-cijanida, 0,2 ml 0,2 mol/L
kloramina-T i 1 ml 70 mmol/L otopine barbiturne kiseline u smjesi voda—aceton 1:1
(volumski). Nakon mijeSanja otopina, po 10 sekundi, izvedena je inkubacija po 15
minuta na sobnoj temperaturi i potom su reakcije prekinute dodatkom po 0,2 ml 1
mol/L vodene otopine natrijum-hidrogen-sulfita. Za mijerenje apsorpcije uzet je po 1
ml svakog uzorka. Mjerenje apsorpcije je izvedeno spektrofotometrom (Spekol-11) na
505 nm u odnosu na destilovanu vodu. Upotrebljeni uzorci, prije bacanja, mije$ani su sa
cijanidnim antidotom /ferum(Ill)-sulfat, limunska kiselina i natrijum-karbonat/.
Dobiveni narancasti produkt, koji omogucuje kolorimetrijsko odredivanje, rezultat je
reakcija i kotinina i nikotin-N-oksida. Posto je kotinin mnogo vide zastupljen u smijesi i
duZe se zadrzava u organizmu (17), za odredivanje je koriStena njegova 50 wmol/L
vodena otopina kao standard, a koncentracije metabolita nikotina su izraZavane kao
umol/L kotinina.

REZULTATI

Dobiveni rezultati koncentracija metabolita nikotina, izra¥enih kao ekvivalentne
koli¢ine kotinina u pmol/L, predstavljeni su na slici 1. O¢igledno je da su djeca roditelja
pusaca, prema dobivenim koncentracijama kotinina, mnogo vide izloZena pasivnom
pusenju mada je otito da su i djeca roditelja nepusa¢a pasivni pusadi, ali u bla¥oj formi i
po nekom drugom osnovu. Da roditelji, aktivni pusadi, nisu jedini uzrok pasivnog
pusenja svoje djece, pokazuje slika 2. gdje se pored tri izdvojene oblasti prema
koncentracijama kotinina uslovljenih statusom roditelja kao pusala pojavljuju i Cetiri
graniCne oblasti, §to upuuje na uticaj i drugih faktora. U tabeli 1. su, za ispitanike,
predstavljene srednje vrijednosti koncentracija kotinina i standardne devijacije.
Dobivene su signifikatne razlike vrijednosti za djecu roditelja pufa¢a u odnosu na djecu
roditclja nepusaCa. Statisticki je znaCajna razlika i ako se porede vrijednosti za djecu,
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Slika 1. Distribucija vrijednosti koncentracija kotinina u nrinu za djecu roditelja nepusaia i djecu
roditelja pusaca
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Slika 2. Grupe ispitanika i njibova distribucija u zajednicke oblasti prema statusu roditelja kao
pusaca i dobivenim vrijednostima koncentracija kotinina u urinu
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Tablica 1.

Srednje vrijednosti koncentracija kotinina u urinu (X) i znadanost razlike (P) za
djecu roditelia nepusaca i djecu roditelja pusaia

s s Disca Koncentracija
Roditelji ] Catiniig P
n % X +£SD (umol/L)
nepusaci 70 34,1 32+14
e P<0,001
pusaci 135 65,9 6,6+19

pasivne pusace, u kojih pusi jedan roditelj i ako puse oba roditelja (tabela 2). Ovisnost
statusa djeteta kao pasivnog pu$ada o stambenim uvjetima, odnosno o tome da li dijete
ima posebnu prostoriju za ulenje i spavanje, vidi se iz tabele 3. Postojanje vlastite
prostorije gdje dijete provodi najveci dio vremena, gdje spava i gdje se ne pusi, uvjetuje
manju izloZzenost duvanskom dimu u toku boravka u stanu pa je i koncentracija

Tablica 2.

Srednje vrijednosti koncentracija kotinina u urinu (X) i znacajnost razlike (P) za
dfectu u kojib pusi jedan i u kojih puse oba roditelja

Koncentracija
Pusaci Djeca kotinina E
n % X £SD (umol/L)
jedan roditelj 75 55,6 F8L
i P <0,001
oba roditelja 60 44,4 78%2.2

Tablica 3.

Srednje vrijednosti koncentracija kotinina u urinu (X) i znacajnost razlike (P) za
dfecu roditelia pusaca i stambeni nslovi

Dijete ima sobu Dijete nema sobu
. X+SD X+SD
i, 0,
Pusadi n Yo (amol/L} n Yo (umol/L) P
jedan roditelj 52 69,3 51x19 23 30,7 68+1,3 P<0,01
oba roditelja 39 65,0 69+1,1 21 350 92+34 P<0,01
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metabolita u urinu, izraZena preko kotinina, u obje kategorije djece, pasivnih pusaca,
znatno manja. Procjena statisticke znacajnosti je vriena pomocu Studentovog t-testa.

DISKUSIJA I ZAKLJUCAK

Dobiveni rezultati odredivanja koncentracijas metabolita nikotina u urinu, za 205
ucenika u dobroj su korelaciji sa podacima dobivenim anketom. Na osnovu podataka iz
ankete, ispitanici su bili podijeljeni u tri grupe. Prvu grupu od 70-ero djece (34,1%)
Cinila su djeca roditelja nepusaca, drugu od 75-ero djece (36,6%) u kojih pusi samo
jedan roditelj i trecu od 60-ero djece (29,3%) u kojih su oba roditelji pusadi.

Eksperimentalno dobivene vrijednosti koncentracija kotinina potvrduju postojanje
ovih grupa i slaganje rezultata je potvrdeno (slika 2) u prvoj grupi sa 70%, u drugoj sa
63% i u trecoj sa 58%. Za postojanje relativno velike zajednitke oblasti rezultata sa 30
ispitanika gdje pusi jedan roditelj i gdje puse oba roditelja moZe da se nade realno
objasnjenje. U obzir nije uzet, zbog nesigurnosti u izja$njavanju u anketi, broj cigareta
koji roditelji puse, pa se tako moZe da desi da jedan roditelj pusi dnevno isto toliko, ili
viSe, nego druga dva roditelja zajedno. Zajedni¢ka oblast dobivenih rezultata, od 26
ispitanika, u kojoj su roditelji nepusadi, ili pudi samo jedan roditelj, vjerovatno je
uslovljena postojanjem i drugih izvora zbog kojih su djeca roditelja nepusaca pasivni
pusaci. Male grani¢ne oblasti od 8 (3,9%) odnosno 10 (4,9%) ispitanika nisu ocekivane i
rezultat su ili laZnog izjaSnjavanja djece u anketi ili Einjenice da su djeca, mimo
roditelja, izlozena nekom drugom jatem izvoru pasivnog pusenja.

Zabrinjava Cinjenica da su kod 198 ispitanika (96,6%) registrovani metaboliti
nikotina. To znadi, zapravo, da je svaki ¢ovjek koji ne pusi pasivni pusa¢ i dovoljno je da
jednom nedjeljno dode u kontakt sa izvorom pasivnog pusenja pa da mu se u urinu
pronade kotinin, jer izlu¢ivanje ovog metabolita iz organizma traje oko sedam dana (17).
Potvrdena je pretpostavka da su najizloZenija pasivnom pugenju djeca u kojih pue oba
roditelja. Ona imaju prosjec¢no vise nego dvostruko vecu koncentraciju kotinina u urinu
u odnosu na djecu roditelja nepusaca (3,2 prema 7,8 umol/L). Ako dijete nema svoju
sobu za ucenje i spavanje, onda je ta razlika jo$ vise izraZena (3,2 prema 9,2 umol/L).
Ove vrijednosti su u korelaciji sa rezultatima ranijih istrazivanja (8) prema kojima su
djeca roditelja pusaca hospitalizirana 50 — 100% vise od djece roditelja nepusaca zbog
bolesti respiratornih organa.

Ispitivanje nije potvrdilo rezultate Strachana i suradnika (7) da djevojdice, kao
pasivni puSadi, imaju visi nivo kotinina nego djecaci, veé je u saglasnosti sa rezultatima
studije Greenberga i suradnika (19). U odnosu na rezultate Barlowa i suradnika (18)
vrijednosti koncentracija kotinina u urinu su znatno niZe (za nepusace 3,2 u odnosu
prema 7,9 umol/L). To je zbog toga §to su oni ispitivanje izvodili na odraslim ljudima i
Sto su mijerili apsorpciju na 490 nm. Valna duljina od 505 nm, gdje kotinin ima drugi
maksimum apsorpcije, pokazala se znatno selektivnijom, jer je pokazivala apsorpciju
koja je zavisila samo od koncentracije kotinina.

Dobiveni rezultati koncentracija kotinina u urinu pokazuju da se kolorimetrijska
metoda sa barbiturnom kiselinom (DBA) mozZe uspjeino da koristi za utvrdivanje
stepena izloZenosti djece dimu cigarete roditelja, aktivnih pusata. Medutim, kotinin ne
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predstavlja jedinu opasnost po zdravlje djece. Veéa izloZenost dimu cigarete znali i
unofenje u organizam pasivnog pusaca veée kolicine, po genotoksi¢nosti i
karcinogenosti, poznatih spojeva: alkena, amina, nitrozamina te aromatskih i
heterocikli¢nih ugljikovodika.
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Summary

URINARY COTININE AS MARKER OF PASSIVE TOBACCO SMOKING

To provide an objective measure of the hazard smoking parents represent to their children’s
health, cotinine concentration in urine was measured by the colorimetric method using barbituric
acid (DBA). A total of 205 children, aged 10— 12, were examined. The results of laboratory tests
were correlated with the data collected by interview. A significant difference in the average value
of cotinine concentration was demonstrated between the children whose parents did not smoke
(3.2 umol/L) and those whose one parent smoked (5.8 umol/L). An even larger concentration was
recorded when both parents smoked (7.8 umol/L). The largest cotinine concentration was
determined in the urine of children — passive smokers whose both parents smoked and who did
not have a room of their own (9.2 umol/L). The difference in cotinine concentration between girls
and boys was not statistically significant.

Medical Faculty, University of Banjaluka, Banjaluka

Key terms: children, nicotine metabolite, non-smokers, smokers.
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