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O ODNOSU KONCENTRACIJE OLOVA
U KRVI I KOPROPORFIRINA U URINU

Izviieno je odredivanje olova u krvi i koproporfirina u urinu kod
154 radnika.

IstraZena je korelacija izmedu kolidine olova u krvi i koproporfirina
u urinu. Regresija, koja povezuje logaritme koncentracija obiju vari-
jabla je linearna. Izraéunana je jednadiba regresije i granice pouzda-
nosti nepoznate koncentracije koproporfirina u urinu iz poznate kon-
centracije olova u krvi i obratno.

Raspravljeno je znalenje rezultata analiza olova i koproporfirina
kod povifene ckspozicije olovu.

Za dijagnozu profesionalnih oboljenja upotrebljavaju se dvije vrste
testova:

1. Odredivanje toksi¢ne supstancije, koja je usla u tijelo, odnosno
njenog raspadnog produkta. ~

2. Utvrdivanje patoloskih promjena u organizmu, odnosno odredi-
vanje produkata $tetnog djelovanja toksi¢ne supstancije na organizam.

Kod otrovanja olovom prvoj grupi testova pripada odredivanje
olova u bioloskom materijalu, u prvom redu u krvi i urinu, a drugoj
grupi brojenje bazofilno punktiranih eritrocita, odredivanje porfirina
u krvi i urinu, odredivanje hemoglobina i t. d.

Ve¢ prije vise od 70 godina primijetio je Binniendijk (1) poviseno
izlu¢ivanje porfirina u urinu kod otrovanja olovom. Od tog vremena
objavljen je velik broj radova, koji tretiraju to pitanje (na pr. 2-8).
Mnogi autori imaju razlitita miSljenja o tome, da li je za prosudivanje
ekspozicije olovu, odnosno stepena otrovanja olovom, mjerodavna koli-
¢ina olova u krvi, odnosno u urinu. ilj koncentracija porfirina u urinu,
odnosno broj bazofilno punktiranih eritrocita. Od 1948., kada su De
Langen i ten Berg (9) predlo#ili, da se kao prvi znak otrovanja olovom
uzme pojava poviSene kolidine koproporfirina u urinu, taj se test sve
vi$e upotrebljava za ranu dijagnozu otrovanja olovom pa i kao kriterij
za prosudivanje poveéane apsorpcije olova. Vrlo se ¢esto u istu svrhu
upotrebljava broj bazofilno punktiranih eritrocita u perifernoj krvi,
premda su oni samo indeks poveéane regeneracije koStane sr¥i. Bazo-

511




filno punktirani eritrociti pojavljuju se i kod drugih oboljenja i otro-
vanja, kad su napadnuta crvena krvna tjelefca, pa je time stimulirana
eritropoeza. Prema tome pojava bazofilno punktiranih eritrocita nije
specifitna za otrovanje olovom. S druge je strane koli¢ina olova u krvi
ili urinu mjera za ekspoziciju, apsorpciju, transport, odnosno izluci-
vanje olova iz organizma. Prema nekim autorima (10) poznavanje
sadrfaja olova u krvi moZe koristiti pri zaklju¢ivanju o oneti$éenju
atmosfere olovom u onim slucajevima, kad se iz bilo kakvih razloga
ne moze mjeriti koncentracija u atmosferi.

Za dijagnozu otrovanja olovom redovno se odreduje koncentracija
olova u urinu ili krvi i koncentracija koproporfirina u urinu.

Ostavimo li po strani pitanje, da li olovo djeluje hemoliticki ili uz-
rokuje disfunkciju hematopoetskog sustava, ¢injenica je, da otrovanje
olovom uzrokuje pojavu poviSene kolicine koproporfirina u urinu. Ako
bi se ustanovilo, da je korelacija izmedu koncentracije olova i kopro-
porfirina dovoljno visoka, te da je koeficijent korelacije izmedu obje
varijable znaajan, mogla bi se jedna od te dvije analize izostaviti,
pa bi bilo dovoljno izvesti samo jednostavniji test.

Da bismo to ustanovili, odredili smo koncentracije olova u krvi 1
koproporfirina u urinu kod 154 radnika, istra%ili stepen asocijacije
izmedu obje veliine i ispitali moguénost spomenutog pojednostavnjenja
laboratorijskih pretraga za dijagnozu otrovanja olovom.

SAKUPLJANJE UZORAKA 1 METODIKA ODREDIVANJA

7a kvantitativno odredivanje koproporfirina u urinu upotrebili smo
jednostavnu fluorimetrijsku metodu (11). Alikvotni dio 24-satnog urina
zakiseli se ledenim octom i ekstrahira eterom. a koproporfirin se iz
etera ekstrahira sumpornom kiselinom. Koncentracija se koproporfirina
odreduje mjerenjem intenziteta fluorescencije sumporno-kiselog —eks-
trakta. Bazdarnu krivulju, koja pokazuje zavisnost intenziteta fluore-
scencije od koncentracije koproporfirina, dobili smo pomocu otopina
&istog koproporfirina u sumpornoj kiselini.

Kako je veti dio analiza bio izveden na terenu, gdje nismo mogli
mjeriti fluorescenciju, trebalo je naéi pogodan nacin za transportiranje
uzoraka. Mnogi autori (12-15) upozoravaju na &injenicu, da se duljim
stajanjem urina na svijetlu, a pogotovu utjecajem povisene tempe-
rature, porfirin razgraduje, odnosno mijenja tako, da ga uobiajenim
metodama vise ne moemo odrediti ili da se dobivaju pogre$ni rezultati.

S obzirom na to, $to nismo mogli transportirati sakupljene uzorke
urina i analizirati ih u intervalu od 8 dana, ispitali smo utjecaj stajanja
urina na rezultat analize. Ustanovili smo, da uzorci urina ne mogu sta-
jati tako dugo, a da to ne bi bitno utjecalo na rezultate analiza, ali ako
se svjeri urin ekstrahira i sacuva samo sumporno-kiseli ekstrakt, onda
se taj u roku od 14 dana ne mijenja, stoji 1li u dobro zalepljenim
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epruvetama. To vrijedi i onda, ako epruvete stoje pri normalnoj sobnoj
temperaturi nezaticene od difuznog dnevnog svijetla. Tipi¢an primjer
prikazan je na slici 1.
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Slika 1. Utjecaj stajanja urina i sumporno-kiselog
ekstrakta na rezultat fluorimetrijske analize.

Ispunjeni krugovi predstavljaju rezultate analize ali-

kvotnih dijelova urina, koji je stajao na dnevnom

svijetlu i pri sobnoj temperaturi. Neispunjeni krugovi

predstavljaju rezultate mjerenja prveg sumporno-

kiselog ekstrakta, koji je takoder stajao na dnevnom
svijetlu i pri sobnoj temperaturi.

Osim porfirina, koji imaju sposobnost fluoresciranja, u urinu se
nalaze i leuko-oblici porfirina, koji ne fluoresciraju (14-16). Mnoge
dosad upotrebljavane metode odredivanja ne obuhvac¢aju spomenute
leuko-oblike. U novije se vrijeme pojavilo nekoliko prijedloga za is-
pravljenje tog nedostatka. De Langen i ten Berg (9) preporucuju, da
se doda nekoliko kapi 3% H,0,, koji oksidira leuko-oblike i prevodi
ih u oblik, koji fluorescira, pa se moze fluorimetrijski odrediti. Raine
(16) preporutuje oksidaciju s kinhidronom. Watson i suradnici (14) su
medutim nadli, da djelovanje H,0, nije pouzdano, a ni s kinhidronom
nisu imali najbolja iskustva, nego preporucuju upotrebu otopine joda
za istu svrhu. Oni medutim upozoravaju na ¢njenicu, da leuko-oblici
stajanjem u slabo alkali¢nom urinu prelaze u roku od 24 sata u oblik,
koji fluorescira.

Zbog toga smo uzorke urina prije izvodenja analize ostavili stajati
24 sata uz dodatak 5 g Na,CO;. Za analizu smo uzeli 100 ml urina.

Za kvantitativno odredivanje olova u krvi upotrebili smo ditizonsku
metodu (17), koja se upotrebljava u nasem institutu. Zbog opasnosti
onetlif¢enja uzoraka krvi egzogenim olovom izvriene su narolite mjere
opreza pri uzimanju uzoraka. Za vadenje krvi bile su upotrebljene igle
od V2A ¢elika. Igle su najprije temeljito isprane redestiliranom vodom,
a zatim, radi steriliziranja, 10 minuta kuhane u redestiliranoj vodi u
staklenoj posudi. Krv se uzimala iz vene u pregibu lakta. Okolina
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mjesta, gdje je bio izvrSen ubod, najprije je isprana sapunom i vodom,
2 zatim alkoholom i eterom. Samo vadenje krvi izvrieno je na ovaj
natin: Igla je zabodena u venu, i u §trcaljku navudeno malo krvi.
Strcaljka je nakon toga skinuta. Nekoliko prvih kapi krvi je zabaceno.
a zatim je pod iglu podmetnuta suha epruveta. Slobodnim kapanjem
sakupljeno je na taj nalin toliko krvi, da se iz epruvete mogla otpipe-
tirati potrebna koli¢ina u Kjehldahlove tikvice.

Za jednu analizu uzeto je 5 ml krvi. Za svakog ispitanika bile su
izvréene dvije analize, a kao rezultat uzcta je srednja vrijednost.

Kod svih ispitanika izvrien je na dan uzimanja fizikalni i laborato-
rijski (hematoloki) pregled.

REZULTATI 1 CBRADA REZULTATA

Ukupni raspon koncentracija olova u krvi i koproporfirina u urinu
kao i raspodjela ispitanika s obzirom na normalne vrijednosti olova
i koproporfirina prikazani su u tablici 1.

Tablica 1.
Raspon
Olovs: =« o = « = = = « & & v = 11==227 w1g/100 ml krvi
Koproporfirin . . . . . . .« .« . - 0—400 wg/100 ml urina
1 Pov_lfena kollxvc.ma olova . . . . . . .o 56 radiika
Povitena kolitina koproporfirina
> Povitena koli¢ina olova % g 0%, paditiles
= Normalna koli¢ina koproporfirina SRS
Normalna koli¢ina olova . . . 3 3
3 oy ey - 5 radnika
Poviena koli¢ina koproporfirina
S povitenim nalazima 124 radnika
4 Normalna koli¢ina olova : s
Normalna koli¢ina koproporfirina 39 radniba
Ukupno 154 radnika

Kao gornje granice normalnih vrijednosti uzeli smo za olovo 60 ug/
100 ml krvi (18), a za koproporfirin 9 ug/100 ml urina (19).

Radnike smo podijelili u dvije grupe prema koli¢ini jedne, odnosno
druge komponente. U prvu smo grupu (red. br. 1-3 tablice 1) svrstali
radnike, kojima je sadrzaj olova u krvi ili koproporfirina u urinu.
odnosno i olova u krvi i koproporfirina u urinu bio iznad gornjih gra-
nica normalnih vrijednosti. U drugu su grupu (red. br. 4 tablice 1) usli
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radnici s obje komponente ispod gornjih granica normalnih vrijednosti.
Rezultate analiza spomenute grupe od 124 radnika statisticki smo
obradili.

Ispitivanjem raspodjele rezultata ustanovil; smoe, da su 1 rezultati
koncentracija olova u krvi i vrijednosti za koproporfirin u urinu loga-
ritmicki normalno rasporedeni. Koeficijent korelacije izmedu koncen-
tracije olova i koproporfirina izratunali smo iz negrupiranih rezultata.
Vrijednost koeficijenta korelacije iznosi 0.487, sa standardnom pogre-
Skom 0.074. Ta je vrijednost znacajno razli¢ita od 0. ako se upotrebi
5%0-ni nivo znadajnosti.

Kako je koeficijent korelacije vrlo dobra mjera za stupanj asocija-
cije samo onda, ako je odnos izmedu obje varijable linearan, izvrdili
smo regresiju i analizu varijance te izralunali granice pouzdanostj pro-
cjenjivanja koncentracije olova iz poznate koncentracije koproporfirina
i obratno.

U prvom sluéaju, kada smo kao nezavisnu varijablu uzeli logaritam

kencentracije olova u krvi, a kao zavisnu logaritam koncentracije ko-
proporfirina u urinu, dobili smo ovu jednadzbu regresije:

y = 1.391 x — 1.020. (1)
U toj je jednadzbi y = log Cpont u #g/100 ml urina, a x = log Cpy,

u ©g/100 ml krvi. Analiza varijance za taj slu¢aj prikazana je u
tablici 2.

Tablica 2.
r i Suma Broj stepena e
Viardjachja kvadrata slobode Varijanca
Zbog regresije 6.1875 1 6.1875
Oko regresije 28.6230 122 0.2346
Ukupno 34.8105 123
F = 2637

U drugom sluéaju, kada smo kao nezavisnu varijablu uzeli logaritam
koncentracije koproporfirina u urinu, a kao zavisnu varijablu logaritam
koncentracije olova u krvi, dobili smo na jednak natin jednadzbu naj-
boljeg pravca kroz eksperimentalne totke. Ta jednadzba glasi:

y = 0.170x + 1.669. (2)

U toj je jednadzbi y = log Cry, a x = log Cyot. Analiza varijance
za ta] sludaj prikazana je u tablici 3.
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Tablica 3.

i s Suma Broj stepena 2 %o
Varijacija Evadiata Teboda Varijanca
Zbog regresije 0.7581 1 0.7581
Oko regresije 3.5071 122 0.0288
Ukupno 4.2652 123
F = 2637

Kriti¢tna F-vrijednost za 5%-tnu razinu znacajnosti za 1, odnosno
122 stepena slobode iznosi 3.92. Kako je izratunana F-vrijednost izno-
sila 26.37, izlazi, da je regresija zaista linearna.

15¢ 175 200 225
log €

Slika 2. Regresijski pravci i 95°-ne granice pouzda-
nosti procjenjivanja nepoznatog logaritma koncentra-
cije koproporfirina w wrinu iz poznatog logaritma
koncentracije olova u krvi.

Krugovi predstavljaju srednje vrijednosti logaritama
koncentracije koproporfirina u urinu za srednje vri-
jednosti razreda, u koje su svrstani logaritmi kon-
centracija olova u krvi.

Na slici 2 ucrtan je regresijski pravac za sluaj, da je x = log Crw,
a y = log Cport. Oznalene tocke predstavljaju srednje vrijednosti loga-
ritama koncentracije porfirina za srednje vrijednosti razreda (oznake
razreda), u koje su svrstani logaritmi koncentracija olova. Stvarna su
rasipanja znatno vela. Izvucene krivulje predstavljaju 95 %o-ne gra-
nice pouzdanosti procjenjivanja nepoznatog logaritma koncentracije
koproporfirina u urinu iz poznatog logaritma koncentracije olova u krvi.
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Na slici 3 prikazani su analogni podaci kao na slici 2, s tom razlikom,
da smo u ovom slutaju kao nezavisnu varijablu uzeli logaritam kon-
centracije koproporfirina u urinu, a kao zavisnu varijablu logaritam

koncentracije olova u krvi.

log Cy,,

log Cuont

Slika 3. Regresijski pravci i 95%v-ne granice pouzda-

nosti procjenjivanja nepoznalog logaritma koncentra-

cije olova u krvi iz poznatog logaritma koncentracije
koproporfirina u urinu.

Krugovi predstavljaju srednje vrijednosti logaritama

koncentracije olova u krvi za srednje vrijednosti

razreda, u koje su svrstani logaritmi koncentracija
koproporfirina u urinu.

S obzirom na to, da su na slikama 2 i 3 prikazane vrijednosti kon-
centracija i granice pouzdanosti u logaritmickom mjerilu, prikazani
su radi bolje ilustracije u tablicama 4 i 5 neki antilogaritmirani rezul-
tati. Za odredenu koncentraciju olova u krvi oznatena je u tablici 4

Tablica 4.

. Koncentracija koproporfirina xg/100 ml urina
Izmjerena — il d dot ot —
; iz | i anosti
/1(égb 1 IZlaéur‘l‘:}nlil ;Z ‘ Gmmci,p?izi,,i,,,,,,,, 1 Interval
S P e pouzdanosti
krvi pravca Donja Gornja
35 13 1 127 126
>0 22 2 206 204
72 37 4 340 336
105 62 7 567 560
151 103 11 956 945
219 172 18 1632 1614
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izratunana koncentracija koproporfirina u urinu, gornja i donja 95%o-
na granica pouzdanosti procjenjivanja, te intervali izmedu gornje 1
donje granice. Odavde se vidi, da na pr. za dobivenu koncentraciju
olova od 50 ug/100 ml krvi, koncentracija koproporfirina izracunana
iz regresijskog pravca iznosi 22 1g/100 ml urina, ali da je prava vri-
jednost bilo koji rezultat izmedu 2 i 206 1g/100 ml urina. a u jedan
od dvadeset slu¢ajeva i izvan tih granica. To znaci, da bismo za koncen-
traciju olova, koju jo§ smatramo normalnom, mogli dobiti normalnu
koncentraciju koproporfirina, ali i koncentraciju, koju smatramo izra-
zito patoloskom. Osim toga, kako se iz tablice vidi, interval izmedu
granica raste, dok raste i koncentracija olova u krvi, pa procjenjivanje
u podru¢ju visokih koncentracija olova postaje joS nesigurnije.

Sli¢na je situacija i u obrnutom slutaju izra¢unavanja koncentracije
olova u krvi iz izmjerene koncentracije koproporfirina u urinu, kao
$to se to vidi iz tablice 5.

Tablica 5.
. Koncentracija olova xg/100 ml krvi
Izmijerena e :
Clmrf Izraéunana iz Granice pouzdanosti )
P e e Interval
ug/100 ml regresijskog -
i 5 X pouzdanosti
urina pravca Donja ‘ Gornja
) 55 25 121 96
6 64 29 140 | 111
16 75 34 163 | 129
40 88 40 190 150
100 102 47 222 175
251 120 55 261 206

DISKUSIJA I ZAKLJUCAK

Dobiven;i rezultati omoguéuju stvaranje ovih zakljucaka:

1. Koli¢ina olova do 60 wg/100 ml krvi ($to smatramo normalnom
koli¢inom) vjerojatno ne izaziva koproporfirinuriju. To potvrduju na-
lazi 30 ispitanika, koji su svrstani u 4. grupu tablice 1. Protiv tog
zakljutka ne govore ni nalazi petorice ispitanika trece grupe iste
tablice, jer su za trojicu od njih nadeni drugi razlozi* pojave povi-
Senog koproporfirina.

* Porfirin u urinu pojavljuje se kod nekih bolesti kao na pr. artritisa, poliomi-
jelitisa, ciroze jetara, perniciozne anemije, Hodgkinsonove bolesti. leukemije, pe-
lagre i t. d., zatim kod uZivanja neckih droga i lijckova kao na pr. sulfonala, trio-
nala, etanola, salvarzana., acetanilida, fenacetina, amidopirina, sulfonamida i barbi-
turata. Od profesionalnih oboljenja porfirin se pojavljuje kod otrovanja s As. Be.
Se. P, anilinom. kloriranim ugljikovodicima i t. d
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2. PoviSena koli¢ina olova u krvi ne mora neposredno izazvati povi-
Seno izlucivanje koproporfirina u urinu, ako ekspozicija povisenoj kon-
centraciji olova nije dovoljno dugo trajala. Trajanje ekspozicije 23
ispitanika, koji su svrstani u drugu grupu tablice 1, nije jo$ bilo do-
voljno dugo, da izazove oSteéenje organizma.

3. Kako povideno izlutivanje koproporfirina nije uvijek popraéeno
povisenim sadrzajem olova u krvi (3 slutaja opisana pod totkom 1),
treba odredivanjem olova kvalitativno dokazati, da je koproporfiri-
nurija posljedica ekspozicije olovu, a da nije.nastala zbog nekog dru-
gog razloga.

4. Zbog presirokih granica pouzdanosti procjenjivanja ne moze se
iz rezultata odredivanja koproporfirina u urinu ni priblizno zakljuciti
vrijednost koncentracije olova u krvi i obratno, pa prema tome treba
kod dijagnoze izvoditi obje analize, od kojih svaka ima svoje znatenje.

Institut za higijenu rada,
Zagreb
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SUMMARY

ON BLOOD LEAD CONTENT AND URINARY
COPROPORPHYRIN RELATIONSHIP

In order to investigate the correlation between the urinary coproporphyrin con-
centrations of lead in blood (17) and coproporphyrin in urine (11) of 154 subjects
have been determined.

The regression of the logarithms of the urinary coproporphyrin concentrations
upon the logarithms of the concentrations of lead in blood and vice versa were
found to be linear in the concentration range above the normal values. The regres-
sion equation was computed and the 950 confidence limits for the predicted values
of the concentration of coproporphyrin in urine from the measured concentration
of lead in blood and vice versa are given.

On the basis of these results the following conclusions may be drawn:

1. The lead content up to 60 ug per 100 ml blood, which is the upper limit for
normal values (18), does not produce coproporphyrinuria.

2. The increased amount of lead in blood will not incrcase the excretion of
coproporphyrin in urine if the exposure to lead is not long enough.

3. The 95 confidence limits for the prediction of the lead concentration from
the concentration of the coproporphyrin in urine and vice versa are too vide to
enable even approximately good estimation.

In the diagnosis of lead poisoning it is therefore necessary to perform both
analyses. Each of them has its own meaning.

Institute of Industrial Hygiene.
Zagreb
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