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Da ocijenimo stupanj ugroZenosti radnika u jednoj tvornici pe-
sticida, izvrsili smo 6-tjednu kontrolu grupe od 16 radnika zapo-
slenih u proizvodnji organskog fosfornog insekticida Ekatina.
Prethodno smo utvrdili akutnu toksi¢nost koncentrata $to se ko-
risti u proizvodnji Ekatina kao i njegova inhibitorna svojstva na
kolinesteraze ljudske krvi in vitro. Dobiveni podaci posluzili su
nam za procjenu opasnosti kojoj su radnici izloZeni tijekom poje-
dinih faza proizvodnje, kao i za izbor metoda za mjerenje aktivno-

sti kolinesteraza krvi spomenutih radnika. Rezultati pak rada u
cjelini omogucili su nam da na osnovi realne ocjene ugrozenosti
predlozimo mjere za djelotvornu preventivu otrovanja u pogonu.

Toksi¢nost organofostornih spojeva temelji se mahom na farmakolos-
kim udincima acetilkolina nakupljenog na mjestima njegove fizioloSke
funkcije (1), gdje onda podraZuje receptore duZe nego u fizioloSkim uvje-
tima. Kumulacija acetilkolina osniva se na Cinjenici da organofosforni
spojevi inaktiviraju ili u razli¢itoj mjeri smanjuju aktivnost kolinestera-
ze lokalizirane u membranama sinapsa i motornih plocica (2) pa time
izostane ili se smanji fiziolo$ko hidroliziranje acetilkolina koji je i u si-
savaca i u insekata prirodni supstrat acetilkolinesteraze. Buduci da se
biokemijsko o$tedenje inhibitorima kolinesteraze moZe utvrditi znatno
prije pojave klini¢kih znakova otrovanja, mjerenje aktivnosti kolineste-
raze uvrSteno je kao jedna od metoda za ocjenu profesionalne izloZeno-
sti antikolinesteraznim pesticidima (3). U istu svrhu uvedene su i metode

Ovaj je rad djelomice financiran sredstvima americkog PL 480 Fonda
Agencije za zadtitu okolisa (Environmental Protection Agency, USA, No PR

2.515-2).




108 K. WiruaeryMm, R. PreStina, B. Sverridid

mjerenja metabolita, odnosno nepromijenjenih organofosfornih spojeva
u urinu ili drugom bioloskom materijalu. Tako postoje metode za odre-
divanje fosfora (4), p-nitrofenola (5), pa dimetilnog i dietilnog fosfata
(6).

Svaka od navedenih metoda ima prednosti i nedostataka. Mjerenje
aktivnosti kolinesteraza u krvi moze se iskoristiti kao pokazatelj izloZe-
nosti organofosfatima, ali interpretacija rezultata, medutim, nije jedno-
stavna. Pri mjerenju dostupna nam je samo kolinesteraza plazme ili eri-
trocita, a ta samo reflektira enzimsku aktivnost na sinapsama. S druge
strane, mjerenje koli¢ine samog otrova, odnosno njegovih metabolita u
organizmu ili ekskretima, daje dodu$e pouzdaniju sliku neposredne ap-
sorpcije otrova, ali ne kazuje nista o proizvedenim biolo$kim ucincima.
Takva su mjerenja Cesto komplicirana, dugotrajna i skupa, a povrh toga
ne otkrivaju eventualne kumulativne u¢inke ranije prisutnog otrova, koji
je do trenutka mjerenja veé nestao iz organizma. Upravo s tih razloga
procjena ugroZenosti osoba izloZenih antikolinesterazama nije jednostav-
na i neprestano se traZe bolja rjeSenja. Na§ je rad prilog upravo tim na-
stojanjima.

SVOJSTVA AKTIVNE TVARI

Aktivna tvar Ekatina je 209/s-tni tiometon (0,0-dimetil-S-etil-merkapto-
etil-ditiofosfat), poznat kao sistemski insekticid i akaricid. Slabo je top-
ljiv u vodi (svega 0,02%/), eteru, parafinskom ulju i propilnom glikolu.
Neugodna je mirisa, brzo se razgraduje u terenskim uvjetima.

Polazna sirovina u proizvodnji Ekatina je koncentrat tiometona —
50% aktivne tvari u otapalu nama nepoznate prirode.

Tiometon je indirektni inhibitor kolinesteraze, $to znac¢i da se prije
punog bioloSkog djelovanja mora pretvoriti u svoj oksi-analog. Ova pre-
tvorba zbiva se uglavnom enzimatski, ali i spontano i na nju mogu utje-
cati razli¢iti faktori.

Prema navodima proizvodaca (Sandoz, Basel), akutna peroralna LDso
vrijednost tiometona za Stakore iznosi 120 mg/kg, a Ekatina otprilike
480 mg/kg.

Tiometon i njegovi preparati ulaze u organizam mahom ingestijom, ali
prodire i kroz kozu, a takoder inhalacijom.

Akutna toksicnost za Stakore

U procjeni akutne toksi¢nosti djelatne tvari kojoj su radnici izlozeni
koristili smo se muskim albino $takorima tezine 220—270 g i aplicirali
im metalnom sondom u zeludac razli¢ite doze koncentrata. Pratili smo
vrijeme nastupa I trajanja simptoma te vrijeme uginuca pri pojedinim
dozama. Rezultati su navedeni u tablici 1.
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Tablica 1.

Odnos izmedu doza, nastupa i trajanja simptoma,
te uginuca nakon oralne aplikacije koncentrata $takorima

| = T
Simptomi | Vgimll,
Doza Uginuce Injicirani
(mg/kg) nastup trajanje b
{min) (dani) 24 sata 48 sati
100 3253 >3 — 0/4 0/4
do uginuca
126 38—44 odnosno >3 >8<21 1/4 1/4
do uginuda
159 33—44 odnosno > 3 >3 <45 2/4 3/4
do uginuca

200 42—45 odnosno >3 >2<20 4/4 4/4

Simptomi su bili tipi¢ni kolinergi¢ni u obliku tremora, pojacane sali-
vacije, fascikulacija, gréeva i smetnji u disanju. Zivotinje su uginule na-
kon potpune iscrpljenosti, a pod slikom zatajenja disanja.

Na temelju 24-satnog letaliteta izracunali smo LDsp vrijednost prema
Thompsonu (7) 1 Weilu (8) i ona je iznosila 150 (126—178) mg/kg koncen-
trata. S obzirom na to $to koncentrat sadrzava 50°/p tiometona, mozemo
aproksimirati akutnu peroralnu LDso vrijednost na 75 mg/kg ako isklju-
¢imo udio otapala.

Uéinak na kolinesteraze in vitro

Antikolinesterazna aktivnost veéine organskih fosfornih spojeva izra-
Zenija je prema kolinesterazi plazme nego onoj eritrocita. Da upoznamo
inhibitorna svojstva koncentrata i na taj nacin tiometona i odaberemo
metodu kojom cemo se koristiti za kontrolu ekspozicije radnika, mjerili
smo aktivnost kolinesteraza u krvi i posebno eritrocitima i plazmi ¢o-
vjeka nakon inkubacije s koncentratom in vitro.

Postupak:

Pocetnu otopinu koja je sadrzavala tiometon u koncentraciji 5 X 10— M
pripremili smo u glicerolformalu, a naredna razrjedenja u fiziolo$koj
otopini, neposredno prije upotrebe. Kao enzimski preparat posluzila nam
je heparinizirana ljudska krv dobivena venepunkcijom. U 3 ml krvi do-

dali smo 0,1 ml Zeljene koncentracije inhibitora, a kontrolnom uzroku
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jednaku koli¢inu fiziolo§ke otopine. Uzorke smo inkubirali 2 sata u vo-
denoj kupeljnici pri temperaturi od 37° C. Neposredno nakon inkubacije
odredili smo aktivnost kolinesteraze pune krvi spektrofotometrijskom
metodom po Ellmanu (9), a zatim smo inhibirani uzorak krvi centrifu-
girali i mjerili aktivnost kolinesteraze u plazmi i pakiranim eritrocitima.
Rezultati su predoceni na tablici 2.

Tablica 2.

Odnos koncentracije inhibitora i aktivnosti kolinesteraza krvi covjeka
nakon dvosatne inkubacije na 37°C

9/ aktivnosti kolinesteraza (4A/min/ml)

Koncentracija
inhibitora i i g
krvi eritrocita plazme
1X10—M 16.2 14.9 8.3
1X10— M 90.5 93.0 83.0
1X10— M 99.0 99.5 97.0

Premda se radi o indirektnom inhibitoru kolinesteraza, uspjeli smo
postié¢i adekvatnu inhibiciju enzima, tako da smo mogli izradunati samo
pribliZznu Iso vrijednost za plazmu 2.8 X 10— M i za eritrocite 4 X 10— M,
jer smo u rac¢un uzeli samo tiometon, ali ne i otapalo.

Oc¢ito je, dakle, da su ucinci tiometona izraZeniji na plazminoj negoli
na eritrocitnoj kolinesterazi, pa je prema tome mjerenje aktivnosti kolin-
esteraze plazme pouzdaniji indeks apsorpcije ovog otrova. Dakako da
na taj nacin dobivene vrijednosti ne idu uvijek uporedo s klini¢kom sli-
kom otrovanja.

UVJETI RADA I EXKSPOZICIJA
Radnici

Kontrolom smo obuhvatili 16 radnika, i to 10 muSkaraca i 6 Zena, u
dobi od 25 do 50 godina. Sestero je radilo s insekticidima pet ili viSe go-
dina, ¢etvero od jedne do pet godina, a Sestero svega nekoliko tjedana.
Grupa je bila zaposlena na ovim poslovima: mijeSanje koncentrata, pu-
njenje boca, zacepljivanje boca, pranje napunjenih boca izvana, lijeplje-
nje naljepnica, slaganje boca u kutije, prijenos u skladisSte i tehnicki nad-
zor. [zuzev nadzornika, na svim radnim mjestima vrSena je po potrebi ro-
tacija radne snage, a katkada su radnici radili na ispomo¢i i u drugim po-
gonima.
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Radne prostorije i oprema

Pogon insekticida smjeSten je u odvojenoj, ali nedovoljno osvijetljenoj
prostoriji i bez prirodne ventilacije. Djelotvornost postojeceg ventilacij-
skog uredaja nismo mogli provjeriti. Uredaj za mijeSanje koncentrata s
emulgatorima nalazi se na povisenu mjestu, odijeljen od ostalog dijela
prostorije drvenom pregradom. Koncentrat se crpkom prenosi iz bacve,
a emulgator dodaje rucno. Iz uredaja za mijesanje proizvod se cijevima
odvodi do slavina, na kojima se ru¢no pune boce. Radni stol ispod sla-
vina na kojem se pune boce pokriven je dotrajalom navlakom, tako da
je ciscenje, odnosno dekontaminacija otezana, a moguce je i prelijeva-
nje tekucdine sa stola na pod. Radnici pune boce sjedeci, i to pod nadzo-
rom oka, s time S$to ih metalni Stitnik sa staklenim prozorc¢i¢em dijeli od
mlaza tekucine. Konstrukcija slavina omogucuje prelijevanje tekuéine
po vanjskoj povrsini boce. Napunjene boce prenose se u drvenim sandu-
cima na Cepljenje i zatim pranje vodom izvana. Nakon toga se ruc¢no li-
jepe naljepnice i boce pakiraju u kartonske kutije.

Osobna zaStitna sredstva

Pri mijeSanju koncentrata radnik upotrebljava gumene rukavice, gu-
mene Cizme, pregacu, zastitne naocale i masku od gaze. Radnici na pu-
njenju i pranju boca nose zastitni ogrta¢, gumene rukavice, ¢izme i ma-
sku od gaze. Radnik na lijepljenju naljepnica ima zas$titni ogrtac, ali
zbog naravi posla ne koristi se gumenim rukavicama. Radnici na pakira-
nju i transportu boca nisu posebno zastideni.

Trajanje ekspozicije

Posao oko proizvodnje je mahom kampanjski. Tijekom jedne takve
kampanje kada je i vrSena kontrola, trajanje rada nije bilo podjednako.
Bilo je mnogo promjena i s obzirom na radna mjesta i s obzirom na
dnevni ciklus rada. U razdobljima izmedu dviju kontrola neki su radnici
radili 4, a neki 6 dana, medutim nikada duze od redovnih 7 sati. Pojedi-
ne dane neki su radnici radili druge poslove izvan pogona insekticida.
Broj radnih dana $to su ih radnici proveli radec¢i na proizvodnji Ekati-
na kretao se od 11 do 30.5 (srednja vrijednost 22 + 1.4) radna dana. Po-
jedinaCan broj radnih dana za svakog radnika naveden je u tablici 3. uz
vrijednost enzimske aktivnosti.

KONTROLA EKSPOZICIJE

Mjerenje aktivnosti kolinesteraza krvi

Zelimo istaknuti da smo s kontrolom zapoceli u vrijeme kad su radni-
ci ve¢ nekoliko dana radili na proizvodnji Ekatina, a neki od njih bili su
jos i prije izloZeni drugom organofosfornom spoju. Bududi da nismo ra-
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spolagali njihovim preekspozicijskim aktivnostima kolinesteraza, to su i
dobiveni rezultati od relativnog znacenja i mogli su posluziti da se utvr-
di postoji li kumulativni toksi¢ni efekat u smislu progresivne inhibicije
enzima u duljem razdoblju.

S obzirom na to $to u pokusima mjerenja inhibitorne moéi tiometona
nije bilo razlike izmedu pune krvi i eritrocita, odluéili smo mjeriti aktiv-
nost samo u punoj krvi i plazmi. Pri tome smo usputno htjeli vredno-
vati i dvije semikvantitativne metode za mjerenje aktivnosti kolineste-
raze u punoj krvi — tintometrijsku metodu (10) i one plazme — Aholest
metodu (11, 12). Kao referentna laboratorijska metoda posluzila nam je
spektrofotometrijska metoda (9, 13).

Uzorke krvi uzimali smo u pogonu iz jagodice prsta, i to 10 wl za mje-
renje tintometrijskom metodom odmah, zatim 20 4l u hepariniziranu
Sahlijevu pipetu, koju smo pohranili u hladnoj termos-boci do mjerenja
i u 2 staklene suho heparinizirane kapilare koje smo zatalili i takoder
pohranili na hladnom (14). Nakon dolaska u laboratorij mjerili smo ak-
tivnost kolinesteraze pune krvi spektrofotometrijskom metodom, a na-

Tablica 4.

Aktivnost kolinesteraze plazme u radnika eksponiranih tiometonu.
Spektrofotometrijska metoda po Ellmanu

Aktivnost kolinesteraze plazme (4A/min/ml)

Tjedan mjerenja

Radno mjesto

I 1 111 v \% VII

D2 5.48 4.67 567 6.36 6.20

Mije$anje koncentrata 518 670 447 543 567 520
= 572 427 573 595 497

547 427 427 521 617 460

- 385 390 320  3.68 == e
Punjenje boca 377 390 355 407 437 395
395 345 338 392 495 375

516 503 432 470 610  4.10

Cepljenje boca 4.25 4.02 3.80 3.65 — 345
625 475 437 620 @ — s

Lijepljenje naljepnica ggg %ég 2'_45 %8% 3_17 _
Pranie b 545 503 460 525 600 @ —
Latje Doca 460 503 455 573 600 262
Transport - 427 362 410 462 535
Tehnidar 535 428 412 463 588 423
X 410 443 398 461 549 440
SP X 0.86 1.11 0.63 1.06 0.84 1.00
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kon centrifugiranja kapilara odvajali smo plazmu i mjerili njezinu ak-
tivnost Aholest i spektrofotometrijskom metodom. Sva su mjerenja za-
vr$ena istog dana u razdoblju od 2 do 6 sati nakon uzimanja uzorka.

Rezultati enzimske aktivnosti u svakog pojedinog radnika odredene re-
ferentnom metodom prikazani su u tablicama 3. i 4. Uz vrijednosti en-
zimske aktivnosti navedeno je i trajanje ekspozicije. Srednje vrijednosti
aktivnosti kolinesteraze pune krvi izmjerene neposredno nakon uzima-
nja uzorka tintometrijskom metodom prikazane su u tablici 5, a one
plazme izmjerene Aholest metodom u tablici 6.

Tablica 5.

Aktivnost kolinesteraze krvi mjerene tintometrijskom metodom
i izraZena u postocima

Tjedan mjerenja

I 11 111 v v VII
N 1™ 18* 15 16 12 12

X 97.1 94.8 96.9 96.1 945 95.4
SP X 1.3 19 1.7 14 27 28

* Jedan, odnosno dva radnika nisu naknadno kontrolirana.

Tablica 6.

Aktivnost kolinesteraze plazme u radnika eksponiranih Ekatinu,
mjerena Aholest metodom i izraZena Richterichovim jedinicama

Tjedan mjerenja

I II III Iv \% VII
N 16 18* 15 16 12 9
X 62.6 574 69.9 57.6 65.8 614
SP X 33 28 3.7 2.6 3.6 KR}

* Dva radnika naknadno nisu kontrolirana.

Usporedujuéi sve dobivene vrijednosti opaza se promjena aktivnosti i
u pojedinca i u grupi, medutim, te se oscilacije ne mogu razluciti od onih
fizioloSkih varijacija enzimske aktivnosti (15), niti se mogu Korelirati s
¢kspozicijom. Prema tome, da se zakljuciti da nije bilo uocljivog kumu-
lativnog ulinka ovog organofosfornog spoja. Ipak, dvoje radnika zapo-
slenih na lijepljenju etiketa imalo je i u pocetku, a i kasnije u toku mje-
renja, relativno nize aktivnosti, naroc¢ito kolinesteraze plazme.
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Klini¢ki pregled

Povrh cinjenice da su radnici bili pod uobi¢ajenom lije¢nickom pa-
skom, svaka kontrola ukljucivala je detaljno uzimanje anamnesti¢kih
podataka, narocito s obzirom na eventualne znakove intoksikacije. Osim
toga svaki je radnik bio i lije¢nic¢ki pregledan uz mjerenje krvnog tlaka
i vanjski pregled oka.

Osim jedne radnice zaposlene na lijepljenju naljepnica, a koja se tu-
zila na pecenje ociju, nije bilo drugih prituzaba $to bi se mogle povezati
s izloZeno$¢u tiometonu. Kontrola krvnog tlaka i ostali opéi pregledi ni-
su takoder otkrili nikakvih promjena.

KOMENTAR I ZAKLJUCCI

U inace brojnijoj literaturi s podruéja toksikologije pesticida ima nes-
razmjerno malo prikaza §to se odnose na kontrolu ekspozicije radnika
u proizvodnji tih spojeva. Pri tome se dobar dio odnosi na klorirane
ugljikovodike, odnosno na ekspoziciju poljoprivrednih radnika. Mozda
je tome razlog upravo malen broj otrovanja u industriji pesticida, bez
obzira na to §to je tu, zbog koncentracije bioloski aktivnih tvari, opa-
snost najveca. Organizacija za$tite pri radu u industriji unapredivana
dugogodi$njim iskustvima uspijeva u vecoj ili manjoj mjeri poboljsati
uvjete okoline i pouciti radnika kako da se &titi. To se postize katkad
nagradivanjem, a gdjekad administrativnim mjerama, pa i kaZnjavanjem,
a sve radi zdravlja i vece produktivnosti proizvodada.

Kontrola §to smo je proveli u pogonu proizvodnje pesticida dopusta
ove zakljucke:

Akutna toksi¢nost koncentrata tiometona gotovo je dvostruko veda od
one deklarirane od proizvodala za tiometon, jer je toksi¢nost 50%/o-tnog
koncentrata gotovo jednaka onoj za tiometon. To je vazno utvrditi da se
istom mjerom ne potcijeni i opasnost.

Radni uvjeti i manufakturni nacin proizvodnje omoguduju visok stu-
panj kontaminacije radnika i radne okoline i ujedno otezavaju dekonta-
minaciju. Lijepljenje naljepnica ru¢no na odito kontaminiranu povrsinu
boca bit ¢e da je najugroZenije radno mjesto.

Izlozenost veoma toksi¢nom organskom fosfornom spoju tiometonu
imala je za posljedicu samo blago sniZenje aktivnosti kolinesteraza u ne-
kih radnika sa svega jednim sluajem pojave diskretnih subjektivnih te-
goba prolazne naravi. Nije bilo izostajanja s posla zbog prekomjerne
ekspozicije.

Osobna zastitna sredstva bila su djelotvorna i osim pri lijepljenju na-
ljepnica primjenjuju se redovno i s uspjehom.

Pri opisanim okolnostima, ukljuciv dakako i povremene rotacije u po-
gonu i izvan njega, ne postoji opasnost od prekomjerne ekspozicije rad-
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nika u proizvodnji Ekatina. Valja ipak istaknuti da rad dotrajalom i ne-
prikladnom opremom znaci stalnu opasnost od akcidentalnih otrovanja
osoba koje rukuju ovako toksi¢nim supstancijama.

Rutinska kontrola aktivnosti kolinesteraza u krvi u toku profesionalne
ekspozicije organskim fosfornim spojevima, kao $to je opisana u ovom
radu, omogucuje 1) provjeru djelotvornosti zastitnih sredstava, 2) ocjenu
opasnosti odredenog radnog mjesta, 3) otkrivanje pojedinaca koji zane-
maruju zastitne mjere i 4) uklanjanje s posla ugrozene osobe jo$ prije
apsorpcije pogibeljnih koli¢ina otrova. Bilo bi stoga opravdano zakon-
ski obvezati organizacije, kojih su radnici izloZeni antikolinesterazama,
da takvu kontrolu uvrste u postojeéi sustav zastite pri radu.
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Summary
BLOOD CHOLINESTERASE ACTIVITY IN WORKERS
EXPOSED TO ORGANOPHOSPHORUS INSECTICIDE
»EKATIN«

In order to evaluate the level of exposure in a pesticide formulating plant
a six-week control of a group of 16 workers engaged in the production of
organophosphate insecticide »Ekatin« was performed. In preliminary studies
the acute toxicity of the active substance used in the production of Ekatin
was determined and its inhibitory properties as regards human blood cholin-
esterase examined in vitro. The results obtained were used to evaluate the
hazard to which workers are exposed in the course of production and to
select the methods for measuring cholinesterase activity in workers’ blood.
On the ground of the actual evaluation of occupational exposure we were
able to suggest the measures for efficient prevention of poisoning in the plant.
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