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Abstrakt

Cilem této prace je sestavit prehledné pojednédni o vyuzivani biologickych
expozi¢nich testit (BET) v pribéhu monitorovani intoxikace rlznymi toxickymi
latkami.

V teoretické Casti jsou vysvétleny vyhody BET, je objasnéna problematika volby
biologického materidlu, spravné doby odbéru podle pribéhu expozice a podle
biologického poloc¢asu dané noxy. Je vysvétlen pojem ,,nejvySe piipustny limit* (NPL),
s kterym se porovnavaji vysledky BET. Je popsana toxicita tézkych kovi, organickych
rozpoustédel a pesticidil.

V praktické casti je popsdno monitorovani BET pomoci stanoveni piimych
a nepiimych ukazatelii expozice olovu, pfi kterych je pouZita metodika atomové
absorp¢ni spektrofotometrie s elektrotermalni atomizaci, fotometrie ve viditelné 1 UV
oblasti, tlakové mikrovinné mineralizace a chromatografické techniky. Je zde popsano
n¢kolik ptipadl skute¢né intoxikace, ale 1 snaha o zkresleni vysledki s cilem dosahnout
pfizndni nemoci z povoldni v disledku expozice olovu. Diky monitorovani celého
spektra BET je tento zdmér odhalen a objektivné posouzen.

Je poukazano na relevantnost a aktualnost BET, nejen v oblasti profesionalnich,
ale 1 neprofesiondlnich expozic a na vyvojovy trend postupného snizovani NPL

souvisejici s roz§ifovanim znalosti o toxicit€ monitorovanych nox.

Klicova slova: biologické expoziéni testy; olovo; intoxikace; biologicky polocas.



Abstract

The aim of this work is to draw up a well-arranged paper on the use of biological
exposure tests (BET) during the monitoring of intoxication by various toxic substances.

In the theoretical part the advantages of BET are explained, the issue of selection
of biological material, the correct time of sampling according to the duration of the
exposure and the biological half-life of the toxic substances are explained. The term
"maximum allowable limit" (NPL) is explained to compare BET results. The toxicity
of heavy metals, organic solvents and  pesticides is  described.

The practical part describes the BET monitoring by determining direct and indirect
indicators of lead exposure using the method of atomic absorption spectrophotometry
with electrothermal atomization, photometry in visible and UV area, pressure
microwave mineralization and chromatographic techniques. Several cases of actual
intoxication are described, as well as attempts to distort the results with the aim
of achieving occupational disease due to exposure to lead. By monitoring the entire
BET spectrum, this intention is revealed and objectively assessed.

The relevance and timeliness of BET is highlighted, not only in the field
of professional as well as non-professional exposures, and the developmental trend
of gradual reduction of NPLs related to the widening of knowledge about the toxicity

of monitored toxic substances.

Key words: biological exposure tests; lead; intoxication; biological half-time.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS atomova absorpcni spektrofotometrie
ADH alkoholdehydrogenéza
0-ALA 0- aminolevulova kyselina

ALDH aldehyddehydrogenéza

BET biologické expozi¢ni testy

BM biologické monitorovani

CNS centralni nervovy systém

DDT dichlordifenyltrichloretan

DMSA dimerkaptojantarova kyselina
DNA deoxyribonukleova kyselina
EDTA etylendiaminotetraoctova kyselina

ETA AAS atomova absorpcni spektrofotometrie s elektrotermalni atomizaci

GIT gastrointestinalni trakt
MDR Microwave Digestion Rotor
NMDA N-metyl-D-aspartat

NPL nejvyse pripustny limit
PBG porfobilinogen

TNT trinitrotoluen



1.UVOD

V pribéhu Zzivota muze byt Clovék vystaven ucinku raznych toxickych latek.
Zdrojem byva potrava, zneCiSténd voda nebo ovzdusi, ale také pracovni prostredi.
Profesionalni expozice chemickym latkdm vznika pii vyrobé nebo piepravé toxickych
latek a je nutné zabezpecit ochranu zdravi vSech zucastnénych pracovnikii (Becko,
1995). Velikost profesionalni expozice a pfipadna rizika se stanovuji pomoci
biologickych expozi¢nich testi (BET). Biologickym expozi¢nim testem S€ rozumi
stanoveni koncentrace nox nebo expozici ovlivnénych fyziologickych latek ptimo
ve vhodném biologickém materidlu odebraném u exponovanych osob a porovnani
vysledku s nejvyse piipustnymi limity (NPL).

Hladinou ukazatele Skodlivosti je nejvyse pfipustny limit, ktery odpovida takové
expozici toxické latky, pfi které ani opakované exponované osob¢ nezplisobi poskozeni

zdravi.
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TEORETICKA CAST

2. BIOLOGICKE EXPOZICNI TESTY ( BET)

Velikost expozice lze ur€it jednak analyzou prostfedi, coz je stanoveni noxy
napiiklad ve vodé, v ovzdus$i, v pid¢ nebo analyzou biologického materidlu, coz je
stanoveni koncentrace Skodlivé latky v biologickém materialu odebraném u exponované
osoby. Monitorovani expozice analyzou prostfedi je vhodné pii sledovani napf.
ucinnosti odsavani noxy z pracovniho prostoru, ale k prokazani skute¢ného dopadu
Skodlivé latky na organizmus je relevantnéj§i meéfeni noxy pifimo v biologickém
materidlu, tzv. biologické monitorovani (BM), respektive u latek s vyhlasenym

nejvyS$im piipustnym limitem, tzv. biologické expozic¢ni testy (BET), (Mraz, 2009).

2.1 Vyhody a piinosy BET

BET stanovuji koncentraci noxy piimo v biologickych materidlech exponovanych
osob. Poskytnou ndm timto skuteCny obraz o tom, kolik toxické latky proniklo
do organizmu nebo jaké jsou nésledky expozice. Podchyti také rozdily v mnozstvi
vstiebané Skodliviny v zavislosti na rtiznych parametrech jako je pracovni nadmaha,
pouzivani ochrannych pracovnich pomticek, dodrzovani pracovnich navykda.

BET jsou velmi dilezitym pomocnikem v prevenci zdravotniho rizika

exponovanych pracovnikli v nebezpe¢nych provozech (Los, 2013), (viz. graf ¢. 1).
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Graf ¢. 1: Vliv preventivnich opatieni na pokles profesionalni expozice olovu

(Los, 2013).

U monitorovani BET je velmi dilezita preanalytika. Je nutné vhodné zvolit
spravnou dobu odbéru a spravny typ materidlu, s tim souvisi dobrd znalost metabolizmu
dané noxy a jejiho biologického poloCasu — napf. Pb ma biologicky polocas 10 let,

zatimco rozpoustédlo toluen jen nékolik hodin.

2.1.1 Uréeni skutecného mnoZstvi noxy proniklé do organizmu

Vysledek BET podchycuje skutecné mnozstvi Skodlivé latky, které pronikne do
organizmu bez ohledu na cestu vstupu. Nékteré latky se vstiebavaji pokozkou, nékteré
mohou byt vdechovéany s prachem nebo pozity pii nedodrzovani hygienickych pravidel.

BET dokaze odhalit expozice z ne¢ekanych zdroji nebo i zamérné skryvané.

12



2.1.2 Zachyceni interindividualnich rozdilit

Vysledek BET ndm umoznuje zachytit rozdily v mnoZstvi vstiebané noxy
Vv zavislosti na fyziologickych parametrech kazdého jedince. Mnozstvi vstiebané noxy
ovliviiuje fyziologie dychani, pracovni nadmaha, pouzivani ochrannych pomicek

a dodrzovani hygienickych navyk.

2.1.3 Piimé ukazatele expozice

Monitorovani ptimo Skodlivé latky nebo jejiho metabolitu v biologickém materialu
se oznacuje jako pfimy ukazatel (biomarker) expozice, napt. stanoveni Pb v krvi, moci
a ve vlasech nebo pfi expozici styrénu se stanovuje jeho hlavni metabolit kyselina
mandlovd, déale napf. pfi expozici toluenu se stanovuje jeho hlavni metabolit kyselina

hippurova.

2.1.4 Nepiimé ukazatele expozice

Monitorovani fyziologicky se vyskytujici latky, kterd byla v disledku uc¢inku noxy
ovlivnénd, oznacujeme jako nepiimy ukazatel (biomarker) expozice. Ptikladem je
zvysend koncentrace 6 - aminolevulové kyseliny v moci nebo koproporfyrint III v moci
v disledku poskozeni syntézy hemoglobinu olovem. DalSim ptikladem je pokles

hladiny cholinesterazy po expozici organofosfatovym insekticidtim.

2.2 Biologické materialy pouZivané v BET

Rozhodujici preanalyticky faktor u BET je volba biologického materialu.

Typ odebiraného biologického materialu se voli podle ¢asového pribéhu expozice,

podle biologického polocasu noxy, podle doby odbéru vzorku a podle druhu

stanovované noxy.
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2.2.1 Krev, sérum, plazma
Krev, sérum, plazmu je nejvhodnéj$i pouzit k odbéru do nékolika hodin
od expozice, protoze vté dobé je noxa jeste¢ v krevnim feCiSti a neni dosud

zmetabolizovana.

2.2.2 Mo¢
Odbér moce se voli v dob¢, kdy se noxa nebo vétSinou jiz jeji metabolity dostanou

do moce. Byva to n€ékolik hodin az dni od expozice, podle druhy noxy.

2.2.3 Vlasy, nehty

Odbér vlasti a nehtii je vhodny pfi monitorovani expozice tézkym kovim, které
maji dlouhy biologicky polo¢as a kumuluji se v téle, hlavné v kostech, vlasech
a nehtech. Tyto biologické materidly je mozno pouzit pii realizaci BET napf.
po expozici olovu, rtuti nebo kadmiu.

Vlasy se mohou pouZit nejdiive po mésici od expozice, kdy ¢ést ,,exponovanych
vlast“ dorostla do odstfihnutelné délky. Vyhodou je moznost stanoveni expozice
I s nékolikamési¢nim az n€kolikaletym odstupem, pokud se bere v uvahu, Ze 1 cm vlasi
odpovida 1 mésici.

Nehty lze pouzit az po 4 mésicich od expozice, kdy dorostou do odstfihnutelné

délky.

2.3 Vliv ¢asového pribéhu expozice na BET

Velmi dilezitym faktorem preanalytické faze je doba odbéru. Rozhodujici je pfitom

Casovy pribeh expozice a biologicky polocas stanovované noxy.
2.3.1 Volba doby odbéru podle casového pritbéhu expozice

Naprosto zasadni podminkou pro relevantni vysledek je dodrzeni spravné doby

odbéru vzorku v zavislosti na pribéhu expozice, zejména u nox s kratkym biologickym

14



polocasem. Obrazek €. 1 znazoriiuje rozdilné vysledky noxy s kratkym biologickym
polo€asem (napf. toluen — 6 hod), ziskané pii odbéru vzorku ve stejnou dobu, ale

S riznym prib&hem expozice.

Cas

EXPOZICE EXPOZICE EXPOZICE

Obr.¢.1: Schematické zndzornéni zavislosti koncentrace noxy s kratkym biologickym
polo¢asem na dob¢ expozice a prubéhu expozice (Senft, 2014)
zluta tsecka — doba expozice
bilé tisecka — pribeh expozice

cervena usecka — naméefena koncentrace noXy

2.3.2 Biologické polocasy

Biologicky polocas latky se obecné oznacuje jako doba, za kterou se mnozstvi
urcité latky v organizmu snizi na polovinu, a to jak vylou¢enim z organizmu ledvinami,
stolici, plicemi a kuzi, tak i pfeménou dané latky metabolizmem. Spektrum
biologickych polocast toxickych latek je rozmanité, od néckolika hodin v ptipadé

rozpoustédel az po fadu let napf. u kadmia (viz. tab. ¢. 1).

15



Tab. ¢. 1: Biologicky polocas u riiznych nox

Noxa Biologicky polocas
Noxy s krdtkym Toluen 6 hod
biologickym polocasem | Styren 8 hod
Noxy se stiednim Trichloretylen 2 dny
biologickym polocasem | perchlorethylen 3 dny
Noxy s dlouhym Hg 5 tydnt
biologickym polocasem Pb 10 let

Cd 20 let

2.3.3 Doba odbéru u nox s kratkym biologickym polocasem

Doba odbéru biologického materidlu u osob exponovanych noxou s kratkym
biologickym polocasem se obvykle voli na konec pracovni smény, vétSinou ve Ctvrtek
pfi tydennim pracovnim procesu, zdsadni chybou by bylo odebrat vzorek v ptilce

pracovni smény nebo dokonce pied zacatkem pracovni smény (viz. obr. ¢. 1).

2.3.4 Doba odbéru u nox s dlouhym biologickym polocasem

Toxické latky s dlouhym biologickym polocasem zlstavaji v téle exponovanych
jedinct dlouho a kumuluji se. Pti kazdé nasledujici expozici jeSté pietrvava noxa

z expozice minulé a toxicka latka se v organizmu hromadi. Odbér 1ze provést kdykoliv

(viz. obr. ¢. 2).
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Obr. ¢. 2. Vyvoj koncentrace nox srizné¢ dlouhym biologickym polo¢asem

pii jednorazové davce a pii opakované expozici (Klaasen, 2010)

AC-——— ) noxa s dlouhym biologickym polocasem.
B (coeeeeeeeee ) noxa se stfedné dlouhym biologickym poloCasem.
C(—— ) noxa s kratkym biologickym poloc¢asem.

V ptipadé nox s dlouhym biologickym poloc¢asem lze vyuzit odbéru vlasii a moznosti
nahlédnuti do minulosti i nékolik mésict az let zpatky, pokud jsou k dispozici

dostate¢n¢ dlouhé vlasy.

2.4 Postanalytické hodnoceni vysledkit BET

Spravné vyhodnoceni vysledkii BET zavisi na porovnani vysledkli stanovované
13

nNoXy s nejvyse piipustnym limitem, coz neni totozné S ,,referen¢nimi hodnotami

pouzivanymi v klinické biochemii.
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2.4.1 Referencni hodnoty

Referencni interval zahrnuje hodnoty v hranicich primér + 2 smérodatné odchylky,
coz je 95% rozsahu v referen¢ni zdravé populaci. Lze je urcit bud’ neparametricky,
pouhym sefazenim vysledkii ziskanych vySetfenim souboru zdravych jedincti podle
velikosti naméfené hodnoty a odtrzenim 2,5% nejvysSSich a nejnizsich extrémi, nebo
Cast&ji parametricky, tj. spocita se primér = 2 smérodatné odchylky. Hodnoty mirné
mimo toto referen¢ni rozmezi neni vhodné oznacovat za patologické, ale za velmi
vysoké nebo velmi nizké, protoze tyto hodnoty se vyskytuji ve zdravé vybérové
referen¢ni populaci s ur¢itou predem definovanou pravdépodobnosti. Znamena to tedy,
ze u 5% zdravych jedinci najdeme vysledek, ktery je mimo referenéni mez, coz je

znamkou individuality jedincti vzatych do tohoto pouzitého souboru (Racek, 2006).

2.4.2 Nejvyssi piipustné limity

Zatimco referencni hodnoty zahrnuji zdravou populaci, kterd neptijde do styku
s toxickymi latkami, pii vytvareni nejvySe piipustného limitu jsou ve stiedu zajmu
osoby exponované nebezpeénymi chemickymi latkami. NejvySe piipustny limit
odpovida takové trovni expozice, o niz se piedpoklada, ze ani pii dlouhodobé
opakované expozici neposkodi zdravi exponovanych osob (Bardod¢j, 1980).

Do urceni nejvyse pripustného limitu se miZe promitnout celd fada faktord, napf.
otazky ekonomické — pokud se stanovi pfili§ nizky ptipustny limit — zvysi se naklady
na provoz nutnosti zdokonalit technologii, zatimco pfi pfilis vysokém piipustném limitu
dojde k poskozeni zdravi zaméstnancti a zaméstnavatel jim bude nucen vyplacet
odSkodnéni. Mohou se promitnout i otdzky politické — jak kterd firma dba na zdravi
svych pracovniki.

Zasadné dulezitad pii urCovani nejvySe pfipustnych limitd je znalost toxicity

monitorované noxy.
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2.4.3 Trendy sniZovani nejvysSich piipustnych limiti
Roz$ifovanim znalosti o toxickych vlastnostech nox dochdzi k postupnému
sniZovani nejvysSe ptipustnych limit. Napt. koncentrace Pb v krvi u déti se z ptivodnich

400 pg/l snizila na soucasnych 50 pg/l (viz. graf. ¢. 2).

400 -
350 A
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0 T T T T T f
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Graf. ¢. 2: Postupné snizovani nejvyse piipustnych limiti pro Pb v krvi u déti
(Roper et al., 1991).

2.5 Nejcastéji monitorované noxy pomoci BET

Biologicky monitorovat lze velké mnozstvi nox v biologickém materialu
exponovanych osob, ale BET ptedstavuji biologické monitorovani spolu se srovnanim
S nejvyse pripustnymi limity, které vSak nejsou stanoveny pro vSechny noxy. Podle
typu noxy lIze rozdé€lit nejéastéji monitorované toxické latky zhruba do t¥i skupin —

tézké kovy, organicka rozpoustédla a ,,icidy*.

2.5.1 Tézké kovy
Jde o skupinu prvkl spravné definovanou jako stopové chemické prvky urcitych
vlastnosti. Mohou mezi nimi byt zastoupeny jak kovy podle specifické hmotnosti

opravdu "t€zké" (rtut, méd, olovo, kadmium), tak i kovy, které tak nazvat nelze
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(berylium, hlinik, baryum), dale polokovy (arzen, selen, telur, thalium), nebo nekovy
(bor, chlor, sira).

Obvykle tézkymi kovy rozumime kovy o hustoté vyssi nez Sg/cms, patii mezi né
napt. zelezo, méd’, zinek, chrom, nikl, kadmium, olovo a rtut’. Nekteré z nich jsou pro
zivé organismy nezbytné (zelezo, méd’, zinek), ovSem pii vysSich koncentracich jsou
toxické, jiné jsou jedovaté pii vSech koncentracich (olovo, rtut, kadmium),

(Kadetabkové, 2011).

wewvr

2.5.1.1 Olovo

Olovo lidstvo vyuziva jiz od starovéku, protoZe jeho rudy jsou pomérné snadno
dostupné. Nejbéznéjsi olovénou rudou je galenit (sulfid olovnaty PbS).

Olovo se dnes pouziva nejvice v prumyslu, k vyrobé elektrickych akumulatort,
pii vyrob¢ stieliva, v hutich, pfi pdjeni, slouzi jako ochrana pred radiaci
na rentgenologickych pracovistich, vyuzivalo se pti vyrobé vodovodnich rozvod.

Z nejvyznamnéjsich sloucenin olova se uvadi oxid olovnaty PbO, ktery se vyuziva
pii vyrobé brouseného skla , oxid olovnato - oloviéity (sufik) Pb3O4 se vyuziva jako
ucinna slozka antikoroznich natéri, oxid olovi¢ity PbO, se vyuZiva pii vyrobé zapalek
pro jeho oxidacni vlastnosti, uhli¢itan olovnaty PbCO3 se pouziva k vyrobé malitfské
béloby, pfidanim tetractylolova Pb(C;Hs)4 do benzinu se zvySovalo oktanové Cislo.

V soucasné dobé jiz je zak4dzano pouZzivat olovo v rozvodech pitné vody, pti vyrobé

barev a pfi vyrob¢ benzinu.

2.5.1.1.1 Toxicita olova
Olovo mé schopnost nahradit jiné biogenni prvky (Ca, Fe, Zn) ve vazb¢ na funkéni
skupiny (-SH, -NH,, -COOH), ¢imz snizuje, az uplné zamezuje funkci aktivnich latek,

zejména enzymu.
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Nejvyznamnéj$i je inhibice enzymii zapojenych do syntézy hemu
(ALA-dehydrataza, koproporfyrinogen III oxidaza a ferrochelataza), coz zpusobuje
hromadéni meziprodukta (kyseliny &-aminolevulové v moc¢i a koproporfyrina III
v moéi), (viz. obr. &. 3), (Strosova, 2012). Stanoveni koncentrace téchto meziprodukti

v moci se vyuziva spolecné s koncentraci olova v mo¢i a krvi k diagnostice otravy Pb.

Glycin sukcinyl CoA

«— ALA syntaza, pyridoxalfosfat

o-aminolevulova kys.(ALA)

ALA dehvdratiza ﬁ%» l
Porfobilinogen

l +— Porfobilinogendeamindza

Hydroxymethylbilan

l <+— Uroporfyrinogen III syntaza

Uroporfyrinogen III

l +—— Uroporfyrinogendekarboxylaza

OLOVO Koproporfyrinogen III
~a
\Koproporfvrinogen]]] %—p l
Oxiddza
Protoporfyrinogen

¢ +—— Protoporfyrinogenoxidiza

Protoporfyrin

Ferrochelatdza —¥¢—» l

HEM

Obr. ¢. 3: Syntéza hemu ovlivnéna olovem — inhibice ALA dehydratazy,
koproporfyrinogenu III oxidazy

ferrochalatazy
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Vyznamné je také poskozovani dlouhodobé paméti zptisobené inhibici NMDA
(N — metyl - D - aspartat) receptorti v mozku.

Vstiebavani olova do organismu zavisi na celé fad¢ faktort (fyzikalné chemické
vlastnosti kovu a jeho sloucenin, fyziologicky stav organismu, vék - u déti je zvySena
absorpce, pohlavi, aj.). Absorpci také zvysuje tuk v potrave, nedostatek vapniku, deficit
Zeleza nebo vitaminu D.

Olovo je kumulativni jed, coz je toxicka latka s dlouhym biologickym polocasem,
ktera se z organizmu vylucuje pomalu a pii dal§i expozici v organizmu jesté pietrvava
noxa z predeslé expozice a postupné tak dochazi k hromadéni — kumulaci jedu
v organizmu. Biologicky polocas olova v krvi byva okolo 20 az 40 dnt, ale uklada se
do kosti, odkud se uvoliuje velmi pomalu s biologickym polocasem 5 az 10 let
(Bencko, 1995).

V urcitych situacich (t€hotenstvi, zlomeniny kosti, stres) mize dojit k mobilizaci
olova z kosti a recidivé otravy tieba dlouhou dobu po expozici.

Olovo se dostava do organizmu nejcastéji cestou inhalacni ve formé pary nebo
prachu, kdy se vstiebava 40% z celkové davky, ale také zazivacim traktem, kdy se
vstiebava 8% pozité davky. U déti se vstiebava plicemi az 7% z celkové davky
a zazivacim traktem 40% pozité¢ davky. Olovo také prochazi placentou a do mateiského
mléka. Vkrvi je olovo vazano na erytrocyty a vyluCovani probihd hlavn€ moci
(Holeckova, 2015).

Distribuce anorganického olova probiha nejdiive do mékkych tkani, jako jsou
ledviny a jatra, poté se uklada do kosti.

Organické slouceniny olova, jako je tetraetylolovo a tetrametylolovo, se distribuuji
do tukovych tkani a poskozuji CNS, snadno se také vstiebavaji kizi, na rozdil
od anorganickych slou¢enin olova.

U dospélych je okolo 95% zatéze organizmu olovem deponovano v kostech,
zatimco u déti je deponovano jen okolo 70% zatéze (Kensova, 2014).

Toxicita olova je zvlast vyznamnd u déti. Dlouhodobé vystaveni détského
organizmu 1 nizkym davkadm olova je pfi¢inou zpomaleni dusevniho vyvoje a zmén

V chovani (viz. obr. ¢. 4).
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Dospéli

Encefalopatie

Encefalopatie
Nefropatie
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Syntéza hemoglobinu {

Syntéza hemoglobinu { Nefropatie

Metabolismus vitaminu D4 Systolicky krevni tlak u muzi T

Protoporfyrin v ery u muzia T

Nervova vodivost 4

Protoporfyrinvery T Protoporfyrin very u zen T
Q 4
Vyvoj 4
Rast 4

Obr. ¢. 4: Negativni efekty u déti a dospélych v zavislosti na koncentraci Pb v krvi
(ug/l), (Senft, 2014)

2.5.1.1.2 Symptomy intoxikace olovem

Mezi symptomy akutni intoxikace olovem patii GIT efekty, akutni encefalopatie,
akutni nefropatie, retardace ristu a behavioralni zmény u déti.

Chronicka intoxikace olovem se projevuje neuropatii, reprodukénimi poruchami,

hypertenzi, anemii a Saturninskou dnou (zvySeni hladiny kyseliny moc¢ové v ledvinach).
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Objevovani spojitosti mezi vySe uvedenymi piiznaky a toxicitou olova trvalo
dlouho. Napt. mezi 1éty 1890 az 1940 byly rozpoznané prvni akutni otravy u déti, které
natiraly most v Sydney v Australii olovnatymi barvami, coz vyvolalo u déti akutni
poruchy tvorby hemoglobinu. V letech 1940 az 1950 byly zaznamenany dlouhodobé
poruchy paméti zpisobené inhibici NMDA a az po roce 1960 byly objeveny negativni
dopady chronické expozice na 1Q déti.

Prohlubovani znalosti toxicity olova vedlo k postupnému snizovani doporuc¢enych

nejvyse pripustnych limitt ((Roper et al., 1991), coz se tyka i ostatnich toxickych latek.

2.5.1.1.3 Terapie p¥i intoxikaci olovem

Zakladem terapie jsou chelatové injekce (infuze) EDTA
(ethylendiaminotetraoctova kyselina) nebo DMSA (dimerkaptojantarova Kkyselina),
které uvolni olovo z kosti vazbou na chelat, s naslednym vylou¢enim moci. Po této
terapii se odebird mo¢ na stanoveni olova pro kontrolu ucinnosti 1écby po kazdé

aplikované davce chalatu (Holeckova, 2015).

2.5.2 Organicka rozpoustédla

Organicka rozpoustédla jsou vesmés tékavé lipofilni kapaliny riizného chemického
sloZzeni, se strukturami aromatickymi, alicyklickymi 1 alifatickymi a s riznymi
funkénimi skupinami. Exponovéano byva velké mnozstvi lidi nejen profesiondlné, ale
I v domacnosti, vyskytuje se i zneuzivani. Organicka rozpoustédla rozpoustéji tuky,
pryskyfice a vosky, pouzivaji se k fedéni lepidel a barev, v chemickych Ccistirnach
a Vv tiskafstvi. S expozici organickym rozpousStédlim se lidé setkdvaji ve vyrobnach
nabytku, v lakovnach, pfi natéru kovt proti korozi, pfi vyrobé lodi aj. K intoxikaci
muze dojit inhalacni cestou, peroralni cestou nebo kuzi.

VétSinu organickych rozpoustédel dokdze lidské télo metabolizovat, pfedevSim
oxidaci.
Dulezitou metabolickou drahou jsou enzymy alkoholdehydrogenaza (ADH)
a aldehyddehydrogenaza (ALDH) — organizmus jimi metabolizuje napf. trichloretylen,
toluen, etylenglykol a metylalkohol.
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U intoxikace etylenglykolem neni toxicky samotny alkohol, ale jeho metabolicky
produkt kys. S$tavelova, ktera poskozuje ledviny. Stejné tak u intoxikace
metylalkoholem je toxicky az jeho metabolit kys. mravenci, ktera poskozuje zrakovy
nerv. Proto principem 1é¢by obou naposledy zminénych toxickych alkoholi je inhibice
ADH bud’ podanim etanolu nebo inhibitoru fomepizol, aby nevznikaly tyto toxické
metabolity.

Mezi nejvice toxicka organickd rozpoustédla patfi naptf. benzen, chloroform,
sirouhlik a tetrachlormetan, kdy smrtelnd davka ptredstavuje jen nékolik ml.

V ramci realizace BET se monitoruje expozice toluenu stanovenim jeho metabolitu
kys. hippurové v moc¢i (Tomokuni, 1972), pii expozici styrenu se stanovuje jeho
metabolit kys. mandlovd v moci, pfi expozici benzenu se stanovuje fenol v moci nebo
pii expozici trichloretylenu se stanovuje kys. trichloroctova spolu s trichloretanolem
V moci.

Jednou z nejcastéji monitorovanych nox je toluen a styren.

2.5.2.1 Toluen
Toluen — chemicky methylbenzen je ¢ira, ve vodé nerozpustna kapalina. Pouziva se
k fedéni barev, lakd, nitrocelulézovych a silikonovych natérovych hmot, pii vyrobé

trhaviny trinitrotoluen TNT.

2.5.2.1.1 Toxicita toluenu

Toluen drazdi o¢i a dychaci cesty, tlumi CNS a kardiovaskuldrni ¢innost, ma
narkotické ucCinky. Pfi plsobeni menSich koncentraci se projevi bolestmi hlavy,
Zalude¢ni nevolnosti a poruchou rovnovahy. Dlouhodobé uZivani toluenu se projevi
toxickou encefalopatii. Cichani toluenu patii mezi ¢asté a zdvazné drogové zavislosti.

V organizmu se metabolizuje na kys. hippurovou, ktera se stanovuje v moci
pfi monitorovani BET. Biologicky polocas toluenu je 6 hodin.

Toluen se vstiebava piredevsim plicemi. Vstiebavani par kiizi je nepodstatné,

znacné je vSak vsttebavani kapalného toluenu. Z inhalovaného mnozstvi toluenu se

25



vstiebava praméerné 53 %. Z vstiebaného toluenu (plicemi i klizi) se na kyselinu
hippurovou pfeméni asi 75 %.
Normalni Groven vylucovani kyseliny hippurové v moci je do 5 mmol/I.

Nejvyssi pripustny limit pfi profesionalni expozici je 14 mmol/Il.

2.5.2.2 Styren

Styren — chemicky vinylbenzen je bezbarva, t€kava kapalina se sladkym zapachem.
(Jagr, 2009). Vyuziva se jako rozpoustédlo a jako vychozi surovina pro vyrobu
polystyrenu. MiiZzeme se s nim setkat pfi vyrobé izolace, potrubi, sklolaminatu, pryze,

automobilovych soucasti, kobercl, pfi vyrobé laminovanych a polystyrenovych

pryskyftic (Miller, 1994).

2.5.2.2.1 Toxicita styrenu

V ovzdusi styren neni staly, v atmosféte je odbouravan fotochemickymi reakcemi.
Lidé jsou vystaveni plsobeni styrenu zejména ve vnitinim prostiedi, nejvysSSim
koncentracim jsou vystaveni zaméstnanci chemickych provozl, pii vyrob& plast
polystyrenti. Do organizmu se dostava zejména inhalaci (Manini, 2004).

Styren ma vliv na nervovy systém, vyvolava bolesti hlavy, deprese, poruchy vidéni
chromozomovych aberaci, DNA zlom a mutaci na nékterych genech (Vodicka, 2006).

Po vstupu do organizmu se styren metabolizuje v jatrech pomoci cytochromu 450
na styren-7,8 oxid, ktery podléha dalsim detoxika¢nim procesim. Hlavnim metabolitem
je kys. mandlova a kys. fenylglyoxylova, které jsou vylu¢ované moci (Summer, 1994).
V ramci monitorovani expozice styrénu principem BET se stanovuje kys. mandlova
v mo¢i (Engstrom, 1976). Styren ma ale kratky biologicky polo¢as — 8 hod, proto se
musi volit doba odbéru moce bezprostiedn¢ v navaznosti na pribéh expozice.
V pribéhu pracovniho tydne se vétSinou odebira vzorek moce na konci smény
ctvrtek.

Kyselina mandlova se v moci neexponovanych osob nevyskytuje.

Nejvyssi ptipustny limit kyseliny mandlové v moc¢i u exponovanych osob je 2 mmo/I.
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2.5.3 Pesticidy
Pesticidy se pouzivaji k hubeni rostlinnych a Zivo¢isnych sktudct, k ochrané zvirat
a Clovéka. AZ 85% spotiebuje rocné¢ zemédélstvi (Markova, 2016). Mezi nejznamé;jsi

patii organofosfaty, organochlorované pesticidy, karbamaty nebo neonikotikoidy.

2.5.3.1 Toxicita pesticidu

Organofosfatové pesticidy jsou neurotoxické latky, vysoce toxické pro savce,
inhibuji enzym acetylcholinesterazu, ktery je nezbytny pro uvolnéni acetylcholinu
na zakonceni motorickych svali a k dokonceni svalové kontrakce. Zablokovani
acetylcholinesterazy vede ke svalovym kie¢im dechového svalstva a dochazi ke smrti.
Patii mezi n€ tabun, sarin, soman — dnes jiz jsou zakazané.

Organochlorované pesticidy jsou lipofilni povahy, zpusobuji pokles reprodukéni
schopnosti vodnich ptakti a Selem. V pid¢ jsou perzistentni, napt. DDT se rozlozi
za 2 az 15 let. Dnes jsou uz také celosveétoveé zakazané.

Karbamdty jsou neurotoxické estery kys. karbamové, které také inhibuji
acetylcholinesterdzu.

Neonikotikoidy pusobi podobné jako nikotin, ktery ni¢i hmyz, jsou vsak toxické
I pro véelu medonosnou.

Pro BET je nejvyznamngéj$i stanoveni aktivity acetylcholinesterazy v krvi.
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3. CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem této prace je sestavit piechledné pojednani o problematice a vyuzivani
biologickych expozi¢nich testii (BET) a na zéklad¢ piiklada z vlastni praxe odpovédét
na otazku aktudlnosti, relevantnosti a vyvojovych trendi tohoto principu. Pfi
monitorovani toxickych latek (Pb, toluen, styren) principem BET je pouzita fada
analytickych principli — atomova absorp¢ni spektrofotometrie, fotometrie ve viditelné

1 ultrafialové oblasti, tlakova mikrovinna mineralizace a chromatograficka technika.
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EXPERIMENTALNI CAST

Rozsahla problematika BET zahrnujici celou fadu nox ptesahuje mozny rozsah,
proto jsem pro ucely této bakalaiské prace vybrala a detailnéji popsala BET tykajici se

expozice olovu.

4. STANOVENI EXPOZICE OLOVU

Prestoze toxicita olova a jeho sloucenin je zndma jiz od starovéku, zajem
o monitorovani nepoklesl, spiSe naopak. Doslo totiz K ploSnému rozsifeni olova
do zivotniho prostiedi (benzin s aditivem tetraethylolova, barvy s obsahem olova)
a nove se objevily i negativni faktory, zvIasté u déti, které diive unikaly pozornosti.

Negativni pusobeni olova na vySetfovany organismus Ize sledovat a hodnotit podle
vysledkt celé fady testa.

Prvni skupinou jsou tzv. primé ukazatele expozice, tj. pfimé stanoveni koncentrace
olova ve vhodnych biologickych materidlech (krev, moc¢, vlasy, nehty) odebranych
u exponované 0soby.

Druhou skupinu tvoii tzv. neprimé ukazatele expozice, které jsou jiz zaméfené
na zjiSténi stupné poSkozeni zdravi (syntézy hemoglobinu) nasledkem intoxikace ¢i
vysoké expozice olovu, napf. stanoveni kyseliny dJ-aminolevulové Vv moci

a koproporfyrinii 111 v moci.
4.1 Stanoveni piimych ukazatelii expozice
Stanoveni koncentrace olova v Krvi, vmoc¢i a ve vlasech, popf. v nehtech je

indikovano jednak pfi akutnich otravach olovem, jednak jako biologicky expozi¢ni test

umoziujici monitorovat velikost expozice olovu z profesionalniho i zivotniho prostiedi.
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4.1.1 Vybér biologického materialu

Olovo je pfevazné intracelularni prvek — je navazano v erytrocytech, pro stanoveni
proto neni mozné vyuzit sérum ¢i plazmu, ale pouze nesrdzlivou krev, lze pouzit
napiiklad zkumavku s protisrazlivym c¢inidlem K3EDTA. Vzhledem k dlouhému
biologickému poloc¢asu olova neni volba doby odbéru vzorkt krve kriticka.

U moc¢i se dava prednost primérnému vzorku z 24 hodinové sbirané moce
(do laboratofte staci dodat cca 3-5 ml moce).

Odebirat vzorek vlasi pro monitorovani aktualni expozice ma vyznam

az po 1 mésici od expozice.

4.1.2 Metodika stanoveni Pb v Krvi a Vv mod&i metodou ETA AAS

4.1.2.1 Odbér a manipulace se vzorky

Vzorky nesrazlivych krvi a moci se odebiraji béznym zpisobem. Nevyzaduje se
7zadna specidlni ptiprava pacienta pfed odbérem vzorku, pouze je nutné zabranit
eventualni kontaminaci vzorka olovem, napiiklad ze zaprasené¢ho pracovniho odévu.

Vzorky krvi a moci se pied stanovenim uchovévaji dobie uzaviené v lednici pfi
2-8 °C, kde jsou stabilni po dobu dvou tydnti. V mrazaku pii — 20 °C vydrzi beze zmény
az pul roku.

Nezbytnym ptedpokladem provadéni analyz principem ETA AAS je i dokonale
zabezpeCena preanalyticka oblast. Vzhledem Kk nizkym koncentracim, které jsou
stanovované principem ETA AAS, mohou mit nezanedbatelny vliv naptiklad necistoty
Vv pouzivanych odbérovych nadobkach. Cistota nadobek vkladanych do autosampleru se
zabezpecuje specidlnim mytim v kyselin¢ dusicné, zfedéné 1:10 destilovanou vodou
a naslednym oplachnutim v redestilované vod¢ a vysuSenim. Stejnym zplisobem se

piipravuji 1 jednordzové nastavee k automatickym pipetam.
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4.1.2.2 Princip stanoveni

Atomova absorp¢ni spektrofotometrie s elektrotermalni atomizaci (ETA AAS) je
zalozena na méfeni absorpce monochromatického zatreni volnymi atomy stanovovaného
prvku. Pfi absorpci energie se elektrony prvku excituji ze zakladniho do excitovaného
stavu. Kazdy prvek ma specifické usporadani a pocet elektronti a proto je pro excitovani
kazdého prvku potiebna specifickd energie predstavovana zarenim urcité vinové délky.
Aby prvek absorboval energii zafeni, musi byt atomy v atomizovaném stavu.
Atomizace, tj. disociace chemickych slou¢enin na volné atomy se u piistroje ETA AAS
realizuje pii vysoké teploté 1500 az 3000 °C zahtivanim vzorku v grafitové kyveté

(viz. obr. €. 5), (viz. obr. €. 7).

Obr. ¢. 5: Grafitova pti¢né vyhtivana kyveta pro realizaci atomizace chemickych

slou€enin na volné atomy.

Zdrojem zafeni jsou nejCastéji  vybojky sdutou katodou zhotovenou
ze stanovovaného prvku. Paprsek lampy prochazi oblackem volnych atomu
vytvofenych vypafenim vzorku na platformé grafitové kyvety a volné atomy
stanovovaného prvku absorbuji zatfeni lampy. Registruje se ubytek zareni, umérny
koncentraci stanovovaného prvku ve vzorku (Welz, 1999).

Pro odstranéni negativniho vlivu moZznych nespecifickych absorpci se pouziva
korekce pozadi vyuzivajici Zeemanuv jev, tj. Sté€peni energetickych hladin v silném

magnetickém poli.
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4.1.2.3 Pristroje e reagencie

Pristroje:

Atomovy absorpcni spektrofotometr vybaveny elektrotermalni atomizaci a korekci
pozadi vyuzivajici Zeemaniv jev, typ PinAAcle 900 Z firmy Perkin Elmer

(viz. obr. ¢. 6).

Obr. ¢. 6: Atomavy ébsorpéni spektrofotometr PinAAcle 900 Z firmy Perkin Elmer.

Obr. ¢. 7: Prostor pro davkovam vzorku do grafitové kyvety.

Reagencie:
- Kyselina dusi¢nd, koncentrovana, kvalita Suprapur firmy Merck.
- TRITON X- 100 p.a.
- Dihydrogenfosfore¢nan amonny p.a. (NH4H2PO,)
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- Redici roztok: 2,0 g NH4H,PO,4 + 2 ml koncentrované HNO3; + 5 ml TRITON
X100. Slouzi pro fedéni vzorka krvi, moc¢i, kontrolnich materidlti a pfipravu
kalibra¢niho roztoku.

- Zdkladni roztok: 1,000 0,002 g// Pb pii 20 °C: Certifikovany referen¢ni
material - ,,vodny kalibra¢ni roztok CZ 9041 (IN) Olovo, dodavany pod
obchodnim ndzvem ASTASOL® — Pb firmou ANALYTIKA. Praha. Roztok je
stabilni do doby exspirace vyznacené na 100 ml ldhvi z tmavého plastu pii
uchovavani v lednici.

- Pracovni roztok: 10 mg/l : 1 ml zdkladniho roztoku se pfida do odmérky na 100
ml s cca 50 ml redestilované vody a doplni se po rysku redestilovanou vodou.
Stabilni cca rok.

- Kalibracni roztok: 20 pg/l : 0,2 ml pracovniho roztoku se ptidd do odmérky

na 100 ml s cca 25 ml fediciho roztoku a doplni se fedicim roztokem po rysku.

Stabilni cca ptl roku.

4.1.2.4 Parametry a postup stanoveni
A) Priprava (Fedéni) vzorkii krvi a moci:
Krve i moce se ru¢né fedi fedicim roztokem 1:9.
Piimo do nédobky autosampleru se napipetuje 100 pl krve (moce) + 900 pl fediciho
roztoku. Dukladné se promiché ptevracenim ptes parafilm.
B) Strucny postup na ETA AAS
- otevieni ventilu na tlakové lahvi s argonem
- zapnuti PinAAcle 900Z a PC, spusténi ovladaciho programu Winlab 32 on line,
otevieni Workspace, nastaveni ukladani vysledkil, nastaveni sample Info
- zapnuti lampy
- sefizeni a nastaveni raménka autosampleru
- vlozeni nadobek s nafedénymi vzorky a kontrolami do kruhu autosampleru

- provedeni analyzy, vytisténi vysledktu (User manual Pin AAcle 900Z, 2014).
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4.1.2.5 Kalibrace a kontrola kvality

Kalibra¢ni k¥ivku proméii analyzator vzdy na zacatku méfeni série vzorkii metodou
standardnich ptidavki, obvykle se voli ptfidavky do referen¢niho materialu s velmi
nizkou hladinou Pb, tj. Seronorm Trace Elements Whole Blood, Level 1.

Kalibrace je navézana na certifikovany kalibratni roztok ASTASOL® firmy
Analytika a. s. Praha, opatieny certifikditem vydanym Ceskym metrologickym
institutem s hodnotami  koncentraci, nejistot a exspiraéni doby, uvedenymi
Vv Identifika¢nim listu.

Tab. €. 2: Davkovani kalibracniho roztoku pfi stanoveni Pb v krvi a moci

autosamplerem ETA AAS

Koncentrace Pozice ul kalibra¢niho |ul Fediciho
autosampleru |roztoku 20 pg/l |roztoku
Kalib. blank Calib Blank 1 10 10

Reag. blank
Standard 1 40 pg/1 (0, 2 umol/l)
Standard 2 80 ug/l (0,4 umol/l)
Standard 3 120 pg/l (0,6 umol/l)
Standard 4 160 pg/l (0,8 umol/l)

NINININ
[ee) Kop) EEN B\ G
N|&~|O |00

Linearita: je potvrzena minimalné v celém rozsahu kalibraéni kiivky,

tj. do cca 0,8 pmol/l (160 pg/l).

Mez detekce: (3x smérodatna odchylka slepého vzorku): 0,02 pmol/l

Mez stanovitelnosti: (10x smérodatna odchylka slepého vzorku): 0,06 pmol/l
Interference: Vzhledem k aplikovanému principu ETA AAS nemaji bézné

uvazované interference (hemolyza, iktericita, chylozita) vyznamny vliv.
Jako kontrolu kvality pro stanoveni Pb v krvi Ize pouzit Seronorm Trace Elements

Whole Blood, Level 1 az 3. Jako kontrolu kvality pro stanoveni Pb v moci lze pouZit

Seronorm Trace Elements Urine. Kontroly jsou dodavany v lyofilizovaném stavu.
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4.1.2.6 Interpretace vysledkii

Tab. ¢. 3 : Referen¢ni hodnoty a NPL pro stanoveni Pb v Krvi a v mo¢i.

Test Referencni hodnota Nejvyse pripustny limit
Pb v krvi 0.06 £ 0.02 mg/l < 0.4 mg/l

Pb v moci < 1.0 umol/l < 1.5 umol/l

Pb v moci < 2.7 pumol/l

po chelatové terapii

4.1.3 Metodika stanoveni Pb ve viasech a nehtech metodou ETA AAS

4.1.3.1 Odbér a manipulace se vzorky vlasii a nehtii

Odebira se nékolik praménkii vlast v celé délce z riznych mist hlavy, v mnozstvi
cca 200 mg (n€kdy se pro ndzornou predstavu uvadi: odebira se tolik vlasii, aby se jimi
po nastiihani na malé kousky naplnila polévkova lzice). Odebrané vlasy se ulozi
do oznaceného polyetylenového sacku. Dilezité je, aby byly vlasy jednotn¢ srovnané
a zafixované (napf. pfevazanim pramenu vlast niti) tak, aby bylo mozné urcit konec
vlasti od hlavy (nutné k urceni historie organizmu).

Vlasy srovnané a zafixované v polyetylenovém oznac¢eném sacku jsou stabilni.
Podle typu zadéani se analyzuji vlasy v celé délce, nebo jen urcité zajmové useky. Napf'.

6 cm vlasi od hlavy zahrne historii organizmu za ptl roku (6 mésicti) pted odbérem.

4.1.3.2 Princip upravy pevnych vzorkiit metodou tlakové mikrovinné mineralizace
Rozklad (mineralizace) vzorkli biologického materialu probiha kombinovanym
pusobenim koncentrovanych kyselin a peroxidu vodiku, tlaku a mikrovinné energie
produkované zabudovanym magnetronem (Senft, 1998). Mineralizace probiha podle
pfedem naeditovanych programi, pro kazdy druh rozkladdaného materidlu je jiny

(viz. tab. €. 4), (viz. obr. €. 8).
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Tab. ¢. 4: Parametry pro mineralizaci vlast a nehtii na mineralizatoru ETHOS 900

WORK- *4 ENT= OK

PROGRAM

(1-20)

STEP TIME POWER PRESS | TEMPL | TEMP2
1 00:02:00 250 W 0B 0°C__|0°C

2 00:02:00 oW 0B 0°C__|0°C

3 00:07:00 300 W 0B 0°C__|0°C

4 00:05:00 400 W 0B 0°C__|0°C
RCTL=OFF | VENT=00:05:00 | TWIST=OFF | TAT=OFF

Obr. ¢. 8: Ovladaci panel mineralizatoru ETHOS 900

V programu jsou piesn¢ definované jednotlivé kroky, jako je rychlost nabéhu
kroku, doba trvani kroku, velikost vkladané mikrovinné energie. Mikrovinna energie je
vrezimu 250 W do vzorku vkladana kontinudlné¢ (nepulzné), coz umoznuje
optimalizovat pocateéni kroky mineralizace, pifi nichz dochédzi k nejvétsimu
a nejrychlejSimu uvoliiovani tepla, zvlasté u rychle se oxidujicich organickych latek.

Vyss§i hodnoty mikrovinné energie se do mineralizovaného vzorku dodévaji pulzné,
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tj. kombinuje se peak 1000 W s pauzou, kdy je mikrovinna energie nulova (User

manual Milestone, 0/98).

4.1.3.3 Cisténi viasii a nehtii pied mineralizaci

Uvodnim krokem analyzy je myti vzorkt vlast/nehtd st¥idavé vodnou a organickou
fazi scilem pokud mozno omezit vliv potencidlni vné&jSi kontaminace vlasii/neht
z vnéjSiho prostiedi. Vlasy/nehty (cca 100 mg) se nastiihaji na cca 1 cm ¢asti a sesypou
se do 100 ml banky. Pfid4a se 10 ml acetonu, protiepe se, necha 10 min stit a opéct se
protiepe. Aceton se opatrné slije a vlasy/nehty se 3x promyji 10 ml vody.
Nakonec se opakuje promyti s 10 ml acetonu. Aceton se slije a vlasy/nehty se vysusi
1 hod v termostatu pii cca 70 °C. Vlasy/nehty se nechaji vychladnout a na analytickych
vahach se navazi cca 100 mg. NavaZzka se zaznamenda a vlasy/nehty se kvantitativné

sesypou do oznacené rozkladné nadobky (Rjabuchin, 1978).

4.1.3.4 Pristroje a reagencie pro tlakovou mikrovinnou mineralizaci
Pristroje:

Mikrovinny laboratorni mineralizacni systém ETHOS 900 Milestone s technologii
MDR (Microwave Digestion Rotor), (viz. obr. ¢. 9)

Obr. ¢. 9: Mineralizator ETHOS 900 s vloZzenymi teflonovymi rozkladnymi nadobkami

37



Spotiebni material:

- teflonova rozkladna nadobka (HPR-1000/6/100/110 High Pressure Vessel)
(viz. obr. ¢. 10)

- teflonové vicko k rozkladnym teflonovym nadobkam (SD-05/S TFM Covers)

- bezpecnostni diskova pruzina (HTC-1000 Special Spring)

- indikatorovy krouzek (IR 63/25 Indicator Ring)

- ochranny kryt rozkladnych nadobek (HS-08 HTC Protection Shield)

- podlozka pruziny (AP-45/S Adapter Plate)

Obr. ¢. 10: Segment a jednotlivé ¢asti teflonové rozkladné nadobky

Reagencie:

- Kyselina dusicna, koncentrovana, HNOj3, kvalita Suprapur firmy Merck

- Peroxid vodiku, koncentrovany, p. a. H,O,

- Dihydrogenfosforecnan amonny p. a. (NH4H,POy)

- Aceton p. a.
Redici roztok: 2,0 g NH;H,PO, + 2 ml koncentrované HNO3: Do odmérky na 1000 ml
scca 500 ml redestilované vody se ptidaji 2 ml koncentrované kyseliny dusi¢né
Suprapur a 2,0 g NH4H,PO,. Promicha se a doplni do 1000 ml redestilovanou vodou.
Zakladni roztok: 1,000 £0,002 g// Pb pii 20 °C: Certifikovany referen¢ni material -
»vodny kalibra¢ni roztok® CZ 9041 (1N) Olovo, dodavany pod obchodnim nazvem
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ASTASOL"™ — Pb firmou ANALYTIKA. Praha. Roztok je stabilni do doby exspirace
vyznacené na 100 ml lahvi z tmavého plastu pii uchovavani v lednici.

Pracovni roztok: 10 mg/l : 1 ml zakladniho roztoku se piida do odmérky na 100 ml
s cca 50 ml redestilované vody a doplni se po rysku redestilovanou vodou. Dukladné se
promicha. Stabilni cca rok.

Kalibracni roztok: 20 pg/l : 0,2 ml pracovniho roztoku se piida do odmérky na 100 ml
scca 25 ml fediciho roztoku a doplni se fedicim roztokem po rysku. Dukladné se

promicha. Stabilni cca ptl roku.

4.1.3.5 Postup tlakové mikrovinné mineralizace

Ke kazdé sérii métenych vzorki se pfipravuje:

1. slepy vzorek — do rozkladné nadobky se napipetuje 6 ml kys. dusi¢né a 1 ml H,0,

2. neexponovany vzorek vlasi s provétenym nizkym obsahem Pb

3. stejny neexponovany vzorek vlasu s provérenym nizkym obsahem Pb, do kterého se
ptida standardni pridavek 1ng Pb, tj do rozkladné nadobky se ptipipetuje 100 pl
pracovniho roztoku

Postup:

Do rozkladnych nadobek se kvantitativné pienese cca 100 mg umytych a suchych
vlasi/nehtl. Pfidd se 6 ml HNO; a naklanénim se dosdhne toho, aby veskeré
vlasy/nehty byly smoceny. Ponecha se chvili reagovat. Poté se ptidd 1 ml H,O; a necha
se chvili reagovat. Slozi se jednotlivé dily rozkladné nadobky. Sestavy nadobek se
umisti do segmentli pomoci momentového klice a umisti se do rotoru mikrovinného
tlakového mineralizatoru ETHOS 900. Mineralizace se musi provadét minimalné se
¢tyfmi nadobkami.

Nastavi se parametry mineralizace, respektive vybere se jeden z piedvolenych

programu s jiz nastavenymi parametry a spusti se vlastni mineralizace.
Zpracovani zmineralizovanych vzorkii:

Po ukonéeni programu se mineralizator automaticky vypne. Z rotoru se vyjmou

segmenty s nddobkami a nechaji se vychladnout cca 45 min. V digestoii se pak uvolni
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nadobky ze segmentd pomoci momentového klice. Sejme se vicko a splachnou se
piipadné¢ kapky 0.5 ml redestilované vody do piipravené sklenéné mineralizacni
zkumavky. Nadobka se jesté 2x vyplachne 0.5 ml redestilované vody a vSe se pienese
do sklenéné mineraliza¢ni zkumavky. Tyto zkumavky se umisti do aluminiového bloku
na topné desce, nastavené na 145°C a odpaii se témét do sucha, kone¢né odpateni
do sucha se provadi ve vodni lazni. Po vychladnuti se k odparkim ptidd 10 ml
redestilované vody a necha se 30 min stat.

Takto pfipraveny zmineralizovany roztok se pouzije pro stanoveni Pb principem
ETA AAS. Naméfena koncentrace se prepocita na mnozstvi Pb v gramu analyzovanych

vlast a vysledek se porovna s nejvyse piipustnym limitem.

4.1.3.6 Vlastni stanoveni ETA AAS

Do nadobek autosampleru ETA AAS se pipetuje:

100 pl zmineralizovaného roztoku + 600 pl fediciho roztoku

- Dale vizbod 4.1.2
Kalibrace:

Kalibracéni kiivku proméii analyzator vzdy na zac¢atku méfeni série vzorkl ptidavky
kalibra¢niho roztoku do vzorku umisténého na pozici €. 3 autosampleru, coz je
zmineralizovany vzorek neexponovanych vlast s nizkym obsahem olova (viz. tab. €. 5).
Na tuto kalibraci se potom proméii cela série méfenych vzorku. V uvedeném rozsahu
koncentraci je kalibrace linearni.

Kalibrace je navazana na certifikovany kalibratni roztok ASTASOL® firmy
Analytika a. s. Praha, opatfeny certifikditem vydanym Ceskym metrologickym
institutem s hodnotami  koncentraci, nejistot a exspiraéni doby, uvedenymi

v Identifikaénim listu.
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Tab. €. 5: Davkovani kalibra¢nich roztokl pro stanoveni Pb ve vlasech a nehtech

autosamplerem ETA AAS

Koncentrace Pozice ul kalibraéniho [ul Fediciho
autosampleru |roztoku 20 ng/l |roztoku
Kalib. blank 1 10 10
Reag. blank
Standard 1 28 ug/l (0, 14umol/l) 2 2 8
Standard 2 56 ug/l (0,28 pmol/l) 2 4 6
Standard 3 84 ng/1 (0,42 pmol/l) 2 6 4
Standard 4 112 pg/1(0,56umol/1) 2 8 2
Standard 5 140 pg/l (0,70pumol/1) 2 10 0

Linearita kalibrace: minimalné¢ do 150 pg/l v roztoku vzniklém po mineralizaci

cca 10 mg navéazky vlasu.

Pravdivost metody se provéfuje tim, ze se pii méfeni kazdé série vzorkl provede

i méfenim odezvy standardniho piidavku 1 pg olova ke vzorku neexponovanych vlasi.

Nameétend koncentrace se piepocita na mnozstvi Pb v gramu analyzovanych vlast

a vysledek se porovna s nejvyse ptipustnym limitem (viz. tab. €. 6).

4.1.3.7 Interpretace vysledkii

Zajimavou moznost nahlédnuti do historie organismu piedstavuje stanoveni olova

v segmentech vlasi nebo nehtid. Kazdy centimetrovy usek vlasti odpovida zhruba

jednomu mésici.

Tab. ¢. 6: Referenéni hodnoty a NPL pro stanoveni Pb ve vlasech

Test

Referen¢ni hodnota

Nejvyse pripustny limit

Pb ve vlasech

2+1.9 ng/g

<10 pg/g
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4.2 Stanoveni nepiimych ukazatelit expozice

Mezi nepiimé ukazatele expozice olovu v ramci monitorovani BET patii kyselina
o-aminolevulova v moc¢i a koproporfyrin Il v moci. Opét se rozliSuje referencni
hodnota u bézné neexponované populace a nejvyse piipustny limit.

Kyselina d6-aminolevulova vznikd v organismu kondenzaci sukcinyl-CoA
s glycinem za soucasné dekarboxylace, jako prvni stupenl tvorby porfyrind, respektive
hemoglobinu. Reakci katalyzuje syntaza kyseliny d-aminolevulové, ktera je klicovym
enzymem syntézy porfyrina (viz. obr. ¢. 3).

Nejcastéjsi indikaci pro stanoveni koncentrace kyseliny d-aminolevulové v moci je
monitorovani potencidlni otravy organismu olovem, at’ jiz profesiondlni nebo nahodné.
Olovo blokuje mimo jiné pravé preménu kyseliny delta-aminolevulové
na porfobilinogen a tim zpusobuje zvySeni koncentrace kyseliny d-aminolevulové
v moci. Stanoveni kyseliny 6-aminolevulové umoznuje odlisit rizné formy porfyrii

od negativniho ptsobeni olova.

4.2.1 Metodika stanoveni o-aminolevulové kyseliny v moci

4.2.1.1 Odbér a manipulace se vzorky

Stanoveni lze sice realizovat i1 zjednordzové odebraného vzorku moce, ale
optimalni je zajistit standardni sbér 24 hodinového vzorku moce. Vzorek moce je
zapotiebi chranit pred svétlem, naptiklad odbérem do lahvicky z tmavého skla, nebo
zabalenim zkumavky do alobalu apod.

Vedle ochrany vzorku pted svétlem, je tieba vzorek bezprostiedné po odbéru, nebo
bezprostfedné po transportu do laboratofe, nakonzervovat upravenim pH na hodnotu
6,0 pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové. Vzorek moce je potom pfi

uchovavani v lednici pfi teploté 2-8 °C stabilni po dobu 1 mésice.
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4.2.1.2 Princip stanoveni

Vzorek moce postupné prochazi dvéma chromatografickymi kolonkami s ionexy.
Prvni kolonka obsahujici pufrovany anex zachyti porfobilinogen, zatimco na druhé
kolonce s pufrovanym katexem se zachyti kyselina &-aminolevulova. Po promyti
a odstranéni potencidlné interferujicich latek, jsou oba analyty separatné eluovany
a kvantitativné stanoveny spektrofotometricky s vyuzitim Ehrlichovy reakce: Kyselina
o-aminolevulova reaguje za tepla s acetylacetonem Knorrovou reakci za vzniku
substituovaného pyrrolu, ktery obdobné jako porfobilinogen poskytuje s Ehrlichovym
¢inidlem (4-dimethylaminobenzaldehyd) cervenofialové zabarveni s absorpénim
maximem pii 555 nm. Vyhodnocuje se jednobodovou kalibraci, pomoci soucasné se

vzorky zméteného standardu kyseliny 6-aminolevulové.

4.2.1.3 Pristroje a reagencie
Pristroje:
- spektrofotometr Varian Cary 100 umoziujici méfit pti 555 nm (eventuelné v rozsahu
520 — 570 nm).
- vrouci vodni lazen
- automatické pipety
- vhodny stojan pro ionexové separacni kolonky umoziujici jednak promyvani
a odstraiiovani interferujicich latek a balastu do odpadu, jednak eluci a jimani
stanovovanych substanci, tj. kyseliny 6-aminolevulové.
Reagencie:

Set obsahuje reagencie a chromatografické mikrokolonky, které postacuji pro
analyzu 40 vzorkli mo¢i.
Pted pouzitim Ize skladovat pii bézné teploté laboratofe (15-30 °C) a reagencie jsou
stabilni do doby exspirace vyznacené na obalu.
Set obsahuje:
Cinidlo 1: 2 x 350 ml octanu sodného o koncentraci 1 mol/l.

Cinidlo 2: 1 x 175 ml kyseliny octové o koncentraci 1 mol/l.
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Mikrokolonky pro stanoveni porfobilinogenu: 2 x 20 ks obsahujicich zvazené mnozstvi
pufrované¢ho anexu.

Mikrokolonky pro stanoveni kyseliny 6-aminolevulové: 2 x 20 ks obsahujicich zvazené
mnozstvi pufrovaného katexu.

Cinidlo A: 1 x 17 ml acetylacetonu.

Cinidlo B1: 2 x pro 50 ml, lahvi¢ky obsahuji 4-dimethylaminobenzaldehyd v takovém
mnozstvi, aby po rekonstituci pomoci 50 ml ¢inidla B2 vznikl roztok o koncentraci
6 mmol/I.

Cinidlo B2: 2 x 50 ml kyseliny octové o koncentraci 18 mol/l.

Standard kyseliny d-aminolevulové: 2 x pro 5 ml. Koncentrace je vzdy vyznacena
na Stitku lahvicky

Kyselina chloristd 65% p. a. HC104

Pred viastni analyzou je zapotrebi pripravit:

Cinidlo B: Obsah lahvicky s ¢inidlem B2 se prelije do lahvicky s ¢inidlem Bl
a protfepava se do uplného rozpusténi. Stabilita je potom 6 mésicl pfi uchovavani
v lednici (2-8 °C).

Standard o-ALA: Obsah lahvicky se rozpusti v5 ml destilované vody. Pfipraveny
standard je stabilni 12 mé&sict pti uchovavani v lednici (2-8 °C).

Ehrlichovo cinidlo: K 10 ml ¢inidla B se pfida 1,9 ml 70% kyseliny chloristé a tiepe se,
dokud se neziskd homogenni smés. Cinidlo je stabilni po dobu 7 hodin pfi teploté

laboratoie (15-30 °C).

4.2.1.4 Parametry a postup méieni

Chromatograficka separace:

Filtr se lehce zatlaci k ionexu.

1. Pufr z mikrokolonek se necha vytéci do odpadu, PBG mikrokolonka se umisti nad
d-ALA mikrokolonku, sestava se promyje 10 ml vody, potom se do horni mikrokolonky
nanese 1 ml vzorku ¢irého podilu zcentrifugované moce a opét se promyje 20 ml vody.

Vse se necha odtéci do odpadu.
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2. Mikrokolonky se pouziji pro stanoveni kyseliny delta-aminolevulové

Stanoveni kyseliny o-aminolevulové:

1. Na ALA mikrokolonku se napipetuje 10 ml ¢inidla 1 a eluat se jima do zkumavky
oznacené VZOREK.

2. Oznaci se dalsi dvé zkumavky jako BLANK a STANDARD a pipetuje se:

BLANK STANDARD VZOREK
/ / Eluat
Standard / 0,1 ml /
Cinidlo 1 10 ml 9,9 ml /
Cinidlo A 0,2ml 0,2ml 0,2 ml

3. VSe se promichd a na 10 minut se vlozi do vrouci vodni 1azné.

4. Zkumavky se co nejrychleji ochladi pod tekouci vodou a do dalSich tfi zkumavek
oznacenych a BLANK, STANDARD VZOREK se napipetuje vzdy 1 ml inkubované
smési a 1 ml Ehrlichova ¢inidla.

5. Promicha se a po 15 minutach se proméfi absorbance standardu a vzorku pfi 555 nm

proti blanku.
6. Vypocita se koncentrace kyseliny 6-aminolevulové podle vzorce:
AvzALA . .
CALA= Al A <188 pumoll (plati pro verzi 10/2009, kde je konc. std.

1526 pmol/l)

4.2.1.5 Kalibrace a kontrola kvality
Kalibrace:

Jednobodova kalibrace pro kvantitativni stanoveni kyseliny d-aminolevulové se
prubézné zajiSt'uje tim, Ze se s kazdou sérii vzorka soucasné analyzuje v setu dodavany
standard kyseliny d-aminolevulové a vysledné koncentrace kyseliny 6-aminolevulové

ve vzorcich moce se ziskavaji vypoctem zahrnujicim absorbanci méfeného kalibra¢niho

bodu.
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Kontrola kvality:

Ke kontrole kvality se pouziji referencni kontrolni materidly na bazi moce,

naptiklad: Lyphochek BIO RAD Quantitative Urine Control, level 1 a 2.

4.2.1.6 Interpretace vysledkii

Nejcastéjsi indikaci pro stanoveni koncentrace kyseliny delta-aminolevulové
v moci je monitorovani potencialni otravy organismu olovem, at’ jiz profesionalni nebo
nahodné. Olovo blokuje mimo jiné pravé premeénu kyseliny delta-aminolevulové
na porfobilinogen a tim zpusobuje zvyseni koncentrace kyseliny delta-aminolevulové
v moci. Stanoveni kyseliny delta-aminolevulové umozinuje odlisit rizné formy porfyrii

od negativniho ptsobeni olova.

Tab. ¢. 7: Referencni hodnoty a NPL pro stanoveni kyseliny 6-aminolevulové v moc¢i

Test Referen¢ni hodnota Nejvyse pripustny limit

Kys.6-aminolevulova <35 pmol/l <75 pmol/l

v mo¢i

4.2.2 Metodika stanoveni koproporfyrinii I1l v moci

4,2.2.1 Odbér a manipulace se vzorky

Moc¢ se musi chranit pfed svétlem, odebira se do tmavé lahvicky nebo se obali
alobalem. Pokud se nezpracuje v den odbéru, konzervuje se ptidavkem 15% NayCOs
(uhli¢itan sodny) a 5% chelatonem III.

Standardné se odebird 24 hodinovy vzorek moce, ale je mozné provést stanoveni

I Z jednorazového vzorku moce.
4.2.2.2 Princip stanoveni

Porfyriny jsou cyklické tetrapyroly, které jsou prekursory hemu. Vznikaji fadou

na sebe navazujicich reakci. Podle toho, v které¢ fazi syntézy hemu existuje anomalie,
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objevuji se ruzné formy porfyrii.
Moc se okyseli kys.octovou na pH 3. Mo¢ se potom extrahuje do dietyletheru,
necha se na svétle, aby prob¢hla oxidace prekurzori na koproporfyrin. Etherova vrstva

se promyje octanem sodnym a koproporfyrin se vyextrahuje do zfedéné¢ HCI.

4,2.2.3 Pristroje a reagencie

Pristroje a pomiicky:

spektrofotometr Varian Cary 100
délici banky na 50-100 ml

- odmérné barnky na 25 ml
- automatické pipety
Reagencie:
diethylether p.a. stabilizovany, (C,Hs),0
kys. octova, CH3COOH
1% roztok octanu sodného: 1g CH3COONa . 3 H,O se rozpusti ve 100 ml dest. vody
5% roztok HCI: 114 ml konc. HCI se doplni do 1000 ml dest.vodou

4.2.2.4 Parametry a postup stanoveni

Do odmérné banky na 25 ml se napipetuje 5 ml moce, ptida se 5 ml diethyletheru
a 0.5 ml kys.octové.

20 sekund se protfepavd a volné uzaviené se necha stat na svétle cca 2 hod.
Probéhne oxidace prekursorti na koproporfyrin.

Poté se obsah odmérné banky prelije do délici bailkky a odmérnd barnka se jesté
vyplachne 5 ml diethyletheru a oplach se také prelije do délici banky. Ve se 5 az 10
sekund protfepava, vrstvy se nechaji oddélit a spodni podil moce se odpusti do odpadu.

Etherova vrstva se promyje 2 x 2.5 ml 1% roztoku octanu sodného. Poté se
koproporfyrin z diethyletheru vyextrahuje vytfepanim 2 x 2 ml 5% HCI. Spojené
extrakty se ve zkumavce doplni 5% HCI na objem 5ml.

Promicha se a zmé&fi na spektrofotometru Varian Cary 100.
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4.2.2.5 Interpretace vysledkii
Tab. ¢. 8: Referenéni hodnoty a NPL pro koproporfyrin I11

Test Referencni hodnota Nejvyse pripustny limit
Koproporfyrin 111 <225 nmol/l <450 nmol/I
(< 150 pg/) (<300 pg/l)
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5. VYSLEDKY

Podilela jsem se na méfeni fady BET souvisejicich s expozici olovu pfi
monitorovani celé fadé kazuistik s prokazanou vysokou expozici, kterd zahrnovala

stanoveni Pb v krvi, v moci, ve vlasech a v nehtech, dale pak stanoveni kyseliny 6-

aminolevulové v moc¢i a koproporfyrint III v moci.
5.1 Kazuistika rodiny exponované olovu z keramiky s olovnatou glazurou

Celéd rodina (otec, matka, déti 4 a 7 let) se intoxikovala olovem pii piti Caje
s citronem z keramické konvice. Glazura obsahovala olovo, které se v kyselém prostiedi

citronu rozpoustélo do ¢aje (viz. graf. ¢. 3), (Senft, 1991).

180 :
160 ‘
140

120

100 —

80 la——— Koproporfyrin Il (umol/1)
60 —

—_ W Pb (umol/24h)
40 —

20 T o

— B SALA (umol/1)
pred p.O .1, po 2

© po 3.
Nl inj. Pe p.0.4,

inj. jnj. PO . pob.

po7. 08,
nj.inj. inj. pmj.

Graf ¢. 3: Typicky prubéh mobilizace Pb aplikaci EDTA po zavazné intoxikaci

z keramické konvice s olovnatou glazurou

Podobna intoxikace olovem ze spotiebni keramiky bohuZel neni ojedinéla

(Tothova, 2003), (Hoffmanova, 2016).
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5.2 Kazuistika restaurdtora v klasteie Tepla

Restaurator se exponoval olovem pii opravach starych omitek a maleb v klasteie
Tepld u Marianskych lazni. Intoxikace byla tak vysoka, ze musel byt hospitalizovan
na Klinice pracovniho 1¢kafstvi FN v Plzni, kde byla realizovana mobilizace olova

injekcemi EDTA (viz. graf. ¢. 4,5), (Machartova, 2004).

Graf ¢. 4: Intoxikace Pb pfi restaurovani historickych nasténnych maleb, Pb v krvi po

mobilizaci injekcemi Chelintoxu (Machartova,2004)

Graf €. 5: Intoxikace Pb pfi restaurovani historickych nésténnych maleb, Pb v mo¢i po

mobilizaci injekcemi Chelintoxu (Machartova, 2004)



5.3 otrava olovem u majitelit sti‘elnic

Dva majitel¢é stfelnice se intoxikovali olovem pii doméci neodborné vyrobé stieliva
ze starych pouzitych naboji. Zpocatku bylo problematické zjisténi zdroje intoxikace,
nebot’ stielnice nepatfila mezi provozovny s vyhlaSenym rizikem olova, ani M¢stska
hygienicka stanice v Plzni nezjistila zdroj olova na této stfelnici. Jako pfi¢ina otravy

bylo taveni olova v kotliku nad otevienym ohném ve stodole (Machartova, 1998).

5.4 Otrava olovem po poZiti brokii

Pacient pozil nestastnou ndhodou 20 diabolek. M¢€I totiz zvyk schovévat si zdsobu
diabolek v ustech pro rychlejsi nabijeni, ale po upadnuti a nasledném spolknuti diabolek
se tézce intoxikoval olovem. Namétend hladina Pb v krvi piekrocila 2.4 ndsobn¢ NPL,
hladina koproporfyrinit III piekrocila az 30 néasobek NPL a hladina kyseliny
d-aminolevulové 2.7 nasobek NPL (VIcek, 2005).

V této bakalaiské praci se detailné soustfedim na zajimavou, dosud nepublikovanou

kazuistiku pacienta M.D. upozoriiujici na né€které souvislosti majici vliv na vysledky
BET.

5.5. Kazuistika pacienta M.D.

Pacient M.D. nar. 1955 se vyuéil na SOS polygrafické v D&iné, obor sazed-
typograf. Po vyuceni dva roky pracoval jako typograf v tiskarné, takze byl exponovan
vyparim olova pii odlévani olovénych ty¢i a pfi praci na sazecim stroji. Nasledujici
zamé&stnani mél rlizna, ale jiz bez expozice olovu (dfevorubec, strojnik, bagrista). Pro
rizné polymorfni zdravotni potize mu byl pfiznan casteCny invalidni dachod

a praktickym lékatem dohodnuta hospitalizace na Klinice pracovniho lékafstvi
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expozice olovu. Pfi hospitalizaci bylo provedeno kompletni biochemicko-
hematologické vysetfeni, EKG, RTG plic, sonografii bficha, CT patefe, aj. Bylo
stanoveno n¢kolik lehkych az stfedné zavaznych diagnoéz. Klinika pracovniho 1ékatstvi
se zameéfila na potvrzeni ¢i vyvraceni diagnéz Z575 a T560 (profesionélni expozice
olovu v minulosti dle anamnézy). Bylo realizovano celé spektrum BET. Veskeré
vysledky byly v normalu, kromé stanoveni olova ve vlasech a nehtech, kde byly
naméfeny extrémné Vysoké vysledky. (Pb ve vlasech 106 pg/g a v nehtech 517 pg/g).
Kvili t¢émto vysokym koncentracim v koznich adnexech bylo rozhodnuto o provedeni
mobilizace olova z organizmu aplikaci infuzi Chelintoxu. Vysledky mobilizace olova
z organizmu byly ale negativni, dokonce ani po opakované aplikaci infuze Chelintoxu
nedoslo ke zvySeni hladiny olova v moc¢i, které byva pfi této terapii naprosto specifické

(graf ¢. 3, 5).

Vzhledem Kk rozporu vysokych koncentraci olova ve vlasech anehtech oproti
negativnim ndlezim ostatnich BET 1 negativniho vysledku mobilizace, byly BET
realizovany opakované pii dalSich ambulantnich kontrolach (tab. ¢. 9,10). Vysoké
hodnoty ve vlasech a v nehtech pietrvavaly a ostatni vysledky BET byly stale
v normalu. Nakonec byla zamitnuta nemoc z povolani a pii nésledné kontrole byly

hodnoty Pb ve vlasech a v nehtech v normalu.
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Tab. ¢. 9: Naméiené vysledky piimych BET realizovanych v pribéhu provétovani
moznosti pfiznani nemoci z povolani pacienta M.D.
Zvyraznén je negativni vysledek mobilizace Pb a vyrazny pokles Pb ve vlasech

a vV nehtech po zamitnuti nemoci z povoléani.

Pb Pb vmoci| Pbve Pb Poznamka
v krvi | (umol/24 | vlasech | v nehtech
(mg/l) h) (ng/g) (ng/g)
Pfiznan ¢ast. inv. dlch.
0,16 <0,1 106 517
0,09 | <0,1 chel. Po 1. inf. EDTA
<0,1 chel. Po 2. inf. EDTA
0,09 | <0,1 chel. 195 240 Po 1.inf. EDTA
<0,1 chel. Po 2. inf. EDTA
0,14 <0,1 157 245
53 69
0,03 <0,1 77 138
102 385
116 497
0,04 <0,1 130
0,09 63 42 Zamitnuta nemoc
Z pov.
0,04 5,2 8,7

53



Tab. ¢. 10: Naméfené vysledky nepFimych BET realizovanych v priabéhu provéfovani
moznosti pfiznani nemoci z povolani pacienta M.D.
Zvyraznén je negativni vysledek mobilizace Pb a zddna zména po zamitnuti

nemoci z povolani.

Kopro | Kopro IlI/kr. | dALA dALA/Kr. Poznamka

11 (umol/mmol | v mo€i | (umol/mmol
v mocCi | kreatininu) | (umol/l) | kreatininu)

(umol/l)

0,137 0,017

0,108 0,008 23,4 1,7 Pfiznan Cast. inv. dlch.
0,043

0,077 0,008 31,6 3,2

0,089 0,023 13,1 3,4

0,075 0,008 8,1 1,9 Po 1. inf. EDTA
0,055 0,022 6,5 2,6 Po 2. inf. EDTA
0,105 0,013 22,5 2,8 Po 1. inf. EDTA
0,100 0,023 14,9 3,4 Po 2. inf. EDTA
0,067 0,014 16,2 3,3

0,094 0,020 15,8 3,4

0,202 0,015 22,5 1,7

0,108 0,014 14,0 1,3

0,141 0,018 49,9 2,1

0,156 0,012 32,7 2,4 Zamitnuta nemoc

Z pov.
0,158 0,013 28,3 2,3
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6. DISKUZE

Vysledky zminénych kazuistik S prokdzanymi expozicemi olovu (Senft, 1991),
(Tothova, 2003), (Machartova, 2004), (Vicek, 2005) jednoznacné dokumentuji
relevantnost, uzite¢nost a aktualnost BET. Stale se objevuji neCekané piipady intoxikaci
a expozic.

Vysledky BET realizovanych v piipadé kazuistiky pacienta M.D. ukazuji na to, jak
k vysokym koncentracim olova ve vlasech a nehtech, dospélo by se k pfiznani nemoci
Z povolani a naslednému odSkodnéni. Naopak, pokud by se pfihlizelo jen k normélnim
hodnotam koproporfyrinu III a kyseliny é - aminolevulové v moci, bylo by veskeré dalsi
provétovani ukonceno jednoznac¢nym zamitnutim.

Pfi interpretaci vysledk je nutné uvazovat i o riznych souvislostech a motivacich.
Zatimco sportovci nebo uzivatelé drog se snazi o normalni nezvySené hodnoty, pfi
0 pfiznéni nemoci z povolani a ziskdni finan¢niho odSkodnéni, na druhé strané nelze
vyloucit snahu zatajit poskozeni zdravi z obavy o ztrdtu zaméestnani.

V kazuistice M.D. se nakonec rozpor vysokych koncentraci Pb ve vlasech a nehtech
uzavtel tak, ze se pravdépodobné jednalo o védomou Snahu ovlivnit vysledek pomoci
kontaminace vlast a nehtli napt. koncentrovanymi mastnymi roztoky olova.

Nedilnou soucasti stanoveni olova ve vlasech a nehtech je sice umyti biologického
materialu vodnou a organickou fazi (Rjabuchin, 1978), ale tento standardizovany postup
vyzkouSeny na bézn¢ se vyskytujici zapraSeni z normalniho nebo pracovniho prostiedi
nemusi staCit na zamémou vysokou kontaminaci napf. ponofenim vlasi
do koncentrovaného roztoku olova. Takto lze ovlivnit koncentraci ve vlasech a nehtech,
ale nelze nasimulovat vysokou hladinu koproporfyrini III a kyseliny 6 - aminolevulové
vV mo¢i, ani mobilizaci olova po infuzi EDTA.

Pro ilustraci, jak vypadd mobilizace olova u skutecné intoxikace Pb, uvadim graf
¢. 3, na kterém je po infuzi EDTA jasné patrny vysoky pik olova v moci

a 6 - aminolevulové kyseliny, jakozto i koproporfyrinu 111 v mo¢i.
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Opravnénost téchto tvah potvrzuje i to, Ze po zamitnuti nemoci z povolani byla pfi
dalsi kontrole koncentrace olova ve vlasech a nehtech zcela normalni (viz posledni

radka tab. ¢. 9).
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7. ZAVER

BET ptvodné vznikly a byly pouzivané v oblasti primyslové toxikologie, ale nyni
se vyuzivaji i v bézné klinické praxi, v zivotnim i domacim prostiedi.

Problematika BET je stale aktualni, objevuji se nové originalni ptipady vyuziti pfi
monitorovani intoxikace nejen v pracovnim, ale i v domacim prostiedi.

Pfi monitorovani BET v kazuistice pacienta M.D. jsem celkem zméfila
67 vysledkt, které vyustily ve stanoveni zavéru, ze se pacient M.D. pravdépodobné
zamérn¢ snazil zvysit hodnoty Pb ve vlasech a nehtech a tim chtél docilit pfiznani
nemoci z povolani. Diky monitorovani celého spektra BET tykajicich se intoxikace
olovem byla kazuistika pacienta M.D. spravné vyhodnocena a nemoc z povolani byla

zamitnuta.
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9. PRILOHY

Pfiloha ¢.1: Limitni hodnoty ukazatelt BET v moci (pf. ¢. 2 k vyhl. ¢. 432/2003 Sb.)

Latka Ukazatel Limitni hodnoty
- Ami 50 mg/g 52 pmol/mmol
Anilin p-Aminofenol kreatininu kreatininu
Arsen a arsenovodik Arsen (I)<,r2:5atrirr]1?|{1% 0,075 umol/mmol kreatininu
. . 0,05 mg/g
Benzen i l;"gﬁ%/;rtnerkapturova kreatininu 0,024 pmol/mmol kreatininu
Y - . 1,5 mg/g 1,2 pmol/mmol kreatininu
t-Mukonova kyselina Kreatininu
Cyklohexanon 1,2-Cyklohexandlol 50 ”!9(9 0,049 mmol/mmol kreatininu
(po hydrolyze) kreatininu
. - - 15 mg/g -
Dimethylformamid N-Methylformamid kreatininu 0,029 mmol/mmol kreatininu
Ethylbenzen Mandlova kyselina 1k5r ggtmlg;g 1100 pmol/mmol kreatininu
Ethylenglykolmono- Butoxyoctova kyselina 200 mg/g .
butylether (po hydrolyze) kreatininu 0,17 mmol/mmol kreatininu
Ethylenglykolmono- . - 50 mg/g .
ethylether Ethoxyoctova kyselina Kreatininu 0,048 mmol/mmol kreatininu
Fenol Fenol Ifr%c;trlrr]\?r/\% 360 umol/mmol kreatininu
. . 10 mg/g 60 umol/mmol
Fluoridy Fluorid kreatininu kreatininu
Chrom (VI) slou¢eniny Celkovy chrom OI’(?S;J“T%S 0,065 umol/mmol kreatininu
. . 0,005 mg/g -
Kadmium Kadmium Kreatininu 0,005 umol/mmol kreatininu
Methanol Methanol 15 mg/l 0,47 mmol/l
Nikl Nikl ?(’04 mg/g 0,077 pmol/mmol kreatininu
reatininu
Nitrobenzen p-Nitrofenol k5 m.g/g 4 pmol/mmol kreatininu
reatininu

Olovo*

5-Aminolevulova kyselina
Koproporfyrin

15 mg/g kreatininu
0,2 mg/g kreatininu

13 pmol/mmol
kreatininu
0,035 umol/mmol kreatininu

Rtut’ a jeji slouceniny Rtut’ Igr,g-art?r?i/r?u 0,056 umol/mmol kreatininu
anorganické a fenylrtutnaté
Sirouhlik 2—Th|0th|az$)||d|n—f1— 1.5 mg/ 9 1,04 umol/mmol kreatininu
karboxylova kyselina kreatininu
. . 400 mg/g ..
Mandlova kyselina Kreatininu 300 pmol/mmol kreatininu
Styren - -
Mandlova + fenylglyoxylova 600 mg/g
kyselina kreatininu
Toluen 0-Kresol (po hydrolyze) 1,5 mg/g kreatininu 1,6 pmol/mmol kreatininu
Hippurova kyselina - 1600 mg/g 1000 mikromol/mmol kreatininu
Trichloroctova kyselina i?e())atr}] n%/ngu 70 pmol/mmol kreatininu
Trichlorethylen 200 mal
Trichlorethanol kreatri];?n% 150 pmol/mmol kreatininu
Xyleny Methylhippurova kyselina 1k4r 22&?; 8 820 pmol/mmol kreatininu
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