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"BIOLOGICAL LEAD-EXPOSURE TESTS. (Etude comparative de divers tests biologiques
* !d'exposition au plomb.) Arch, Mal. Prof., Vol. 32, No. 6, pp. 453-463, 1971, .
“ ‘Industrial Toxicology Unit, Catholic University of Louvain, and National Sci-
1-entific Research Foundation, Brussels (Belgium) 1

ABSTRACT. This study confirms the validity of determining
urinary S~aminolevulinic acid for momitoring lead-exposed
workers. Its correlation with urine lead is definitely
superior to that of coproporphyrinuria. Stippled cell
studies offer no interest. This study demonstrates, how-
ever, that significant inhibition of the globular enzyme,
§-aminolevulinic dehydratase, can occut without an eleva-
tion of the urinary §-aminolevulinic acid level. Determin~
ation of the activity of this enzyme is therefore a very
gsensitive and very early test of lead exposure, Even in
subjects who are not occupationally exposed to lead, enzy~
matic activity is a function of the amount of circulating
blood. This observation confirms the role of lead as an !
environmental pollutant. '

Although lead has been ome of theémoét exteﬁsively studied industrial

EEtoxins, early diagnosis of lead accumuiation before the appearance of clinicalé

"' signs of poisoning remains a difficult problem. §
3 Blood lead and urinary lead are génerally considered as two valid-indicei
s  for estimating the degree of exposure éZ, 21, 22, 35], but certain technical %
'difficulties limit their generalization for the routine monitoring of workers%
Over the last ten years, several.éuthors [5, 14, 31] have emphasized the
importance of determining the urinary éoncentration of §-aminolevulinic acid
(ALA) for evaluating the metabolic reséonse of the organism. Nevertheless,
stippled cell studies, in the*majority?of cases, still constitute the only

. i
analysis performed by industrial medical services. Some authors, however,

’f ?recommend semi-quantitative evaluation of coproporphyrinuria [29],

We thought it would be of interest to conduct a comparative study of
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various biological tests for monitoring lead exposure. In addition, we also
i carried out a detailed study of the action of lead on an erythrocyte enzyme,

- ; 6-aminolevulinic acid dehydratase (ALA-d). Several recent studies [4, 7, 8,

* /18] indicate that this enzyme is readily inhibited by lead.
L |

§

MATERIAL AND METHODS

I. Description of Measurement Techniques

* (1) Determination of Lead in Air

b Lead dust was collected on filters using a TFIA-2 Staplex High-Volume Air

17 | Sampler equipped with TFA No. 41 filtegs, After mineralizing the sample, lead

i iwas determined by polarography [24]. | ;
R ‘ !
N (2) Urinary lead and blood lead were determined by the dithizon colori- |

i

: %metric method described by Keenan et al, [19].

b ?HNWWV{3)”MStip§iéa celié ﬁére coﬁnted gccofding to the étandardvﬁahson-Séhwarz?
&+ technique.,

i (4) The creatinine level was determined by Jaffé's method [16].

(5) Determination of Uﬁinary Coproporphyrins

o Quantitative determination of urinary coproporphyrins was performed by

35 | fluorometry according to Talman's methéd [32]. Donath's method [9] was used

41 | for semi~quantitative determination.

(6) Determination of Urinary é-Aminolevulinic Acid (ALA)

This was performed according to a modification of Grabecki's method [13].

“ | This method consists in directly compléxing ALA with acetylacetone to form

B Epyrrole, which yields a colored complex with Ehrlich's reagent. We noted thaﬁ
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certain uyrinary metabolites interfered with the development of the colorimetric
reaction, and that this interference varied from one urine specimen to the
'rgother. This phenpmenon therefore decreased the accuracy of readings made in

; ’ reference to a standard curve. The ,a.c‘l.t‘i‘i,t’ion of an internal ALA standard to ;

‘};sthe-urine specimen enabled us to remedé this shortcoming. Three colorimetricf
;:émeasurements were thus performed for eéch urine specimen:

3;j (1) wurine specimen treated in fhg standard manner according to Grabecki;
;fi (2) a specimen to which acetylacétone is not added (blank);

: 4 (3) a specimen to which 20 ug ofv‘ALA is added.

;% : After subtracting the blank, it ié easy to determine the urinary ALA con-
QL-,centnation by a simple rule of three [éroportion - Tn.].

;¥ The technique is described below,;

Reag?en-t-s
F;: Acetylacetone, acetate buffer (1 &,-pﬂ 4,6) containing, per liter of |

: ‘water, 136 g of sodium acetate 3H20_and 57 ml of glacial acetic acid, and an
| ALA stock solution: 10 mg of ALA per iOO ml of acetate buffer; this‘solutioné

3 i is stored at 0°C out of contact with 1ight; a standard ALA solution (20 pg/ml)

" | 48 prepared by diluting the stock solution five times with the acetate buffer;
m

29 | Ehrlich's reagent: 1 g of dimethylbenzaldehyde and approximately 30 ml of

@40 i

41 | glacial acetic acid are placed in a 50:ml flask; 8 ml of 70% perchloric acid

43 1 i then added and the remaining volume%is filled with glacial acetic acid.

(N !

5 These last two solutioms are prep%red‘before use.
BTN !

el

Procedure

Three tubes are prepared for each urine specimen. Tube A contains 1 ml .

3

DUP050056055




of urine, 0.2 ml of acetylacetone, and 5.8 ml of acetaté buffer.

Tube B (blank)

" contains 1 ml of urine and 6 ml of buffer. One milliliter of urine, 0.2 ml of

: _ébetweeu the results provided by this method and those obtained by the technique

|
|

f_acetylaceton,e, 1 ml of standard ALA solution, and 4.8 ml of buffer are placed _
%in Tube C. The tubes are thoroughly _shéken and placed in a water bath at .100°'¢
for 10 minutes. After cooling, 7 ml of Ehrlich's reagent is added. The solu-
f':tions are mixed again and absorbency ati 555 my against water is read after 15

'fuinutes. The amount of ALA expressed ix%x Hg per ml of urine is equal to:
¢

i

DO, — DOy
DO, — DO, ©

The results are then calculated in_:.}mg/g of creatinine.

We were able to demonstrate the existence of an excellent correlation

3described by Mauzerall and Granick [25]5 (Figure 1).
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Figure 1. Determination of urinary ALA. Correlation between
Mauzerall-Granick method (y) and modified Grabecki method (x).
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(7) Red Blood Cell Activity Of;6-ALA Dehydratase (ALA-D)

ALA-D activity was determined by c¢olorimetric measurement of the amount of

) porphobilinogen formed when a preparation of hemolyzed red blood cells is incuq

"redlspersion in an isotonic NaCl solutien at 0°C and centrifuged again, This

| lof hemolyzed red blood cells is diluted§3 or 4 times (according to whether 1ead~
. |~exposed subjects are involved or not) With an Na HPO NaH buffer (0.05 M,
., PpH 7) and an aliquot (generally 0.5 ml,;f equivalent to 0.125-0.166 ml of total ,
I‘.blood) is incubated at 37°C for 75 minu?es in thebpreeence of 0;5_d1 of‘aniin .
i; aqueoué ALA solution (27 mM) and 1 ml o% phosphate buffer. We then followed
;;;Bonsignore's procedure: at the end of the incubation period, 2 ml of a 10%

;gtrichloroacetic acid solution containin% 0.1 M HgCl2 is added. After centri- |

{iments (Figures 2 and 3) conducted to determine the conditions under which the

d,vamount of porphobilinogen formed is linearly proportional to the volume of

) bated at 37°C for a predetermined time in the presence of ALA [4]. Blood is é

i

collected over heparin, and centrifuged at 0°C and 3,000 rpm in a Sorvall R02

vcentrifuge After eliminating the plasma, the red blood cells are washed by

process is repeated two times. The red?blood cells are then resuspended in
i H g

ésaline~solution, in which the hematocri? is read before hemolysis of the red

iplood cells by 4 rapid and successive f?eezings.and thawings. Thisgpreparatioﬁ

4 4

:fugation, 2 ml of supernatant is mixed %ith 2 ml of Ehrlich's reagent. v
After 15 minutes, the absorbency o? the colored solution is read at 555 my
with the aid of a Zeiss PMQ-II spectrop?otbmeter. A tissue blank test is per—:
formed for each analysis. It consists ;f the standard incubation mixture in
lwhich the substrate has been replaced b& an equivalent volume of buffer. The

i

iincubation time and blood volume are se}ected on the basis of preliminary exper-

::Ebloodvand the incubation time.
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Figure 3. Influence of incubation time on amount of por-
phobilinogen formed from ALA (an amount of hemolyzed red
blood cells equivalent to 0.125 ml of total blood was
selected for this experiment).

i
i
}

In addition to the "conventional"%method described above, enzyme activity
also was determined in two samples of the same blood, one pre-~incubated for 5?
minutes at 60°C and the other preaincu&ated for 20 minutes at 37°C in the pres

ence of 10 mM of glutathione (GSH). Because of the considerable enzyme acti-

' | vation by heat and GSH, the volume of blood used was reduced respectively to

b ;0,2_and 0.1 ml of blood diluted 3 or 4 times.
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:zhour are calculated by applying the following formula:

igwhere_D06o is the absorbency after 60 minutes of incubatlon.and,DOO is that of:

The results expressed in enzyme units per ml of red blood cells and per

(DOBO-DOO':) x 1,000
hematocrit (%) x ploéd'vbluﬁe (ml)

" the blank.
;i Red blood cell ALA-D activity was éeasured during the 12 hours following |
Zf'blood sampling. Urinary coproporphyrin; and ALA were determined during the 24
Zi hours following urine collection. The ﬁrine specimens used for ALA determina—v
i; tion were maintained acid by adding tartric acid [34], whereas those used for |
;T coproporphyrin determination were_storeé under Na2003 [16]. The blood and i
Tijurine-samples were kept at 4°C until th? moment of analysis. ;
' II., Description g,f_ Populations = = coe
(1) Control Pé:pulat.i.on
‘ The control population consisted o% 22 male subjects who had not been~occ€-
f; pationally exposed to lead and whose ag?»distribution was as foilows: the |
iéiyoungest subject was 20 years old and t%e oldest was 53 years old. The mean
Ef’and the median were identical: 33 year?.
: |
j: (2) Lead~Exposed!Population
ji This population consisted of 53 workers from a storage-battery factory fox
jj.whom only urine studies and stippled cell counts were performed, and 25 Print-z
;i ing-plant workers for whom blood studies and some urine tests could be per-
* {formed. :

For certain technical reasons (unf}eﬂh urine, sample lost during aqalysisi
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“etc.), all the analyses anticipated were not performed for all the selected

' ‘workers (see results).

RESULTS

1. Controlinpulation

b The averages and standard deviations of various parameters measured for
;subjects who had not‘been.occupationall& exposed to lead. are presented below:

34,1+ 1
+

_ 8 ug/100 ml of blood
77.8 % 4

3 pg/100 ml of red
blood cells

blOOd lead e s ® s s e s s

"+

- urinary lead + 4+ + .+ o . . bS.Z 2.8 ug/g creatinine

0.3 g/g creatinine

+

urinary ALA . v ¢ o 4 o s s ;4-6

I+

urinary coproporphyrins . . 23 2.2 ug/g creatinine

hematocrit . . . . . . . . 44 5 £ 0,5% é

. b red blood cell ALA—D (standard

method without activation) . 59 4 U/ml RBC/hour.

I+

As was carefully pointed out by Van Houte and Cocle [33], it is more 1ogi

'f cal to express the blood lead level by: the volume of red blood cells, rather
"' ‘than by the volume of total blood. In@eed, since more than 95% of the circu~

* {lating lead is fixed to red blood cellé, this form of expression accounts for

‘ thematocrit differences from subject toésubject, On the other hard, we .express
i

40 Ithe concentration of various urinary m%tabolites per gram of creatinine. A

41

41
ff specimens collected at any time duringithe day. Comparison of the degree of

correction is then introduced for the variable degree of dilution of :urine

'?j scatter of the results expressed per vdlume of urine and per gram of creatinine

‘*fg(Eigure 4) confirms the significance oﬁ this correction. This conclusion

iagrees with that made by Gibson [11].
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Urinary G—A%A_ :
_ mg/L mg /gm créat. ;
. 20 .
\ ) ! 1.0'._ ; o .,‘. ..m i
' ’.’_: ....' -
o+ — ol !
. ) (a{)Plomb urines
i d pg/l Hg/gm créat.
: | ®e :
, * 0. ... .
: Pooflog, .o % L) o ST
s ! R .,. ® .'o.o
I !  Copro ‘urines .
. ! ] ypg/ ,‘b) pg/gm créat.
w0 * 100 ~ = y
19 P . v : .
an 1l e” C
’ RN D -"’"‘:.‘—"”"
2 ! o b e e o-
oy Figure 4. Comparison of urinary ALA, lead, and copropor-
w, phyrins expressed per liter of urine and per gram of urin=-
S ary ¢rédtininé (goatrol subjects) © Keys  (4a) urinary lead;
4 (b) urinary coproporphyrins.§
o IL. Storage-Battery Plan;'WQrkers |
:: i - The average values of the lead codcentrations in the air determined monthly
_;;Jfor three months at different working areas in the storage-battery plant are
;.5 i presented below: ,
Rt i :
a0 plate stacking . . . . . . .%. P | T Y | m.g/m3
a1 : . )
T . plate pasting and breaking ... . . . . . . . . 0.257 mg/m'3
'3 i A .
b ‘ Soaking s 8 s » o & e° s o § . & s e ¢« o s » 00244 mg/m3
an plate casting .+ « « o « ¢ «ie o o 0 v s . o« . 0.232 mg/m3
A;, mixer tipping .+ .« + ¢ ¢ o wie o o w0 s w0 . . 0,125 mg/m3

lead oxide StOTAge + « + o o o o « » « « « o o 0.097 mg/m3
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Lead exposure is thus relatively considerable since 4 working areas where

-;two~thirds of the selected workers.are‘employed exhibit air lead levels that

~Eare above the tolerable limit (0.2 mg Pb/m3 air, ACGIH 1969) [1].

«gthe average values of the various param?ters of lead accumulation (Figure 5).

’gcreatinine) and 23 (50%) exceeded the pgrmissible limit (150 ug/g creatinine).

{maximum permissible value (250 ug/g of‘creatinine), however, is exceeded in

i ‘only 11 subjects (21%). Finally, an eievation of stippled cells (over 4/40

i The significance of this exposure is reflected in a distinct elevation of%

i

§0ut of 47 blood lead levels measured, none was within normal limits (< 50 ug/g!

H

;Thirty-five out of 51 (68%) exhibited u%inary ALA levels above the upper limit

fof the norm (< mg/g creatinine) and 16 subjects (31%) excreted an amount of ALA

above the tolerable limit (20 mg/g crea}inine).

i
i

2

i ! 200 - m 20
| |3 @) (%‘) |

{ ; B wo 5 ®0 s
g g

: ™ 3 £y

' s %] »,' . § ;3 )
; @%u fm i
i £ §“ . 3 ]

i , ° ol == .

; Figure 5. Comparison of urinary lead, coproporphyrins, . !
! and ALA in control subjects and storage-battery plant :
! workers (the vertical line represents the standard devia~ §
tion). Key: (a) wurinary 1éad (ug/g creatinine); (b)
urinary coproporphyrins (ug/% creatinine); (c) urinary
6-ALA (mg/g creatinine); (d)icontrols; (e) exposed.

Urinary coproporphyrins are abnorﬁally increased (concentration greater

than 100 ug/g of creatinine) in 20 out%of 53 selected workers (38%), but the

-+ fields) could be observed in only 13 subjects (25%).

10
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A evaluating urinary coproporphyrins was far from being excellent. Figure 13

e I1I. Printigg—?fant Workers

43 As Figure 14 indicates, the degre% of lead accumulation is definitely less

~§".th_an that among the storage—Battery plént workers,

We looked for the existence of a possible correlation between these vari-

_ous parameters and the air lead concentration. There is no significant c:c:rl,':e--';i
,ilation_between the degree of exposure gnd stippled cells, ALA, and urinary

coproporphylins (Figures 6, 7 and 8). ’The relationship between atmospheric

'lead and blood lead is better (r = 0. 364) but it is not significant (p > 0. 10)

L
(Figure 9.

!%E We also studied the relationship hetween urinary lead (which expresses thé

".}

*‘:amount of absorbed lead) and the tests . (ALA coproporphyrins, stippled cells)

Whlch should, in principle, reflect the significance of metabolic alterations

produced by lead (Figures 10, 11 and 12) Only the urinary ALA level exhibits

la significant correlation with the uriqary lead level (p < 0.01),

Moreover, we noted that the accuracy of the semi-quantitative method for

e ami . ot e e s e o 8

»* {1llustrates the relationship ‘between t@e results‘of semi—quantitaﬁive'detétminﬁ

: ?
ation performed by the same person and those of a quantitative determination
! carried out with the same urine specimens., The transverse bar represents the é

v;average quantitative determination for ieach category of semi-quantitative
. |determinations. It is noted that althéugh these averages correspond to visualé
estimation, there is considerable overlapping of individual values,

9] ' i

The average blood lead level (50 ﬁg/lOO ml of blood oxr 115 ug/100 ml RBCY,

** ‘however, is above the norm (34.1 ug/lOd nl of blood or 77.8 ug/100 ml RBC),

‘ibut it 1s nevertheless within tolerable limits (70 ug/100 ml of blood or

11
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160 ug/100 ml RBC). Urinary excretion of ALA i8 not significantly dincreased.
Measurement of the activity of the globular enzyme ALA-D, however, indicates

“ la definite reduction in enzyme activity among the exposed subjects (Figure 15)

((p < 0.01). This inhibition is not totally irreversible. Indeed, enzyme actiT

j
" ivation by heat and glutathione permits a restoration of epzyme activity. '

i
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Figure 9. Correlation between urinary blood and air lead
concentration. :

i

Under these conditions, the diffeﬁence between the control subjects and
1exposed subjects 1s definitely reducedé It is, however, significant (p < 0.05).
|The degree of ALA-D inhibition is propértional to blood lead. There is actu*:
_ally an excellent negative correlationg(r»= £.0.820) between blood lead and the

logarithm of enzyme activity (Figure lé). It should be emphasized that even

. {among subjects who were not occupationally exposed to lead, enzyme activity iﬂ

fiiinversely proportional to blood lead.

13
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f‘fthe.amount of lead handled in a form thét.readilyjreleases lead dust.
'*§ The absence of a valid correlation@between the air lead concentration in

“* ‘the working area and the various biological tests is not surprising. Indeed,

- Figure 16. Correlation betwéen-blood lead (logarithmic scale)
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and ALA dehydratase activity;f Key: (a) controls; (b) exposed.

st e St

DISCUSSION

In spite of the very strict prevenfive measures employed in the storage-

%—battery plant, the toxic risk is stillzvery considerable. It is inherent to

v o e A o e e 0

]

";during a study conducted in England amoﬁg workers at a storage-~battery plant,

'1§W1lliams [36] noted, by using individual samplers, that the exposure of workeré

* lof stippled cells are not a valid indicftion of the amount of lead absorbed.

‘:have emphasized the absence of specificity of these two tests and especially

" ithe lack of an early elevation in the number of stippled cells. Because of the

iperforming the same task could vary in altod ratio. These variations could:
lprobably be attributed to differences:iﬁ personal working habits.

In contrast to urinary excretion o? ALA, coproporphyrinuria and the-numbei

This agrees with the observations ofvother authors {2, 3, 6, 7, 20, 23, 33] who

‘fgnumerous studies that confirm this conciusion,.stippled cell studies for rou- %

‘tine monitoring of lead workers should be abandoned in our opinion, The per-

17
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formance of this insufficiently sensitive test provides a false sense of secur-
‘jity. In Sweden, the law requires urinary ALA studies for regular monitoring of
’;workers exposed to the risk of lead poisoning [15].

-The analyses performed among the printers indicate, however, that a mod- f

i

"gerate exposure that is still'insufficiént for producing an exaggerated excre- |

fétion.of §-aminolevulinic acid nevertheless can produce a biological alteration

| ;

gin the form of am inhibition of the er%throcyte enzyme, §-ALA dehydratase,

i !

~ 1 This enzyme is so sensitive to the action of lead that even subjects who are

inot occupationally exposed exhibit an enzyme activity that is inversely propor%

"*_tional to their blood lead. This observation, which confirms that made by

Hernberg and Nikkanen [17], suggests tHat the determination of this enzyme

-* jactivity perhaps may be a test that is .too sensitive for monitoring_lead*exposéd
"~ {workers. ; | E
- Thisvdiscovery, howevet, presents;a-significant problem: can‘it be cbn—%
:ﬁ i cluded that individuals could be exposéd to a contaminant that produces inh1~;
$ :bitién of enzyme activity even if the possible pathological consequences of
g’ %this.inhibition are ignored? It shoul@ be emphasized that this_problem'falls;
;?'within the framework of industrial medicine. Lead is indeed a contaminant of%
3" {our environment [12]. In addition, a toxic effect of lead among "normally |
"+ | exposed” individuals should not be exciuded since this study demonstrates that
ﬁ ga moderate amount of circulating lead is capable of inhibiting the synthesis

Tﬁ of heme, i.e., a molecule that is indi%pensable for the production of numerou&
i) | enzymes (catalase, tryptophan pyrrolasé, etc.).

Sy i

How can we immediately fail to coﬁclude that these very biochemical alter

T

o "ations or others that are still unspecified are not reflected at the level of |

‘i ! various organs by certain functional disorders? Some recent studies coaducted

18
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f.mentally retarded children [27, 28]. @t’is known, moreover, that lead can be

i child via the maternal milk [10, 30]. In addition, recent animal experiments

~with individuals who were not occupationally exposed, and children in\Particu-3

=1ar, tend to confirm the substantial foundation of such a hypothesis. Although

injury to the central nervous system cqnsecutive to acute lead poisoning in
'children has been known for a long time, the possible deleterious effect of low
'1lead concentrations on brain development has been recently pointed out, speci—é

fically in reference to the observation of a slight elevation of blood lead in
transmitted from the mother to the fet@s via the placenta and later to the
have demonstrated that the administrat@on of lead to lactating mothers may pro:-

duce an inhibition of ALA-D in varilous tissues of newborn infants, including

the brain. ;

19
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" de manié¢re détaillée, 'action du plomb sur une enzyme érythrocytaire, I'acide 8-ami-

~ en effet que cette enzyme est facilement inhibée par le plomb.

‘ des poussidres de plomb a été pratiqué sur filtres & Paide d'un apparell Staplex High Volume Alr Sampler.

Archilves des Maladies Professionnelles, de Médecine du Travall
et de Séeurité Sociale (Paris), 1971, T. 82, n° 6, Juin (pp. 453-464).

: Etude comparattve de divers tests biologiques
d’exposition au plomb.

Par’

1-M. BASECQZ, R. LAUWERYS et J.-P. BUCHET (%)

" (Unité de Tozxicologic Industrielle, Université Caiholique de Louvain,
apenue Chapelle-auz-Champs, 4, 1200 Bruxelles, Belgique.)

Bien que le plomb ait été I'un des toxiques industriels les plus étudiés, le diag-
nostic précoce d’une imprégnation saturnine avant Papparition des manifestations
ckniques d’intoxication reste un probléme difficile. -

La plombémie et la plomburie sont généralement considérées comme deux Indices
valahles permettant d’'apprécier le degré d’exposition [2, 21, 22, 35], mais certaines. : X
difficultés techmiques limitent leur généralisaﬁon pour le contréle de routine des oo
travailleurs.

Depuis une dizaine d’anuées plusieurs auteurs {5, 14, 31] ont souligné Pintérét
de la détermination de la concentration urinaire de Vacide 8-aminolévulinique (ALA)
afin @apprécier la réponse métabolique .de Vorganisme. Néanmoins, la recherche
des hématies ponctuées constitue encore, la plupart du temps, la senle analyse
pratiquée par les services médicaux du travail. Certains auteurs, foutefois, préco-
nisent I'évaluation semi-quantitative de la coproporphyrinurie {29].

Nous avons jugé intéressant d’entreprendre une étude comparative des divers
tests biologiques de contréle d’exposition au plomb. Nous avons, en outre, étudié,

nolévulinique déhydratase (ALA-D). Plusieurs travaux récents {4, 7, 8, 18] indiquent

Matériel et méthodes.

I — Disvﬂm des technigues de mesure. — 1) DoSAGE DU PLOMB DANS L'AIR. — Le préldvement . -
‘modéle TFIA-2, muai de filtres TFA no 41. Aprés mim,rallsauon de P"échantiiion, on effectun le dosnge . k-4
du plomb par polarographie [24}. . . ) N

2) La rromsunt et Ja PLoMpEMIE furent détermlnées par la méthode colorimétrtque 4 1a dlthizono
de Keenan et al. [19].

3) La NUMERATION DES HEMATIES pow'ru%es fut pratigquée selon la teclm!que clasalque de Manson-~

. Schwarz.

4) Le Taux pE CREATININE ful déterniné par o méthode de Jaffé [16]

3) DOSAGE DES COPROPORPHYRINES URINAIRES., — La recherche quantitative des coproporphyriaes
urinaires a été effectude par fluorimétrie selon In méthode de Talman {32). La méthode de Donath [9] a
été utilisée pouxr le dosuge -eml-qunmitaut

{*) Chargé de Recherches, 'Fo:_:d.s National de la Recherche Scientigue, .
‘ARcH. MAL. Pror., 1971, 32, n° 6, Juin. : 30

DUPQ50056076




o b

$,ALA urines ‘Ih\ﬁ/ gm créot) - (M ot 6)
3 )
T

454 J.-M. BASECQZ, R. LAUWERYS ET J.-P. BUCHET

6) DOSAGE DE L'ACIDE 3-AMINOLEVULINIQUB (ALA) DANS LES URINES, —— I fut réalisé sclon une modi-
flention de la méthode de Grabeckt (13, Cette méthodce consiste & complexer dircctement I’ALA avec I'acé-
tylacétone pour former du pyrro]o leeuel donne un complexe coloré avec le réactif d'hrlich, Nous avons
constaté que certains métabolites urinnires intertéraient avec lo développement de lu rénctiont colorimé-
‘trique et ce d'une mani¢re variable d’une urine 4 'autre, Ce phénomdne diminuait alnsi In précision des
lectures faites pur rélérence d une courbe standard, L'addition #t I'urine d’un standard internc d°AL;
nous a permis de publier cct Inconvénient. Pour chaque dchantillon d'urine, 3 mesures colorimétricues
furent donc pratiquées :

1o sur un échantillon d'urine traité normnalement selon Grabeckis
2 sur un échantillon auquel on n'ajoute pas d’acétylacétone (blanc) s
3° sur un échantition augquel on ajoute 20 pg A'ALA.

Aprs soustraction du blane, il est alsé, par-une stmple régle de trols, de déterminer Ia concentration
urinnire en ALA.
La technique est déerite clnpres,

Réactifs: acétylaciélone, tampon acétate (1 M, pH 4,6) contenant par litre d’eaun 136 g d’acétate de
sodium 3HLO et 57 ml d'ueidencétique glacial, solution stock d’ALA : 10 mg d°ALA par 100 ml de tam-
pon acétate ; cette so]ution est conservée i 0¢ C, & 'abri de In lumiére, solution stundard d°ALA (20 pg/ml)
‘préparée cn di]uant 5 Tois In solution stock avec du tampon acétate, rénctit d*Ehrlich : dans un bullon
jnugé de 30 ml, on iniroduit 1 g de diméthytbenznldéhyde et environ 30 m! d'acide acétique glncial; on
ajoute ensuite’8 ml d’acide perchlorique & 70 p. 100 ot on porte.d volume avee de 'acide ncéticque glacial.

Ces deux derniéres solutions sont préparées avant I'emplot.

~ Procédé : Pour chaque échantillon d'urine, on prépare 3 tubes. Le tube A contient 1 mi d’urine, 0,2 ml
d’acétylacétone et 3,8 nil de tumpon acétate. Le tube B (blunc) contient 1 ml d'urine et 6 ml de tampon.
Dans le tube C-sont ajoutds 1 m] d’urine, 0,2 ml d’acétylacétone, 1 ml de sofution standard d'ALA et 1,8 ml
de tampon, Les tubes sont bien agités et placés au bain-marfe & 100 C pendant 10 minutes, Apres refroi-
dissement, on ajoute 7 mt de rénctif 'Ebrlich. On mélunge & nouvenu et aprés 15 mn, on lit I'absorbance
& 335 mu contre de PPenuw. Tar quantité d*ALA exprimée en pg/m! d*urine est égale & ¢

DO, — DOy
. DO¢ — DOg

X 20,

Les résultats sont ensuite calculés en mg/g de créatinine, .
Nous avous pu démovtrer I'existence d'une excellente corrélation entre les résultats fournis par cette
méthode et ceux obtenus par la technique de Mauzerall et Gruniek [23] (fig. 1).
7) ACTIVITE DE L'ENZYME SALA-DEHYDRATASE
] (ALA-D) Dis GLOBULES ROUGES. — L’activité o
H 'enzyme érythrocytaire ALA-D fut déterminée
en mesurant colorimétriquement In quantitc de

]
;

o =] ]
U T i ]
o 4 ] p .

i
|
i
i
'

0
o
I

: rY norphobilinogéne formée (quand une prépartion

. t - 0,982 ! . 4 de globules rouges hémolysés est incubée d 37 €
] /, pendant un temps détorminé-en présence d”.AL:A
Lo 1 ; O / {4]. Le sang est recuclii sur héparine, centrifuié
/ ’ A 0°C A 3000 t/om duns une centrifugeuse

| » Sorvall RC,. Aprés &liminntion -t plasma, les

- A globuiles rouges sont Javés par redispersion dans

o ! une solution isotonique de NaCl it 00 C et coentri-

fugés & nouveau, Ce procédé est répété deux foiss
Les globules rouges sont ensuite resuspendus
i dans In solution saline dont on lit I'hémntocrite
: avant 'hémolyse des-globules rouges pur 4 copté-
H lations-et.décongélntions capldes successives, Cotte
‘ i prépuration de globules rouges hémalysis est oi-
i | lude 3 ou <4 fois (sclon qu'il s'ngit rde suje!dexpn-

8
¥

i
j
i
i

868 au plomb ou non) nvec du tnmupon Ni,FIPO-
NaTl PO, 0,05 M, pll7 ct un aliquot (eh génsirnt

f ! I - ; )
. T T 0.5 mléquivolent i 0,125-0,166 ml-de snng total
o, 10 20 0 40 S0 60 est ineubd &t 37° € peadant 73 inn on nrisence e

. 8 ALA urines (mg/gm créat) = {6 moditie) 0.5 ml d’unc solution neueuse '3 A\ (27 N
¥ et de 1 ml de tarenon phospluris, ‘\'mm avons
i, - Détepmination de ALA nrinalre, Corréta-  opguite suivi te procids a!’u- .utnil;.'.. e e

tlon entre In méthode (l(- Mauzersl et Grandek (y)

& 3 P
et celle de Grabeeki noditiée (x). de \a période «"incabation sont ojoutés 2 mi

d*une soltition d’neidle trichiornedtique i 10 p. P
contenant du TECL 1,1 M. Apris cornd =g tion,
2 ml du surnageant sont mélungés & 2 ml du rénctil d'Ehelich.

Aprés 15 mn. rabsorbanee de n wlullon colorée cst lue 2 5353 my i lalde d*un spc«.lrm\'mtmm tre
Zeiss PMQ 11, Un blang-tissu est nratique pour chaque analyse. It est constitu¢ du mélnnge iaenhdinn
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habituel dans tequel lo substrat a ét¢ remplneé par un volume équivalent de tampon. La sélection du temps
d’'Incubation et du volume de sang a ét¢ effectudo sur ln buse d’cxpériences préliminuires (fig, 2 ot 3) déter-
minant les conditions dans lesquelles la quantité de -porphobilinogéne formée étuit linéairement propor-
tionnelle au volume de sang et f la durée de la période d'incubation,

2”8 T

751

g

8 ALA D (unités / hr}

50 - X
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285k e
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Q 405
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45

15 90

J Quantité de s;ng (me) . (f Temps -d‘ incubation {minutes}

S
“ Plg, 2, — Influence de la quantilé de sang sur la quantité de porphobilinogéne
gorm,ée & purti‘xg de rAJ\. pore #

Fig. 3. — Influence du lemps d’incubation sur I quantité de prophobilinogéne formée & partir de I'ALA
(uz‘xte quurétlité do) globules rouges hiémolysés équivalente & 0,125 ml do sang total fut-sélectionnée pour
cette expérience),

.

‘En plus de Ia méthode « ordinnire » décrite ci-dessus, 'activité enzymatique fut aussi déterminée sur
deux échontillons du méme sang, 'un préincubé 5 mn 4600 C, Vautre préincubé 20 mn 4 37¢ C en présence
de glutathion (SID 10 mM., Vu Pimportante activation de I'enzyme par 1a chaleur et le GSEH, Ile volume
de sung utilisé ful réduit respectivement & 0,2 et 0,1 ml do sang dilué 3 ou 4 fois.

Les résultats exprimés en unités d'enzyme par ml de globules rouges et par heure sont calculés en
appliquant In formule suivante : .

(DO - DO X 1.000 i
% hématocrite (%) X volume sang (ml)

olt DO, est Pabsorbance aprés 60 mn ('incubution et DO, celle du blane,

ractivité de la ALA-D des globules rouges fut mesurée dans les 12 heures sui-
vant la prise de sang. La détermination de PALA et des coproporphyrines urinaires
fut pratiquée dans les 24 heures suivant la collecte des urines. Les urines servant au
dosage d’ALA furent maintenues acides par addition d’acide taririque [34], celles
servant au dosage des coproporphyrines furent conservées sous &s‘a,CO, (16). Les
échantillons de sang et d’urine furent gardés & 40 € jusqu’au moment de 'analyse,

1. = Desoription des populations. -~ 1) PorvraTioN coNtoLE, ~- Flle comporte 22 sujets masculins non
professionnellement exposds au plomb dont In distribution en fonclion de I'dge est lu suivante : le plus
jeune & 20 ans et le plus dgé 32 ans, Lo moyenne et Ty médiune sont identiques : 33 ans,

2) POPULATION EXPOSGE AU PLOME, — Flle est composée de 33 ouvriers d*ane usine d’accumulnteurs
o seuls ont pu.étre protiqués les examens d’urine et ln numération des hémmnties ponetuces et de 25 ouvricrs
d’une fraprimeric oit nous avons pu pratiquer lex examens sanguins et certuing tests urinuives,

Pour certaines raisons techuirques (urines non frafehes, perte de Péchantitlon durunt I'analyse...),
toutes les analyses prévaes n'ant pas ¢16 pratiquées chiez tous les ouvricrs sélectionnds (voir résultats).
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Résultats,

1. — Population témoin., — Les moyennes et erreurs standard des divers para-
métres mesurés chez les sujets non profcssionnenement exposés au plomb sont pré-
sentés ci-dessous :

N n s b o el e 3

[ e

etk e SR 1 A A i e

PIOADBAMIC s uuaranssanrsnssosnsssarssroorane

plomburle..................................
ALA urinnire ,.ecvrsciressresrsseccrnsscsses
coproporphyrines urlnaires.ccoecessrccescacess

,hématocflte.........................._.._.....

ALA-D des globules ronges (méthode ordinnire

84,1 + 1,8 ug/100 ml de sang
77,8 =+ 4,3 ug/100 ml de globules rouges
35,2 & 2,8 ug/g créatinine
4,6 + 0,3 g/g créntinine
23+ 2,2 pg/g créatinine
44,5 + 0,5 % -

8anS ACHVALION) «oyvervreecirriassenciens. 59 24 U/ml GR.Jheure.
T 5 ALA urines Ainsi que I'ont judicieusement sou-
my /4 mg/gm en@%ﬁt ligné Van Houte et Cocle [33], il est
20 20 Pplus logique d’exprimer le taux de
plombémie par volumc de globules
b e g rouges plutdt que par volume. de
1 . J 10 sang total. En -effct, comme plus de
oos * o, .,,.'5 A A 95 p. 100 du plomb circulant sont
S0 B &___— fixés aux globules rouges, cette forme
o~ 0 d’expression tient compte des difté-
{Plomb urines N rences d’hématoerite d’un sujet A
9/t po/gm eréo Pautre. Nous exprimons d’autre part
100 [ g 100 la concentration de divers métabo-
Se o .® , lites . urinaires par g de créatinine.
sl %o * 50 oo . . Une correction est alnsi introduite
o %ve oo o S (O pour le degré variable de dilution
" e des urines recueillies & un moment
0 - oL = quelconque de la journée. La compa-
“ Copro urines - raison du degré de dispersion des
AN yg9/9m crect. résultats exprimés par volume d’urine
100 T 100 et par g de créatinine (fig. 4) confirme
: Yintérét d'une telle correction. Cette
L A conclusion rejoint celle de Gibson {11].
50 - 80— r .
MR ] : KRN I1. — Ouvriers de ’usine d*accu-
(L .; LR, ) -
o 2o * I T o 2ol mulateurs. — Les valeurs moyennes
ot 0 des taux de plomb dans lair dosé
mensuellement durant 3 mois & diffé-
Fig, 4. — Comparalison des {nuz urinaires de UALA, rents postes de travail de usine

de plomb et de copro, (forphynncs exprimés par litre
¢

d'urine et par g

créntinine urinnire (sujets

contrites).:

tassage des plaques, .o.vevanes

tactinage et cassage des plaques....
ENCUVAZE o ovrvrverrocncsnransorsvss

d’accumulateurs sont présentés ci-
dessous :

cesecrsrsarecrsancees 0,320 mg/m®
! oo 0,257 mgini®
0,24 mg/m*

COUTER AESPIUUIMES v v eeroanrsaensesnsnascossssonnsosaosssnasseey 0,232 mgim?

basculage des malaXeurs v.ooeeoos
stockage des oxydes de plowd ...,

0,125 mg/m?
0.097 mg/m?
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L’exposxtion au plomb est donc rvelativement importante puisque 4 postes de
travail pccupant deux-tiers des ouvriers sélectionnés présentent des taux de plomb
dans Pair supéricurs 2 la llmite tolérable (0,2 mg Pb/m? air, A.C.G.I.H, 1969) [1].

L’importance de cctte exposition
se reflete dans wne nette élévation
des valeurs moyennes des divers
paramétres d’imprégnation saturnine

(fig. 5). Dcs 47 plomburies mesuréces, 2 » e -
aucune n’était dans les limites de la P 3 i
normale (< 50 pg/g créatinine) et 23 ;"" ;"“' e
(50 p. 100) dépassaient la limite 3 3 3
permissible (150 pg/g créatinine). ;™ 2w =%
35 sujets sur 51 (68 p, 100) présen- ¢ £ § ] i
tajent des taux urinaires de I'ALA g g ® 3 ]
supérieurs 4 la llmite supérienre de : 8 | X
la normale (< 8 mg/g créatinine) et ° N

16 sujets (31 p. 100) excrétaient une N

quanti‘t_é d’ALA supéricure aala} - © Fgos. ‘—-Cc}mpaml:ortl df’ taux urinaires de plomb,
mite tolérable (20 mg/g créatininc). e everices drume wasao diacomn
) lateurs Slz\ ligne verticale représente Perreur
trouvaient anormalement angmentées standard

(taux -supérieur & 100 pg/g de créa-

tinine) chez 20 des 53 ouvriers sélec-

tionnés (38 p. 100), mais la valeur maximale permissible (250 ug/g de créatinine)
nétalt cependant dépassée que chez 11 sujets (21 p. 100). Enfin, une élévation des
hématies & ponctuations basophiles (supérieur 2 4/40 champs) ne fut observée que
chez 13 sujets (25 p. 100).

Nous avons recherché l'existence d’une corrélation éventuelle entre ces divers
paramétres et le taux de plomb dans l’air. II n’existe aucune corrélation significative
entrele degré d’exposition et les ponctuations basophiles, PALA et les coproporphy-
rines urinaires (fig. 6, 7 et 8) La relation entre plomb atmosphérique et plomburie
est meilleur (r = 0,364), ‘mais non significative (p > 0,10) (fig. 9).

Nous avons également étudié la rclation entre le plomb urinaire (reflétant la
quantité de plomb absorbde) et les tests (ALA, coproporphyrines, ponctuations
basophiles) qui devraient, en principe, refléter Pimportance des altérations métaho-
liques produites par le plomb (fig. 10, 11 et 12). Seul le taux de ’ALA urinaire pré-
sente une corrélation significative avee le taux de plomb urinaire (p < 0,01).

Nous avons, de plus, constaté que la précision de la méthode semi-gquantitative
d’évaluation des coproporphyrines urinaires était loin d’étre excellente, La fAgure 13
illustre la relation entre les résultats du dosage semi-quantitatif prauqué par la
méme personne et ceux du dosage quantitatif exécuté sur Jes mémes urines. La
barre transversale représentc la moyenne des dosages quantitatifs pour chaque
catégoric des dosages semi-quantitatifs. On constate que, si ces moyennes corres-

pondent & l'apprécintion visuelle, il existe un important chevauchement des valeurs
individueclles.

101, — Ouvriers d*tmprimerie. —Comme indique la ﬂgurc 14, le degré d’impré~
gnation par le plomb est nettement moindre que celui des ouvricrs de Yusine d’aecu-
mulateurs,

La plombémic moyenne (50 p.g/100 ml sang ou 115 1g/100 ml G. R.) est cepen-
dant supéricure 4 la normale (34,1 +g/100 ml sang ou 77,8 pg/100 ml G.R.), mais
reste néanmoins dans les limites tolérables (70 1.g/100 ml sang ou 160 pg/100 ml G.R.).
L’excrétion urinaire de YALA n’est pas signifientivement augmentée. Cependant, la
mesure de 'activité de I'enzyme ﬂlobutmrc ALA-D met en évidencc une nette réduc-

e i T
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tion de 'activité enzymatique des sujets exposés (fig. 15) (p < 0,01). Cette inhibi-
tion n’est pas totalement irréversible. En effet, Pactivation dc Penzyme par la

.. chaleur et le glutathion permet une restauration de I’activité enzymatique,

“\. Dans ces conditions, la différence sujets controlés — sujets exposés est nettement
réduite, Elle reste cependant significative (p < 0,05). Le degré d’inhibition dela ALA-D
est proportionnel 4 la plombémie. Il existe en effet une. excellente corrélation néga-
tive (r = -— 0,820) entre la plombémie ct le logarithme de Pactivité enzymatique
(fig. 16). 11 importe de souligner que, méme chez les sujets non professionnellcment
exposés au plomb, activité enzymatique est inversement proportionnelle A la plom-
bémie,
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Discussion.

Malgré les mesures de prévention trés rigoureuses appliquées dans 'usine d’accu-
mulateurs, le risque toxique reste encore trés important. Il est inhérent a la quan-
tité de plomb manipulé sous une torme libérant facilement des poussitres plombi-
féres.

L’absence de corrélatlon valable entre la concentration de plomb dans l'air au

" niveau du poste de travail et les divers tests biologiques n'est pas surprenante. En

effet, lors d’une étude pratiquée en Angleterre chez des ouvriers d’une usine d’accu-
mulateurs, Willlams [36] a constaté, par Iemploi d’échantillonneurs individuels,
que Pexposition des ouvriers effectuant le m&me travail pouvait varier dans un
rapport de 1 & 4. Ces variations étant probablement attribuables & des difrérences
dans les habitudes personnelles de travail.

Contrairement & Vexcrétion urinaire de 'ALA, la coproporphyrinurie et le tau*c
d’hématies ponctuées ne sont pas un reflet valable 'dela quantité de plomb absorbée.
Cecl rejoint les constatations d’autres auteurs [2, 3, 6, 7, 20, 23, 33] qul ont souligné
I'absencc de spécificité de ces 2 tests et surtout le manque de pl‘é.cocité de I'délévation
du taux d’hématies ponctuées. Vu les nombreux travaux qui confirment cette conclu-
sion, la recherche des hématies ponctuées pour le contrdle de routine des travailleurs
du plomb devrait, & notre avis, étre abandonnée. L’exécution de ce test trop peu
sensible donne une fausse séeurité. En Sudde, la législation exige la recherche de
VALA urinaire pour le contrfle régulier des travailleurs exposés au risque satur-
nin [15],

Les analyses pratiquées chez les imprimeurs indiquent cependant qu’une expo-
sition modérée encore insuffisante pour provoquer unc excrétion*exagérée d’ncide
3-aminolévulinique peut néanmoins produire une altération biologique sous la forme

i
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d’une inhibition de I’enzyme érythrocytaire 5-ALA- déhydratnsc Cette enzyme. est
tellement sensible 4 Paction du plomb que méme les sujets non professionnellement
exposés présentent une activité cnzymathue inversement proportionnelle 2 Teur
plombémie, Cette observation, qui confirme celle de Hernberg et Nikkanen {17]
suggere que la détermination de cette activité enzymatique constitue peut-8tre un
test trop sensible pour le contrdle des travailleurs exposés au plomb,

‘Cette découverte pose cependant un problgme unport.ant peut-on toléxer que
des individus soient exposés & un contaminant qui entratné une inhibition d’une
activité enzymatique méme si on ignore encore les conséquences pathologiques

éventuelles de cette inhibition ? Il faut souligner que le probléme ainsi soulevé '

déborde le cadre de la Médecine du travail, Le plomb est en effet un contaminant de
notre environnement [12]. Aussi une action tox1que du plomb chez les individus
« normalement exposés » n’est pas 4 exclure puisque la présente étude démontre
qu’une quantité modérée de plomb circulant est déja capable d’entraver la synthése
de 'hé¢me, molécule indispensable 2 l‘élaboratlon de nombreuses enzymes (catalase,.

tryptophane pyrrolase...).

Comment, dés lors, ne pas émettre 'hypothése que ces mémes altérations biochl-
miques ou d’autres encore imprécisées ne se traduisent au niveau de divers organes
par certains troubles fonctiennels ? Quelques études récentes pratiquées chez des
personnes non professionnellement exposées, notamment des enfants, tentent de
confirmer le bien fondé d’une telle hypothése, Si I'atteinte du systéme nerveux cen-
tral consécutive 4 Pintoxication saturnine infantile aigué est connue depuis long-
temps, I'influence délétére possible de faibles concenirations de plomb sur le déve-
loppement .du cerveau a été récemment soulevée, suite notamment & Pobservation
d’une légére élévation de la plombémie chez des enfants arriérés mentaux {27, 28]
On sait, en outre, que le plomb peut étre transmis de 1a mére au fcetus via le placenta
et plus tard 4 Yenfant via le lait maternel [10, 30]. De plus, des expériences animales
récentes ont démontré que Padministration de ‘plomb A des méres allaitantes pou-
vaient entrainer, chez les nouveau-nés, une inhibition de la ALA-D de divers
tissus dont le cerveau.

\ - —
Rés"ﬁ{_é.

-

e

Notre étude conflrme la validxté d la détermination de I'acide $-aminolévuli-
nique urinaire pour le contréle des travailleurs exposés au plomb, Sa corrélation
avec la plomburie est nettement supériedre A celle de la coproporphyrinurle La
recherche des’ hematles a ponctuations ‘baso Jules n’offre aucun intérét.

Notre travail démontye cependant qu une\mhibltion stgmﬁcatlve de l’enzymc :
globulaire acide 8-aminofévulinique déhydratas?. peut survenir sans élévation du
taux urinaire de 'acide S-aminolévulinique. La détermination de Iactivité de cette
enzyme constitue donc un test trés sensible et trés précoce d’exposition au plomb.

Méme chez les sujets non professionnellement exposés au plomb, P'activité enzy-
matique est fonction de la quantité de plomb circulant. Cette observation confirme
le role du plomb comme agent polluant de notre environnement,
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Y Surmamaeary.

Comparative study of vzrious biologlcal lead exposure tests

by J-M. BASECQZ, R, LAUWEI}Xg and §.-P, BUCHET (Bruxalles, Balgique).
/ £

Our study. oonﬁrms the val;dzly of thc sdetermination of urinary 8-aminolevulinic
acid for the conlrol of lead-expbsed workers, s correlation with urine-lead is definilely
superior o that of coproporphyrinuria. Stippled cells research offers no inferest.

Our work shows howeyer thal a signi [icant inhibition of the ylobular enzyme 8-ami-
rolevulinic dchydrata ’can occur withoul increase in the urinary 8-aminolevulinic
acid level. Therefore, Al dctcrmmalwn of the activity of this enzyme proves to be a very
sensilive and ver, ly test of lead exposure.

Even in subjecls ‘non occupationaly exposed lo lead, the enzyme activity depends
on the amount of circulating lead. This observation con ﬂrms the parl of lead as a factor
of pollution.

{(Arch. Mal. Prof., 1971, 882, 453-463).
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