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Padomes 1977. gada 29. marta direktīva 77/312/EEK par svina daudzuma skrīningu iedzīvotāju bioloģiskajās analīzēs

EIROPAS KOPIENU PADOME,

ņemot vērā Eiropas Ekonomikas kopienas dibināšanas līgumu un jo īpaši tā 235.pantu,

ņemot vērā Komisijas priekšlikumu,

ņemot vērā Eiropas Parlamenta atzinumu1,

ņemot vērā Ekonomikas un sociālo lietu komitejas atzinumu2,

tā kā viens no Eiropas Ekonomikas kopienas galvenajiem uzdevumiem ir visā Kopienā veicināt saimnieciskās darbības saskaņotu attīstību, kā arī nepārtrauktu un koordinētu tās paplašināšanos, ko nevar panākt bez piesārņojuma un traucējumu novēršanas, kā arī bez dzīves kvalitātes uzlabošanas un vides aizsardzības; 

tā kā svinu izmanto dažādos veidos, radot piesārņojumu ar šo vielu daudzās apkārtējās vides jomās; 

tā kā apkārtējā vidē ir daudz svina piesārņojuma avotu, kā dēļ ir grūti noteikt katra cilvēka kopējo kontaktu ar šo piesārņotāju, un tādēļ, lai aizsargātu cilvēku veselību, ir nepieciešams visprecīzākā kontrole par cilvēka uzņemtā svina kopējo daudzumu;
tā kā jāveic svina daudzuma skrīnings iedzīvotāju bioloģiskajās analīzēs un skrīninga rezultāti jānovērtē, lai vajadzības gadījumā varētu izstrādāt jaunus priekšlikumus;
tā kā šādam svina daudzuma skrīningam bioloģiskajās analīzēs ir vēlams noteikt tehniskās procedūras un bioloģiskos robežlīmeņus;
tā kā pašreiz vislabākais līdzeklis svina daudzuma noteikšanai ir svina koncentrācijas pārbaude asinīs cilvēkam, kas bijis pakļauts apkārtējā vidē esošu svina piesārņojuma avotu iedarbībai; tā kā delta-aminolevulīnskābes dehidratāzes (ALAD) fermentatīvo aktivitāti var izmantot kā indikatīvo vai papildu pārbaudi, lai noteiktu pakļautību svina iedarbībai;
tā kā Eiropas Kopienu vides aizsardzības rīcības programma3 paredz koordinēt nacionālās programmas, kuru mērķis ir uzlabot dzīves kvalitāti, kā arī prioritāru svina izpēti;
IR PIEŅĒMUSI ŠO DIREKTĪVU.

1 OJ No C 28, 9.2.1976, p. 31. 
2 OJ No C 50, 4.3.1976, p. 9. 
3 OJ No C 112, 20.12.1973, p. 3.
1. pants

Dalībvalstis veic nepieciešamos pasākumus kopējas svina daudzuma skrīninga bioloģiskajās analīzēs procedūras piemērošanai, lai noteiktu iedzīvotāju pakļautību svina iedarbībai ārpus darba vides.
2. pants

Šī kopējā procedūra, kuras piemērošanai ir paredzēti tikai četri gadi, ir pamatota uz svina koncentrācijas noteikšanu asinīs.
Kā indikatīvu vai papildu pārbaudi ALAD pārbaudi var pielietot arī saskaņā ar II un III pielikumā noteiktajām procedūrām.
3. pants

1. Svina daudzuma skrīningam bioloģiskajās analīzēsnosaka:
- paraugu ņemšanas un analīzes procedūras, 
- paraugu ņemšanas biežumu.
2. Asins paraugus ņem no brīvprātīgajiem. 

4. pants

Asins paraugus ņem no: 

- vismaz 100 cilvēkiem pilsētu teritorijās, kurās ir vairāk nekā 500 000 iedzīvotāji,
- ciktāl tas ir iespējams, vismaz 100 cilvēku grupām, kas ir pakļautas nozīmīgu svina piesārņojuma avotu iedarbībai,
- kritiskajām cilvēku grupām, kuras dalībvalstīs nosaka kompetentas iestādes.
Katrā dalībvalstī un katras kampaņas laikā veicamo analīžu skaits ir 50 vai vairāk uz miljons iedzīvotājiem.
5. pants

No 4. pantā norādītajām grupām paraugus ņem vismaz divās kampaņās katrā teritorijā, kas tiek pētīta programmas darbības  laikā, ar vismaz 24 mēnešu pārtraukumu. Otrajā kampaņā paraugi nav noteikti jāņem no tiem pašiem cilvēkiem kā pirmajā kampaņā.
6. pants

Novērtējot svina daudzuma skrīninga bioloģiskajās analīzēs rezultātus 8. pantā paredzētās rīcības veikšanai, par robežlīmeņiem vienkopus izmanto šādus svina koncentrācijas līmeņus asinīs, kuru noteikšanā ir ievērota I pielikumā sniegtā saistība starp devu un ietekmi:
- 50% pārbaudāmo cilvēku vienā grupā maksimālais līmenis ir 20 μg Pb/100 ml,
- 90% pārbaudāmo cilvēku vienā grupā maksimālais līmenis – 30 μg Pb/100 ml,
- 98% pārbaudāmo cilvēku vienā grupā maksimālais līmenis – 35 μg Pb/100 ml.
7. pants

Svina koncentrāciju asinīs nosaka šādi:
- dalībvalstis informē Komisiju par to, kādas laboratorijas piedalās svina daudzuma skrīninga bioloģiskajās analīzēs programmā un kādas analīzes metodes tās izmanto,
- Komisija sadarbībā ar dalībvalstīm organizē salīdzināšanas programmas, kurās piedalās iepriekšminētās laboratorijas,
- Komisija sadarbībā ar dalībvalstīm pārbauda šajās programmās iegūtos rezultātus, lai uzlabotu analīzes metožu salīdzināmību.
8. pants

Ja analīžu rezultāti rāda, ka 6. pantā noteiktie robežlīmeņi vienā vai vairākos gadījumos ir pārsniegti, tad dalībvalstis:
- pārbauda rezultātu ticamību,
- veic pasākumus, lai konstatētu avotus, kas izraisījuši šo līmeņu pārsniegšanu, tai skaitā arī pasākumus attiecībā uz visiem cilvēkiem, kuriem svina koncentrācija asinīs pārsniedz 35 μg/100 ml,
- veic visus atbilstošos pasākumus pēc kompetento nacionālo iestāžu ieskatiem.
9. pants

1. Sešos mēnešos pēc šīs direktīvas izziņošanas, dalībvalstis nozīmē kompetentas nacionālās iestādes, kuras Komisijai nosūta:
- ziņas par 4. pantā norādīto iedzīvotāju grupu svina daudzuma skrīningu bioloģiskajās analīzēs un informāciju attiecībā uz analīzes metodēm, par pārbaudītajām iedzīvotāju grupām un teritorijām, kurās tika ņemti paraugi; nodrošina pārbaudīto personu pilnīgu anonimitāti; Komisija un dalībvalstis vienojas par procedūrām un veidu, kādā šīs ziņas tiek nosūtītas,
- informāciju par cēloņiem vai faktoriem, kurus uzskata par iemeslu 6. punktā norādīto robežlīmeņu pārsniegšanai.
2. Kompetentā nacionālā iestāde paziņo Komisijai arī par veiktajiem pasākumiem saskaņā ar 8. panta trešo ievilkumu. 

10. pants

Vismaz divas reizes gadā Komisija sasauc dalībvalstu valdību pārstāvju sanāksmi, kas īpaši:
- nodrošina, lai svina daudzuma skrīninga bioloģiskajās analīzēs un it sevišķi 4. un 5. panta noteikumu īstenošana būtu saskaņota,
- gādā, lai veiktās analīzes būtu salīdzināmas,
- pārbauda informāciju un veicina informācijas apmaiņu starp dalībvalstīm attiecībā uz svina daudzuma skrīninga bioloģiskajās analīzēs rezultātiem un saskaņā ar 8. pantu veiktajiem pasākumiem.
11. pants

Pamatojoties uz apkopoto informāciju saskaņā ar 9. pantu, Komisija sadarbībā ar kompetentajām nacionālajām iestādēm sagatavo:
- apkopotu ikgadēju ziņojumu par programmas īstenošanu, kuru nosūta dalībvalstīm, Padomei un Eiropas Parlamentam,
- vispārīgu ziņojumu programmas nobeigumā, kas ir turpmāku priekšlikumu sagatavošanas pamatā, ņemot vērā jauniegūtās zinātniskās un tehniskās atziņas.
12. pants

Dalībvalstis veic nepieciešamos pasākumus, lai šajā direktīvā noteikto procedūra varētu stāties spēkā 12 mēnešus pēc tās publicēšanas, un par tiem tūlīt informē Komisiju.

13. pants

Šī direktīva ir adresēta dalībvalstīm.

Briselē, 1977. gada 29. martā 

Padomes vārdā —

priekšsēdētājs

T. BENS [T. BENN]

I PIELIKUMS

SAISTĪBA STARP DEVU UN IETEKMI
Svina koncentrācija asinīs, ko izmanto, lai novērtētu svina daudzuma skrīninga bioloģiskajās analīzēs rezultātus, pamatojas uz zinātnisko datu analīzi attiecībā uz svina dažādo toksisko iedarbību. Ar šo analīzi, kurā ir ņemtas vērā bioloģisko vērtību normālās izmaiņas iedzīvotāju vidū, ir iespējams noteikt kvazikvantitatīvu saistību starp devu un ietekmi. Šajā direktīvā raksturošanai izmanto šādu saistību starp devu un ietekmi.
Cilvēki panes samazinātu ALAD aktivitāti sarkanajos asinsķermenīšos, kas rodas svina iedarbības rezultātā, tad, ja tā netraucē hematopoēzi. Attiecībā uz svina koncentrāciju asinīs, kas ir mazāka par 15-20 μg/100 ml, samazināta ALAD aktivitāte pašreiz netiek uzskatīta kā hematopoēzi traucējoša .
Ja asinīs ir palielināts protoporfirīna saturs eritrocītos (PPE), tas norāda, ka ir traucēta dzelzs izmantošana organismā un tādējādi arī hēma sintēze. Palielinātu PPE var konstatēt, ja svina koncentrācija asinīs pārsneidz 20-30 μg/100 ml. Taču palielinātu PPE var radīt arī citi faktori.
Tikai neliels skaits iedzīvotāju panes glutationa sintēzes traucējumus un tikai tajā gadījumā, ja tie ir nenozīmīgi un nerada nekādus citus subklīniskus simptomus. Šādi nevēlami glutationa sintēzes traucējumi nav konstatēti, ja svina koncentrācija asinīs ir mazāka par 30 μg/100 ml.

Pastiprināta delta-aminolevulīnskābes izdalīšanās ar urīnu (ALAU) ir būtiska porfirīnu metabolisma traucējumu pazīme un līdz ar to veselības traucējumu pazīme. Statistiski nozīmīgi pastiprinātu ALAU var konstatēt pie svina koncentrācijas asinīs, sākot no 35 μg/100 ml.
II PIELIKUMS

ATBILSTĪBA STARP SVINA KONCENTRĀCIJU ASINĪS

UN FERMENTATĪVO AKTIVITĀTI

Kas attiecas uz šīs direktīvas 2. pantu, attiecība starp svina koncentrāciju asinīs un ALAD fermentatīvo aktivitāti, ko nosaka pēc Eiropas standartizētās metodes (III pielikums), ir šāda:

Svina koncentrācija asinīs

(μg uz 100 ml asinu)
ALAD
(vienības litrā)

35

30

20
20

25

35

Ja noteiktās ALAD vērtības ir ievērojami lielākas nekā iepriekšminētie ierobežojumi dažādām iedzīvotāju grupām, tad jāveic apstiprinošas pārbaudes uz svina koncentrāciju asinīs.
III PIELIKUMS

TEHNISKĀS INSTRUKCIJAS ALAD AKTIVITĀTES NOTEIKŠANAI 
Eiropas standartizētā metode delta-aminolevulīnskābes 

dehidratāzes aktivitātes noteikšanai

Delta-aminolevulīnskābes dehidratāzes aktivitātes noteikšanas metode ir pamatota uz plaši pazīstamu principu. Tās pamatā ir enzīma inkubēšana ar delta-aminolevulīnskābes substrāta pārākumu. Pēc noteikta laika izveidojas porfobilinogens (PBG), kas tad tiek sajaukts ar modificēto Ērliha reaģentu, un iegūtā krāsa ar fotometra palīdzību tiek salīdzināta ar baltu krāsu. Saražotā porfobiolinogena daudzums atbilst ALAD aktivitātes pakāpei.
METODE.

Gaismas ietekme
Jaunākie eksperimenti rāda, ka PBG ir ļoti jutīgs pret gaismu. Tādēļ visa analīze veicama laboratorijā, kur vispār nav tiešas saules gaismas (un nevis izslēdzot saules gaismas ietekmi brīdī, kad tiek sākta analīze).

Pirmā fāze – asins paraugu paņemšana un iekonservēšana pirms analīzes veikšanas.
- Ar plastmasas šļirci (kas nav stabilizēta ar svinu), kurā ir kaltēts heparīns (< 5 mg), paņem 2 ml asiņu no vēnas. 

- Tūlīt apstrādā un atdzesē līdz 4º C četrus 0,2 ml paraugus, kas ir ievietoti plastmasas caurulītēs (kuras nav stabilizētas ar svinu). Izmanto graduētas Marburgas tipa pipetes.
- Ja paraugi tiek analizēti trīs stundu laikā, tad tos nav vajadzības atdzesēt.
- Paraugus nedrīkst uzglabāt 4º C temperatūrā ilgāk par 24 stundām.

- Pirms analīzes veikšanas visus paraugus uz 10 minūtēm ievieto vannā ar ledus ūdeni.
Piezīme: Plastmasas priekšmeti, ko drīkst izmantot, ir, piemēram, polietilēns, polistirols un polipropilēns. Maksimālais uzglabāšanas ilgums 4º C temperatūrā ir 24 stundas. Šis intervāls ir pietiekami ilgs, lai paraugu sāktu analizēt pēc tā nogādāšanas centrālā laboratorijā. Trīs no četriem asins paraugiem izmanto, lai noteiktu ALAD, bet ceturto saglabā tukšajai analīzei.

Otrā fāze – hematokrīta vērtības nolasīšana. 

Tā veicama:
- vienlaikus ar asins parauga analīzi,
- ar kapilāro metodi, izmantojot divus paraugus.
Noslēdzot vienu caurulītes galu, paraugu centrifugē ar vismaz 30 000 apgr./minūtē lielu rotācijas ātrumu un ne mazāk kā piecas minūtes.
Piezīme: Šo lasījumu vislabāk veikt uzreiz, bet katrā ziņā ne vēlāk kā 24 stundās pēc asins parauga paņemšanas. Ja iespējams, izmanto mikrohematokrīta centrifūgu.
Trešā fāze – hemolīze.
- Ņem trīs asins paraugus, kas ir "atkausēti" 1,3 ml destilētā ūdenī (uzsildīti līdz 37º C), un 10 minūtes tos hemolizē 37 ± 0,2º C temperatūrā.

- Pievieno ūdeni (vislabāk izmantot 2 ml graduētu pipeti) un tad rūpīgi samaisa.
- Šajā posmā paraugus nedrīkst sakratīt.

Piezīme: Ir nolemts, ka hemolīzē tiks izmantots ūdens, nevis Triton X 100. Hemolīzes eksperimentos, kuros izmantoja Triton X 100, ALAD aktivitāte ievērojami palēninājās, kas līdz šim nav izskaidrots un kas varētu būt artefakts.
Ceturtā fāze – ALA šķīduma pievienošana hemolizātam.
- Sagatavo ALA šķīdumu.
- To vajadzētu sagatavot ne ātrāk kā piecas stundas iepriekš.
- Vismaz 10 minūtes pirms pievienošanas šo šķīdumu uzsilda līdz 37º C.

- Hemolizātam pievieno 1 ml šķīduma, vislabāk izmantojot 1 ml tilpuma pipeti, un samaisa.
Piezīme: Ņem pH vērtību 6,4, jo eksperimenti rāda, ka ar šādu pH vērtību ir vislabākā korelācija starp ALAD aktivitāti un svina koncentrāciju veselu cilvēku asinīs. Nav vajadzīgs iegūt maksimālo aktivitāti (ko var panākt, palielinot pH vērtību), jo nosakāmajai aktivitātei jau tā ir diezgan augsta pakāpe.
Piektā fāze – tukšās analīzes sagatavošana.
- Ņem 0,2 ml asiņu, kas apstrādātas tādā pašā veidā, kā tad, kad nosaka ALAD, līdz brīdim, kad tiek pievienots ALA šķīdums; tā vietā pievieno 1 ml TCA-HgCl2 šķīduma, 1 ml ALA šķīduma un tad turpina tāpat kā, nosakot ALAD (skatīt zemāk).
- Šķīdumus pievieno ar tilpuma pipetēm.
Piezīme: Tikai vienu tukšo analīzi salīdzina ar katra asins parauga trīs testu sēriju. Ja tukšajai analīzei ir ļoti liels OB, tad process jāatkārto, lai to pārbaudītu. 

Sestā fāze – inkubēšana. 

- 60 minūtes 37 ± 0,2 ºC temperatūrā ūdens peldē.

- Inkubācija sākas no brīža, kad pievieno ALA šķīdumu.
Piezīme: Ir noteikts 60 minūšu inkubācijas periods, lai palielinātu ALAD aktivitāti dabīgā ceļā, ņemot vērā, ka nevienas citas fāzes rezultātā aktivitāte netiek palielināta mākslīgi. Eksperimenti rāda, ka inkubācijas laika un aktivitātes attiecība vairāk nekā divu stundu intervālos ir lineāra.
Praktisku apsvērumu dēļ inkubēšanas temperatūra paliek nemainīga, proti, 37º C.

Septītā fāze - PBG reakcijas apstādināšana.
- Inkubācijas maisījumam pievieno 1 ml TCA-HgCl2 šķīduma, vislabāk izmantojot 1 ml tilpuma pipeti.
Astotā fāze – centrifugēšana un filtrēšana.
- 30 000 apgr./minūtē. 

- Filtrēšanai izmanto Vatmaņa papīru Nr. 54 vai līdzvērtīgu (skābesizturīgu) materiālu. 

Piezīme: Centrifugēšanai vajadzētu ilgt apmēram 10 minūtes. Filtrēšana ir iekļauta, lai ar pipeti mazas daļiņas nenokļūtu uz virspusē esošā šķidruma virsmas. Šķiet, šīs daļiņas izraisa krāsas reakciju ar Ērliha reaģentu. Vairāki testi rāda, ka, iekļaujot filtrēšanas fāzi, tiek panākta labāka reprodukcijas spēja. Nepieciešamības gadījumā šo fāzi var aizstāt ar otrreizēju centrifugēšanu.
Devītā fāze – reakcija ar Ērliha reaģentu.
- Ar 1 ml tilpuma pipeti 1 ml virspusē esošā šķidruma sajauc ar 1 ml modificētā Ērliha reaģenta.
- Izmanto Vorteksa tipa maisītāju, lai nodrošinātu maisījuma viendabīgumu.

- Ļauj reakcijai turpināties piecas minūtes, pirms novērtēt ekstinkciju.
Piezīme: Lai iegūtu viendabīgu maisījumu, ļoti svarīgi ir nodrošināt, lai filtrētais virspusē esošais šķidrums tiktu labi sajaukts ar Ērliha reaģentu.
Desmitā fāze – ekstinkcijas novērtēšana.
- Kalibrē spektrofotometra rādījumu, izmantojot fenolftalīna šķīdumu pamata buferšķīdumā.
- Parauga ekstinkcijas novērtējumu salīdzina ar tukšās analīzes novērtējumu pie 555 nm 1 cm šūnā (2 cm šūnā, ja ir ļoti zema absorbcija).
Vienpadsmitā fāze – fermentatīvās aktivitātes aprēķināšana.
- Fermentatīvās aktivitātes aprēķināšanas vienādojums ir šāds:
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kur: 
OD = novērtētā ekstinkcija, 
60 = inkubācijas laiks,
35 = šķīduma faktors,
62 = molu ekstinkcijas koeficients uz cm2/μmol,
K = spektrofotometra korekcijas koeficients.
Piezīme: Piedāvātās vienības saskan ar Staprtautiskās Bioķīmijas Savienības rekomendācijām attiecībā uz fermentu nomenklatūru.
ŠĶĪDUMI
1. ALA šķīdumu sagatavošana
Šķīdums A: 

1,78 g Na2HPO4, 2H2O izšķīdina 100 ml destilēta ūdens (vislabāk dejonizētā).
Šķīdums B: 

1,38 g NaH2PO4, 1H2O izšķīdina 100 ml destilēta ūdens.
29 ml šķīduma A + 71 ml šķīduma B dod 0,1 M nātrija fosfāta buferšķīdumu ar pH 6,4.

Šī buferšķīduma koncentrācija ir vajadzīga, lai novērstu jebkādas pH vērtības svārstības šķīdumā, kurā notiek reakcija.
167,6 mg ALA-HCl izšķīdina šķīdumā B (kuram vienmēr jābūt skābei); pH vērtībai jāpielāgo līdz 6,4 uz šķīduma A bāzes. Tad iegūst līdz pat 100 ml lielu tilpumu, izmantojot 0,1 M nātrija fosfāta buferšķīdumu ar pH 6,4. Šis preparāts dod 0,01 M ALA šķīdumu.

2. TCA-HgCl2 šķīdums
1,35 g HgCl2 izšķīdina 100 ml 10% trihloretiķskābes. 

3. Ērliha reaģenta šķīdums
Reaģenti: 

2,5 g p-dimetilaminobenzaldehīds (pDMAB),
0,25 g HgCl2 izšķīdina 10 ml kristalizētas etiķskābes, 
perhlorskābe SG 1,7,
kristalizēta etiķskābe. 

Sagatavošana:
Izšķīdina pDMAB 50 ml etiķskābes. Pievieno 24,5 ml perhlorskābes un 4 ml HgCl2 šķīduma. Sajauc, atdzesē un papildina līdz 100 ml ar kristalizēto etiķskābi graduētā kolbā (1). Uzglabā tumšā pudelē.
Kalibrēšana:
Dalībvalstu kopīgi nozīmētā laboratorijā katru gadu tiek veikta kalibrēšana Kopienas līmenī. 

1 Ja parādās brūns krāsojums, tad reaģents iznīcināms kā nederīgs.
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