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DIRECTIVA DEL CONSEJO
de 29 de marzo de 1977
sobre 1a vigilancia biologica de la poblacion contra el peligro del saturnismo

{(71/312/CEE}

EL CONSEJD DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

viste €l Tratado constitutivo de la Comunidad
Economica Europea y, en particular, su articulo 235,

vista la propuesta 'de la Comision,

visto el dictamen del Parlamento Europeo ('),

visto el dictamen del Comité Econdmico y Social (7),

considerando yue una de las tareas esenciales de fa Co-
munidid Economicy Europea consiste en promover un
desurroffo urmonico de las actividades econdmicas en el
conjunio Juv Ls Comunidad y uny expansion continua v
cquitibradia, objetivos que no pueden concebirse con
nrdeneidenata de Ta hucha contra Ly contaminacion v los
dpenees nocteas, ik s o megora de L calidad de la vida
vl prateccion del entorno;

considerando que las diversas uulizaciones del plomo
arginun actudlmente fa contaminacion saturnina de nu-
merosis arcas del entorno.

considerundo que las multipies fuentes difusoras de
ploma presentes en el entorno hacen dificil la determi-
nacion de fa exposicion global de un individuo a este
CONLAmMInGnte yo er consecuencia. que li proteccion de
fu ~ofod det hombre reguiere un contrnl tan osricte
oo ~od ponile de Lo impregnacion sateening elohal
el indnaduo:

corsiderando gue es preciso poener en obra una vigilun-
cra bhiojogica Jde [a poblacion contra ef riesgo detb satur-
iserrer, v eviluar os resultados de esta vigilancia con el
i de claborae, Hegado el caso, nuevas propuestas:
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considerando que hace falta definir las normas técnicas
y los niveles de referencia bioldgica para realizar esta
vigitancia

considerando que )a determinacion de la plombemia
constituye actuaimente el mejor medio de evaluar la
dosis de plomo absorbida recientemente por un indivi-
duo como consecuencia de su exposicion al plomo pre-
sente en ¢l entorno, y que la actividad enzimatica de la
dehidratasa del acido deltaaminolevulehico (ALAD)
puede servir de anilisis indicativo ¢ complementario
para la determinacion de la exposicion al plomo:

considerando que ¢l programa de accion de las Comuni-
dades europeas en materia de medio ambiente (*) prevé
fa coordinacion de los programas nacionales encamina-
dos a mejorar la calidad de vida, asi como una accion
prioritaria en cuanto al plomo.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

Los Estados micmbros tomaran las medidas necesarias
para aphear un procedimiento comin de vigilancia
biologica con ¢ objets de evaluar fa exposicion de la
poblucion al pehigra del saturnismo fuera de los lugares
de trubuin.

Artpcndn 2

{vte procedimiento coman, cuva aplicacion se limitard
Gt anos, se hasa en b medicion Jde s plombemia.

A mode de analisis indicativo o complementario, podra
utthizarse twbien L medicion del ALATY con arreglo o
las narnuns espectivadas en los Anexos iy 11
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Artrento 3

. Luas condiciones en que se efectuard esta vigilancia
biologiva estarin determinadas por:

— jus modalidades de muestreo v de analisis,
— la frecueneia del muestreo.

-

2. Luasextrieciones de sangre destinadas al muestrey se
pracuearan on yvoluntirios,

Arrienlo 4

E

muestrew s¢ realizara sobre:

— grupos de 100 personas. por lo menus. en lus regio-
nes urbunas de mas de 0,5 millones de habitantes,

— grupos de 100 personas. por lo menos. en la medida
en gue esta cifra pueda alcanzarse, clegidas entre las
poblaciones expuestas a fuentes significavvas de
CONLWMINACIon por plomo,

— grupos <riticos determinudos por las autoridades
competentes de los Estados miembros.

En cada Estado miembro y a lo lurgo de cada campana,
se efectuardn al menos 50 analisis por cada millon de
habttantes.

Articulo 5

El muestreo de los grupos mencionados en el articulo 4
se efectuard a lo largo de dos campaiias, por o menos,
en cada zona estudiada, durante la aplicacion del pro-
grama, separadas por un intervalo de veinticuatro meses
como minimo. En 1a segunda campana no se exuminiri
necesariamente a los mismos individuos que en la pri-
meri campana.

Articufo 6

Para evaluar los resultados de la vigilancia bioldgica y
adoptar, si hace faita, las medidas previstas en el
articulo 3. las tasas de plombemia siguientes, fijadas
teniendo en cuenta las relaciones dosis-efecto que figu-
ran én ¢l Apexo 1, seran simultineamente consideradas
como niveles de referencia:

— 24 microgramos de plomo por [00 mililitros de san-
gre, COmo maximo, para el 50 % del grupo de pobla-
cion examinado,

— M microgramos de plomo por 100 mibilitros de san-
gre, COMO Maximo, para et 90 % del grupo de pobla-
cion examinado,

— 15 microgrimos de plomo por 100 mililitros de sun-
gre, SOMO maxinmo, para cf 9% " del grupo de pobla-
ciom examinado.

lre oy o
Para fu determinacion de fa ploatbentia:

— ks Eostados miembros comunicaran a la Comision
oy nombres de los Liboratorios gue participen en el
prograq de sigilanc hiologica v los metodos Jde
anaiiis utiiizados:

— fu Comnion, en coluboraaan con los Bstados migi-
bros, organizara prograeaes de intercomparacion, ¢n
los gue participaran bos Libaratorios anterivrmente
mencionudos:

— la Comision, en colaboracion von las Estados miem-
nros<. estudian los resudtados de estos programis con
el 1in Je mejorar la comparabilidad de los metodos
de analisis. :

Articulo ¥

Cuando ¢! resuftado de Yos analisis acuse uno 0 varios
rebasamientos de los miveies de referencia indicados en
el articulo 6. lus Estados miembros:

— comprobaran la validez de los resultados,

- buscuran las fuentes de exposicidn que provocun
esos rebasamientos; esta accion afectara igualmente
a todos los individuos que tengan una plombemia
superior 4 35 microgramos por 100 mililitros,

— tomarin las medidas apropiadas, segun ¢l criterio de
sus autoridades nacionales competentes.

Articulo ¥

1. Lo Estados miembros designarin, dentro de los
seis meses siguientes o fa nouficacion de la presente
Directiva, la autoridad nacional competente, que comu-
nicara a la Comision:

— los datos relativos a la vigilancia biologica de los
grupos de poblacion mencionados en ¢l articulo 4,
incluyendo indicaciones sobre los métodos de
analisis, los grupos de poblacidn examinados y las
zonas en que las muestras s¢ hun tomado; estos datos
deberan ofrecer toda garantia en lo que atane al
respeto del anonimato de las personas examinadas:
las modalidades y {a forma de transmision de estos
datos seran ftjadas por comin acuerdo entre la Co-
mision y [os Estados miembros,

— fus informaciones sobre lus causas o los factores que
presumiblemente ocasionan ¢l rebasamiento de los
niveles de referencia indicados en el articulo 6.

2. La auteridad naciwonal  competenie  notificara.
ademais, g tu Comisian lus medidas adoptadas en virtud
del tercer guion del articulo 8.
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Articulo 10

La Comision reamird por (0 menuos dos veces al ano g loy
representantes de los gobiernos de los Estados miem-
bros, con ¢l objelo, principaimente de:

— garantizar la ejecucion armonizada de la vigilancia
bioldgica y ¢n particular de las disposiciones conte-
nidus en tos articulos 4 v S,

— velur por lu comparabilidad de Jos andlisis efectua-
duos,

— examinur fas tnformaciones ¥ facilitar el intercambio
de informaciones entre los Estudos miembros sobre
los resultados obtenidos por fa vigilancia biologica,
asi como sobre lus medidas adoptadas en virtud del
articulo 8.

Articulo 11

Sobre lu buse de lus informaciones recogidas en virtud
Jdel articulo 9, la Comision elaborara, en colaboracion
con las autoridades nacionales competentes:

— unua memoria anual de conjunto sobre la ejecucion
de esie programa, que serd remitida u los Estados
miembros. asi como al Consejo v al Parlamento Eu-
ropeo,

— unnberme generial ol termino de este progrinma que
sirs o de Fotdamento para L eventual preparacion de
nueyvas propuestas en s que tunbicn se tendrian en
cuenti los progresos conseguidos en los conocimien-
tos cientificos v tecnices,

trifenle 12

Los Exstados miembros adoptaran las medidas necesa-
rias part ajustarse o b presente Directiva dentro de un
plazo de doce meses. contado a partie de sy notifigacion
e informurin de ello inmedistamente w la Comision.

Artieubo 13

Los destinatarios de 1a presente Directiva serin los Esta-
dos miembros,

Hecho en Bruselas, el 29 de marzo de 1977,

Par el Consejo

El Presidente
T. BENN
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ANEXNO T

RELACION DOSIS-EFECTO

Lus tisas de plombemia womadus en consideracion para estimar los cesultados de Lo vinlanas biologica
s desprenden del andlisis de los dutos cientiticos referentes a los diversos cledios rovcos del plomo. Bate
andlisis que toma en ceenta Lis varfaciones aormales de los valores hokogicos de o pobliacion pernite
estublecer relaviones Quasi cuantitativis entre dosis ¥ electo. La relacion dosis-efecto gue sigue sine de -
buse de relerencia pard %a puesta en marcha de la presente Directiva: B

Un decrecimiento de La actividad ALALD en los globulos rojos, como consceuencia de 1 exposicion al
plomo, mientras no Jdé lugar o una alteracion en la hematoporesis, puede ser seeptada para s poblacion,
En lo yue se¢ reficre 4 las plombemias infertores a 1320 ug. 100 ml, se conadera en la actualidad gue
el decrecimiznto de lu actividad ALAD no provoca alieraciones en la hematopoiesis.,

El sumento de lus protoporlininus eritrocitarias (PPEY en Ly sangre s senad de ung interferencia con la
\ utitizacion dei hierro, que inhibe de este modo 12 sintesis del hema, El aumento de [os PPE interviene para

tasas de plombemia superiores a 2030 pg/ 100 mi. Un aumento de los PPE pucde ser debido sin embargo
4 TS CausUs,

Lua interterencia von la siatess del glutatuon solo puede ser tolerada para una pequena fruccion de la
publactin v solamente st es Jdébil v no produce otras manifestaciones subclinicas. Esta interterencia

inaceptable con lu sintesis del glutation no tiene lugar siempre gue la tasa de plombemia sea inferior a
30 g/ 100 ml.

El aumento significativo de la excrecion urinaria del acido delta-aminolevulinico {ALAU} es sintoma de
alteraciones importantes dei metabolismo de las porfirinas y, por tanto, de salud débil. El aumento

estadisticamente significativo del ALAU se manifiesta sélo para tasas de piombemia superiores a
3% ug/100ml.

ANEXO 1

CORRESPONDENCIA ENTRE TASAS DE PLOMBEMIA

% Y ACTIVIDAD ENZIMATICA
4 Con arreglo al articulo 2 de la presente Directiva, la correspondencia entre la tasa de plombemia v la
A actividad enzimatica def ALAD, medida segun el metodo europeo estundardizado (Apexo 3), es la
; siguiente:
f Plombenua ALAD
P tpg/ 100 ml sangre) {unidades. litra)
4 KK 0
4 30 25
20 35

Mientras los valores medidos del ALAD sean superiores de forma signilicativa a los limites indicados mas
arriba para las diferentes frucciones de poblacion, no es necesario realizar nuevas mediciones de tasas
de plombemia a modo de confirmacion.
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Torevra Juse. — Hemoisas

~— Hemolizar tres muestras de ~angre gue habran side previamente descongciadas con 15 mlade agua
destilinda tpreviamente Hlevada a 377 Crdurante B minutos a 370 £ 02

— Anadir el agui prelerentemenie con s uda de upa pipeta graduada de 2wl luego mesclar mus bren,

~— Llepudo g este esiado, no hay que agtir L muestias.

Neatsr 2S¢ havdzadido ntlizar agua en vezde Triton X0 para La hemolisis, Locespaimentos de b s
con ¢l Frton X 100 Hewan aoun trenaje considerable de L actividad deb ALADL gue todann ne b side
vaphicado v gue podoa corresponder un aeteiacts,

Crarta fave. — Adigion Je L solucion de ALA a lo hemolisis
— Prerarar 1o solucion de ALA
— No debe ser preparada desde mds de 3 horas antes.

— Llevar esta solucion a los 37 O durante al menos 10 minutos antes de la adicion,

— Anuadir 1 ml de dicha solucion en ¢l hemolisato, preferentemente cou una pipeta de bola de | mby
mevelar.

Newd - Un pH Je 6.4 se ha torsade en consideracion, vi gue los experimentos han demaostrado que aeste
valor Jde pH fe correaponde L mzjor correlacion entre las actividades del ALAD v s tasus de piombemia
pata poblaciones normides. Mo e truta de obtener ¢f maximo de actividad tquz se puede lograr por
elevacion del pHy v que las sctividades que se deben determinar son o bastunte importantes.

Quinta tase. — Preparacion dJdei lestigo

— 0.2 ml de sangre tratada como para la determinacion del ALAD hasta ¢l momento de lu adicion de
la solucion ALA: ¢n vez de ésta anadir | ml de solucion de HgC1.-TCA, y luego | ml de solucion ALA,
v praceder 4 continuacion como para fa determinacion del ALAD (ver mis abajo).

— Para la adicion mencionada anteriormente, s¢ utilizaran pipetas de soplado.

Nora: Un testigo soio se compara con uni serie de tres pruebas para cada muestra de sangre. S b densidad
Optica para el testigo es muy alta, se repetira la operacion como control.

Sexiu juse. — Incubacion
~— 60 minutos o 177 C = al bano maria,
— Ei tiempo de incubacién o partir de lo adicion de la solucion de ALA

Noia: El tiempo de incubacion de 60 minutos se ha elegido porque aumenta de forma natural la actividad
def ALAD, puesto que ninguna de las otras fases ha tenido como efecto e} aumentar la actividad de forma
actificial. Algunos experimentos han demostrado que la relacion tiempo de incubacion-actividad es lineal
para periodos de tiempo que excedan de dos horas.

La temperatury Jde incubacion se hu mantenido & 377 C por razones priacticas.

Séptima tave. — Parada de lu reaccion PBG

— Adadir | mi de sofucion HgCL-TCA 4 Ta mezcla de incubacion, preferentemente con una pipeta de
soplado con bola de |l

Octava fase. — Centritugacion y filtracion
- MW revoluciones por nmuinuyto.

— HFiltracion g traves Jde papel Whatman n° 54 o equivalente (resistente ab acidol

i
'
i
1
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Natvw . v ededor de Tnomeeatoe

Lot Fase de Fibtracion Ty ssddor nnpeducida vt el i de et ¢ prpetane de pegqueias poatioala o temda
en B4 superiicie del hiquido, Dichas partuculas, segan parcee, produven una rean i colorsada voe vl
reactivo de Fhrlich, Yarias pruchas han mostrade que Lo introducion de T fise de filtracion meora h
reproductibilidad. La fase de Fleracian puede, si fuera necesario. ser sustituidi por una segunda vttty
aagion,

Novera fave, — Rowson con of eeactive g2 Bhelich

— Mesctar Ui de bguido que sobrenade con | mil de reactive de Fadich madificado modeioie spela G e E

Jdo bala

— Mesehar medicnte un mesclador de tipo Vortex para garantizar L homogencidad.
— Eaperar ducaniy 5 minutos 4 gue s¢ haga fa reaccion antes de medir L extineion,

Newwr: Ex importante. para gurantizar 1o homogenedad. vigilar que axte liquido yue sobrenada filtrids
se mezete intimamaente con ¢i reactive de Ehrlich, :

Docima fuse. — Medigion de 1y extineion

— Se contraslard ol sspeatrofotometro mediante una solucion de fenolltaleina en un tumpuon basivo,

— Medivion de evtincion de Ly muestra en relacion con el testigo a 555 mm en una celuba de | omio de
.

2 om s g absorcion es muy detaly

Undecima fuse, — Caloulo de la acovidad enzimanca
— La ecuacion que permite caleular \a actividad es la siguiente:

ODcorr. x 35 x 2 x 100 x K

Hect™. x 60 x 67 = umoles ALA/mn/m| RBC = U/mj

QD = extinaion medida

60 = uHempeo de incubacion

35 = factor de dilucion

62 = coeficiente molar de extincion en cm2/umeoel

K = coeficiente de correccion espectrofotomeétrica

Nota: Las unidudes propuestas son conformes a las recomendaciones relerentes a la nomenchuura de las
enzimus de ia Union [nternacional de Bioguimica. -

SOLUCIONES

|. Preparacion de una selucion ALA

Solucinn -

1.78 g de NuHPO. - 2H.O disueltos en 100 mil de agua destilada (preferentemente por delomzacion),

Solucin B:
138 g de NaH PO TH.O disueitos en 100 ml de agua destilada.
29 mb de solucion A + 71 ml de solucion B dan un tampan de 0,1 M fosfato de Na de phi 6.4,

Eata Fuerzi sonica e Lampon ox necesaria para impedie cualquier variacion del pf en fa solugion vn
reagceion,
1676 ing de ALA-HC ) son disuehtos en 13 solucion B (ésta debe ser siempre aciday: el pH eata ajustado

4 6.4 mediante s solucion A. El volumen es entonces llevado a 100 ml con la solugian Lampon O hY |
fasfato de Nu de pH 6.4, Dicha preparacion da una solucion de 0.01 M ALA.
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-

35 ¢ de HeC 12 son disuchos en 10 ml de aendo mcloniceticn de e

I Solucion de reactive de Fhrfich
Kodorvos:

F g de dimetlammabensaldadoapNAR),
025 e e HROT2 disuchos o (st de aaado acetico elacial,
acide perelarice masa espaviiice 17, :

ackdo aeeticw glavial,
Proparacon
— Ihsobver ¢f pDMAR on 30 mb de aaido acetico, anadir 245 mi de aaido perclorcn » 3 ml de sobucion

de HgC 12 Mesclar, enfriar v Hevar o 10 ml con el deido acetico glacial eo un matraz graduado o,
Conaervar en un (risco oscurg.

Calihracion:

Una calibracion anual o nivel comumitario deberz serilicarse o traves de un laboratorin designado de
comun acuerdo por fos Fitados miembros.

(') Si una coloracion morena aparece en este estado, ¢l reactive debe ser rechazado.
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