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Place du l hydroxy-pyrene urinaire
dans la surveillance biologique des cokiers

G.AUBURTJN W et L.MAYER W

(l) INERIS - (2) Services medicaux du Travail - HBL

Le travail sur les fours ä coke ou ä proximite immediate de ceux-ci expose les travailleurs
ä des substances diverses, en particulier des hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) dont plusieurs genotoxiques. Ces travaux ont fait l'objet, depuis plusieurs annees,
de recherches dans le domaine de la mesure des expositions et dans le domaine
epidemiologique.

L'utilisation de marqueurs biologiques tente de quantifier les differentes etapes entre
exposition et maladie. D'une facon generale et schematique, on disdngue des marqueurs
biologiques d'exposition, des marqueurs d'effet biologique et des marqueurs de
susceptibilite.

Actuellement l'exposition des travailleurs de cokeries aux HAP est mesuree ä l'aide de
mesures externes individuelles pendant le poste de travail. Ces mesures ont permis de
definir des zones d'exposition sur les fours ou ä proximite de ceux-ci. Ces mesures
d'exposition externes varient en fonction de parametres divers, climatiques (vent,
pression atmospherique), le type de charbons ...

La determination, dans les urines, des metabolites hydroxyles des hydrocarbures
aromatiques polycycliques a ete etudiee depuis plusieurs annees, comme marqueur de
"dose interne" dans plusieurs environnements de travail, dont des cokeries. Parmi ces
metabolites hydroxyles, le l hydroxy-pyrene, metabolite du pyrene, apparait comme le
plus representatif du melange de HAP. Sa duree de demi-vie (une vingtaine) d'heures en
fait un marqueur de l'exposition recente.

Nous avons etudie ce metabolite dans deux projets portant sur des ouvriers de la cokerie
de Carling. Dans le premier projet, le l hydroxy-pyrene urinaire a ete dose chez 49 sujets
"exposes" au fumees de cokerie (panni les plus exposes de la cokerie) et 41 temoins "non
exposes". II etait apparu qu'il existait une difference significative entre fumeurs et non
fümeurs. A la date des travaux, cette difference n'etait pas relatee dans les publications sur
le sujet; eile est actuellement reconnue. Entre le premier jour et le cinquieme jour d'un
cycle de travail, le l hydroxy-pyrene urinaire augmentait significativement dans le
sous-groupe des exposes non fumeurs (multiplie par 3). Dans le meme temps il
augmentait egalement (multiplie par 2) pour les exposes fumeurs mais de facon non
significative. II n'augmentait plus significativement entre les jours 5 et 21 pour les
exposes non fumeurs, evoquant un phenomene de Saturation du metabolisme.

Le deuxieme projet est une etude de la cinetique d'elimination du l hydroxy-pyrene
urinaire en Situation de travail. Les principaux elements de ce projet sont l'objet de ce
texte.



Methodes.

Population d'etude.

Deux groupes de travailleurs ont ete selectionnes :

• Dix ouvriers cokiers, appartenant ä deux equipes travaillant sur les fours ou ä
proximite immediate de ceux-ci. Ces postes de travail sont les plus exposes de la
cokerie. Les deux equipes travaillaient sur les deux batteries de fours existantes dans
cette cokerie, aux meme horaires (donc memes conditions climatiques). Ces ouvriers
ont ete selectionnes parmi la vingtaine d'ouvriers de ces deux equipes de fa9on ä
obtenir la moitie de fümeurs et de non-fümeurs (en fait respectivement 4 et 6).

• Dix ouvriers de la Centrale de Carling (Houilleres du Bassin de Lorraine), proche de
la cokerie, non exposes professionnellement aux HAP. Une exposition
environnementale est possible mais negligeable par rapport aux niveaux d'exposition
des ouvriers cokiers. Les dosages portant sur ces ouvriers de centrale ne fönt pas
l'objet de ce rapport.

Les sujets ont ete selectionnes ä l'issue d'une seance de re-sensibilisation sur les risques
lies aux HAP et d'information sur les resultats de la premiere etude. Au cours de cette
seance un auto-questionnaire portant leur exposition extra professionnelle aux HAP
(mode de chauffage, habitudes tabagiques, quelques questions portant sur l'alimentation,
loisirs) a ete recueilli ainsi que leur consentement ecrit ä participer au projet.

Les ouvriers des deux groupes avaient des horaires de travail altemants selon le rythme :
l semaine de matin (6 h-14 h), l semaine d'apres-midi (14 h-22 h), une semaine de nuit
(22 h-6 h), 10 jours de repos. Le samedi et le dimanche la duree de travail etait de
12 heures (6 h-18 h ou 18 h-6 h). Le cycle de travail commencait un dimanche matin.

Strategie d'echantillonnage.

Les prelevements d'urines ont eu lieu pendant un cycle complet de travail, incluant les
jours de repos hebdomadaire et les 10 jours de repos de fin de cycle soit 35 jours, en
octobre-novembre 1992. Ces prelevements d'urine ont ete effectues 4 fois par jour
pendant les jours de travail de semaine (debut de poste, milieu de poste, fin de poste,
milieu du temps de repos quotidien), 5 fois par jour les samedis et dimanches travailles
(2 prelevements en cours de poste) et 3 fois par jour les jours de repos (matin, midi et
soir).

Des prelevements individueis de particules dans l'air ont ete effectues lors de chacun des
20 postes de travail. Au total 199 prelevements ont ete realises parmi les 10 ouvriers
cokiers (un ouvrier a ete absent unjour pendant cette periode). Ces prelevements ont ete
realises en filtrant l'air, pompe ä l'aide de pompes individuelles "Gillian", sur des
membranes en fibre de verre. Les membranes etaient montees sur un porte-filtre ouvert
(sans selection granulometrique) porte ä proximite des voies aeriennes. Les salaries
avaient ete informes des conditions de port. On s'est apercu au cours du cycle d'une
tendance ä porter les pompes et les porte-filtres dans les conditions les moins genantes et
parfois l'ouverture vers le haut. Un technicien de laboratoire avait ete forme ä la
maintenance des equipements de prelevements. II etait egalement charge de noter les
remarques concemant le detail des travaux de lajoumee et les caracteristiques de chaque
prelevement (duree, volume d'air preleve, anomalies).

A l'examen oculaire certaines membranes presentaient, en plus du depot grisätre de
poussieres, une "pollution" par des particules plus grosses, d'allure goudronneuse.



Pour des raisons de coüt (temps de travail), il n'etait pas question d'effectuer des dosages
sur chaque prelevement d'urines, et donc sur les prelevement d'air correspondants, mais
d'appliquer une Strategie par etapes.

Dans un premier temps les dosages ont ete effectues sur la totalite des echantillons
d'urines prelevees pendant les 10 premiers jours du cycle aupres de trois sujets (deux
fumeurs, un non fumeur) et sur la totalite des membranes correspondantes. Dans un
second temps, des dosages ont ete effectues sur les urines des 7 ouvriers cokiers restant,
prelevees le lundi et le mardi de la deuxieme semaine et sur les membranes
correspondantes. La distribution des valeurs de BaP et de pyrene sur ces 71 membranes
montrait de grandes variations et notamment des valeurs tres eloignees des concentrations
attendues. D semblait donc que la "pollution" par des grosses particules pouvait avoir
entrame une majoration des concentrations de BaP et de pyrene pour certaines
membranes. Dans un troisieme temps, toutes les membranes restantes (n = 128) ont ete
examinees ä la loupe binoculaire. Lorsque des depöts goudronneux etaient visibles ä la
surface des membranes leur diametre etait le plus souvent superieur ä 50 p., contrastant
nettement avec les fines particules. II a ete decide de doser le BaP et le pyrene sur toutes
celles qui ne presentaient pas de depöt de particules d'un diametre superieur ä 50 jl
(n = 66) et d'effectuer un dosage du l hydroxy-pyrene urinaire pour les prelevements
correspondants. Les membranes presentant des depöts particulaires d'un diametre
superieur ä 50 (l (n = 62) n'ont pas fait l'objet d'analyse. Le tableau I resume la
repartition des membranes selon ce Schema d'echantillonnage. De ce fait les membranes
examinees ne procedaient pas d'une selection aleatoire. Cette constatation n'interdit pas
d'etudier des relations entre dose interne et dose externe, mais doit rendre prudent quant ä
l'utilisation de ces mesures pour caracteriser les pollutions moyennes des differents postes
de travail.

Tableau I : Repartition des membranes selon leur "pollution"  par des
grosses particules.

Caracteristiques des membranes Nombre"
Total des membranes ayant fait l'objet d'un dosage du BaP et du Pyrene dont: 137

membranes n'ayant pas fait l'objet d'un examen ä la loupe 71
membranes sans depöt apparent de particules de diametre > 50 u, 66

Membranes avec depöt apparent de particules de diametre > 50 u._______________62_
Total des membranes prelevees_______________________199

Methode de dosage et expressions des resultats.

Le dosage du pyrene et du benzo(a)pyrene (BaP) a ete reahse par Chromatographie liquide
haute pression (HPLC) apres extraction dans le toluene.

Les concentrations en benzo-a-pyrene (CBaP) et en pyrene (CPyr) dans les particules ont
ete rapportees ä une duree theorique de 8 h et sont exprimees en p,g/m3 d'air.

Les membranes pour lesquelles la concentration en BaP etait superieure ä 5 |.lg/m3 ont ete
considerees comme potendellement contaminees par des grosses particules et n'ont pas ete
prises en compte dans les caiculs suivants, la relation entre dose externe et dose interne
etant esümee ä partir des 129 membranes restantes.



Le dosage du l hydroxy-pyrene urinaire a ete realise en deux phases : une phase de
preparation des echantillons et le dosage proprement dit. La preparation des echantillons
comprend une hydrolyse enzymatique ä temperature contrölee (37°C) pendant 12 h puis
une purification de l'extrait hydrolyse sur cartouche de silice greffee C18 et recuperation
de l'extrait methanolique pour analyse. Le l hydroxy-pyrene a ete dose par
Chromatographie en phase liquide (HPLC) avec detection fluorimetrique (242/388 nm).

Les concentrations en l hydroxy-pyrene urinaire sont exprimees en moles/litre d'urine
(mmol/1) et rapportees ä la millimole de creatinine (dosee par methode colorimetrique)
pour tenir compte de la dilution (mmol/mol).

La reproductibilite des dosages a ete mesuree en aveugle sur 19 echantillons choisis au
hasard : la correlation entre deux dosages effectuee ä des dates differentes est excellente
(r = 0.96, p < 0,001) (figure l).

Resultats.

Comme attendu les valeurs representant la dose externe sont bien correlees entre
elles : (r = 0,72, p < 0,000).

Des concentrations en l hydroxy-pyrene urinaire sont disponibles en plusieurs moments,
au debut du poste, au milieu du poste, en fin de poste et au coucher. II est egalement
possible de caiculer des difference de concentration entre le debut et la fin du poste.

Description des concentrations en l hydroxy-pyrene urinaire.

L'examen graphique des concentrations en l hydroxy-pyrene urinaire met en evidence les
faits suivants:

• Les concentrations en l hydroxy-pyrene urinaire presentent une evolution au cours
du temps tout ä fait caracteristique. La figure 2 presente cette evolution pour l sujet
au cours de la premiere semaine. L'augmentation est rapide au cours du poste et il
existe une diminution pendant le temps de repos entre deux jours successifs. II
apparalt cependant que la concentration au debut du poste augmente au cours de la
semaine et qu'elle retoume ä son niveau de base apres le week-end.

• Ce profil evolutif varie en fonction des personnes. En particulier il a ete mis en
evidence qu'un des 10 sujets presentait un profil evolutif de type caracteristique mais ä
des niveaux nettement superieurs. Cette difference est exprimee sur la figure 3. Cette
variabilite individuelle doit etre prise en compte dans l'utilisation du marqueur.

Le tableau n presente les valeurs moyennes et la distribution des concentrations en
l hydroxy-pyrene urinaire au differents temps chez les fumeurs et les non-fumeurs. II
s'agit de donnees brutes qui ne tiennent pas compte du jour de la semaine. Le sujet qui
presente des niveaux tres eleves est un non-fümeur et n'a pas ete pris en compte dans ces
caiculs. Elles ont pour but d'illustrer l'evolution globale entre les differents temps. Ces
resultats ne prennent pas en compte le fait de se proteger ou non contre les particules.



Tableau II  : Distribution  des concentrations en l hydroxy-pyrene urinaire
(mmol/mol) aux differents temps.

Temps n moy. e-t-g min max
____geom._____________________

Debüt de poste
Nonfümeurs 30 0,98 2,36 0.14 5,28
Fumeurs 23 1,73 1,84 0,35 4,71

Milieu  de poste
Nonfümeurs 29 1,27 1,93 0,37 5,21
Fumeurs 18 1,97 2,08 0,24 5,45

Fin de poste
Nonfümeurs 26 1,67 1,82 0,64 4,55
Fumeurs 18 2,97 1,70 1,17 8,41

Coucher
Nonfümeurs 20 1,30 2,41 0,21 8,21
Fumeurs 12 3,42 1,82 0,21 7,05

moy. geom. : moyenne geometrique; e-t-g : ecart type geometrique : representation des valeurs moyennes
en raison du caractere log-normal de la distribution

Les moyennes de concentrations entre la fin du poste et le debut du poste sont
significativement differentes (ecart moyen: 0,58; I.C. 95 %: 0,47-0,71 ; n=58 ; t-test pour
paire sur log). Ceci est vrai qu'il s'agisse de sujets fümeurs ou non fumeurs et parmi les
non fumeurs.

Correlation entre dose externe et dose interne.

Des etudes de correlations ont ete effectuees entre les indicateurs de la dose externe
(concentrations en benzo-a-pyrene (CBaP) et en pyrene (CPyr)) et les concentrations de
l hydroxy-pyrene urinaire aux differents temps. Le tableau ni presente ces correlations.
Parmi les sujets non fumeurs, le sujet aux valeurs elevees n'a pas ete pris en compte.

Tableau II I  : Correlations entre concentration de l hydroxy-pyrene
urinair e et dose externe.

Fumeurs______________Non fumeurs______
n______r____sig.______n______r____s i g.

l hydroxy-pyrene urinaire  au debut du poste et dose externe
CBaP 23 0,23 n.s. 41 0,09 n.s
CPyr 23 -0,10 n.s. 41 -0,04 n.s
l hydroxy-pyrene urinaire  au milieu du poste et dose externe
CBaP 18 0,37 n.s. 40 -0,02 n.s
CPyr 18 0,03 n.s. 40 -0,14 n.s
l hydroxy-pyrene urinair e en ßn de poste et dose externe
CBaP 18 0,53 0,02 35 0,00 n.s
CPyr 18 0,04 n.s. 35 0,16 n.s
l hydroxy-pyrene urinaire  au reveil et dose externe
CBaP 13 0,22 n.s. 26 0,24 n.s
CPyr 13 0,22 n.s. 26 -0.05 n.s
l hydroxy-pyrene urinaire  au coucher et dose externe
CBaP 13 0,26 n.s. 7 -0,30 n.s
CPyr 13 -0,12 n.s. 7 -0,36 n.s
Difference de concentration entre debut et fin de poste et dose externe
CBaP 18 0,39 0,11 35 -0,08 n.s
CPyr__________18_____0,11_____n.s.______35_____0.19_____n.s



L'etude de ces tests de correlation met en evidence que :

• chez les fumeurs la concentration en l hydroxy-pyrene des urines en fin de poste est
correlee significativement avec la dose externe mesuree par la concentration en BaP
dans les particules de l'air (r = 0,53 ; p = 0,02). La difference de concentration en
l hydroxy-pyrene urinaire entre fin de poste et debut de poste est plus faible et non
significative (r = 0,39; p = 0,11). Le faible nombre d'echantillons teste est peut etre la
cause de cette non significativite. Aucune correlation n'est significative avec le pyrene.

• chez les non fumeurs, si l'on exclut le sujet aux valeurs tres elevees, aucune
estimation de la concentration en l hydroxy-pyrene urinaire n'est correlee avec la
dose externe. Ceci est vrai pour le BaP et le pyrene. Trois des sujets non fumeurs se
protegent en permanence contre les particules (masques jetable ou ä cartouche) et deux
ne se protegent pas ou inconstamment. n n'a pas ete possible de mettre en evidence de
difference dans la relation dose exteme-dose interne selon la protecüon.

Discussion et conclusion.

Les resultats de ce projet ont permis de mettre en evidence certains aspects. Le
l hydroxy-pyrene urinaire est bien un marqueur de l'exposition aux HAP. Son profil
evolutif suit bien les moments d'exposition. Comme nous l'avions vu dans le precedant
projet il existe un certain degre d'accumulation au long de la semaine de travail. Mais, du
fait qu'il s'agit d'un marqueur de l'exposition recente, les niveaux redescendent apres
quelques jours de repos.

D existe d'importantes variations interindividuelles qu'il sera necessaire de prendre en
compte.

L'influence du tabac a ete retrouvee sur les concentrations en l hydroxy-pyrene urinaire.
Ceci n'est pas etonnant puisque la consommation de tabac expose ä l'inhalation de
pyrene.

En moyenne la concentration entre la fin du poste est significativement superieure ä celle
du debut du poste, qu'il s'agisse de fumeurs ou de non fumeurs. Cependant, ä un niveau
individuel, c'est chez les fumeurs et eux seuls que nous avons retrouve une relation entre
dose interne et dose externe. Nous n'avons pas retrouve une teile relation chez les sujets
non fumeurs chez lesquels on attendait pourtant une relation plus importante que chez les
fumeurs. Cette constatation meriterait d'etre confirmee et, le cas echeant, expliquee.

L'utilisation du l hydroxy-pyrene urinaire dans la surveillance des cokiers en medecine
du travail est interessante en particulier chez les fumeurs qui sont, par ailleurs, plus
exposes au risque de cancer du poumon (co-cancerogenese). Elle demeure un element
complementaire des mesures externes et necessitent la prise en compte des parametres
individueis.
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