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Uvod
Olovo (Pb), kadmij (Cd) i živa (Hg) su teški metali koji u okoliš dospijevaju iz antropogenih i prirodnih izvora.  Karakterizira ih dugo biološko poluvrijeme raspada, ulazak u prehrambeni lanac, nakupljanje u biološkim organizmima, pa time i ekosustavima, te određeni toksični učinak u organizmu. Biološko vrijeme poluraspada kadmija iznosi 17 do 30 godina (FLORA i sur., 2008.) u ljudskom organizmu, a biološko poluvrijeme raspada za olovo i živu u okolišu oko 20 godina. Zbog svoje proširenosti u okolišu nakupljaju se i djeluju toksično u organizmima raznih vrsta. 

U okolišu kadmij i živu nalazimo u tlu, dok se olovo akumulira na površini tla. Iz tla oni vrlo lako prelaze u bilje, te tako ulaze u prehrambeni lanac. Kadmija ima najviše u nadzemnom dijelu biljke, dok se živa najviše nakuplja u podzemnim dijelovima biljke. Divlje svinje (Sus scrofa L.) su svejedi, iako je udio biljne hrane u njihovoj prehrani 80% do 90%. Od biljne hrane jedu podzemne dijelove biljaka, krumpir, kukuruz, zob, raž i bukvicu, dok od hrane životinjskog podrijetla konzumiraju gusjenice i ličinke kukaca, sitne glodavce, strvine, mladunčad te ranjenu ili bolesnu divljač.  Divlje svinje unose teške metale i geofagijom što može biti posljedica načina prehrane (Ma i sur., 1991.; Beyer i Fries, 2003.) ili posljedica nedostataka esencijalnih elemenata u hrani, pa životinja instinktivno liže zemlju (Beyer i sur., 2007.).
Stupanj nakupljanja u organizmu ovisi o dozi i trajanju kontaminacije životinje. Kadmij se u obliku kompleksa s metalotioneinom selektivno nakuplja u jetri i bubrezima. Olovo se najviše nakuplja u jetri, dok je odlaganje u bubrege uočeno u manjoj mjeri.  Nakupljanje žive u tkivima ovisi o obliku u kojem se živa nalazi. Anorganski spojevi žive nakupljaju se u jetri, bubrezima i plazmi, dok se organski spojevi žive raspodjeljuju po čitavom organizmu.    
Dobro je poznato neurotoksično, genotoksično kao i kancerogeno djelovanje teških metala. Zajednički čimbenik toksičnog djelovanja teških metala je stvaranje reaktivnih kisikovih i dušikovih spojeva, pa su toksični učinci rezultat poremećene homeostaze pro-oksidacijskih i antioksidacijskih procesa. Oksidacijski stres nastaje kao posljedica povećanog stvaranja kisikovih reaktivnih spojeva i smanjene antioksidacijske zaštite. Neke od posljedica oksidacijskog stresa uključuju narušavanje strukture biomembrana (promjene fluidnosti i permeabilnosti), inhibiciju enzima, oštećenje nukleinskih kiselina, razgradnju bjelančevina i lipidnu peroksidaciju kojom nastaju reaktivni metaboliti kao što su malondialdehid (MDA), 4 hidroksinonenal (HNE), izoprostan i drugi. Uloga teških metala u indukciji oksidacijskog stresa nije upitna, iako se točni mehanizmi indukcije još uvijek istražuju. 
Poznato je nekoliko mehanizama putem kojih kadmij izaziva oksidacijski stres, od kojih je najznačajniji inhibicija antioksidacijskih enzima (GSH, katalaze i drugih). Katalaza je enzim koji u svom sastavu sadrži mangan ili hem, te brzo razgrađuje vodikov peroksid na vodu i kisik. Inhibicijom katalaze dolazi do povećane produkcije vodikovog peroksida i hidroksilnih radikala (YOGA, 2002.). Rezultat ovakvog djelovanja kadmija su peroksidacija lipida, oksidacijski stres te apoptoza (SOKOLOVA i sur., 2004.; RISO- DE- FAVERNEY i sur., 2004.).    
Olovo inducira oksidacijski stres djelovanjem na proces sinteze hema. Inhibirajući aktivnost sintetaze δ aminolevulinske kiseline (δ-ALAS), dehidrataze δ aminolevulinske kiseline (δ-ALAD) te ferokatalaze. Posljedično inhibiciji enzima dolazi do nakupljanja δ aminolevulinske kiseline koja brzo oksidira pri čemu nastaju superoksid, hidroksilni radikal te vodikov peroksid (AHMED i SIDDIQUI, 2007.). Osim toga, olovo povećava aktivnost lipidnih peroksidaza u krvi, jetri, žući, mozgu te promjene koncentracije glutationa, što dovodi do oksidacijskog stresa i oštećenja lipida, bjelančevina, DNK, eritrocita i stanica  mekih tkiva (MATEO i HOFFMAN, 2001.; MOUSA i sur., 2002.; MATEO i sur., 2003.; SAXENA i FLORA, 2004.). 

Poznata su tri mehanizma toksičnog djelovanja žive. Prvi se temelji na izraženom afinitetu žive za tiolne (-SH) skupine, tako da prilikom ulaska žive u stanicu dolazi do vezanja žive na GSH te tako smanjuje unutarstanične antioksidacijske mehanizme. Drugi se temelji na pretjeranom stvaranju kisikovih reaktivnih spojeva, a treći na ometanju homeostaze kalcija u organizmu. U svim predloženim mehanizmima dolazi do povećanog stvaranja kisikovih reaktivnih spojeva i smanjenja antioksidacijskih mehanizama što dovodi do razvoja oksidacijskog stresa (ERCAL i sur., 2001.).
Jedan od završnih produkata lipidne peroksidacije je MDA,  polarna molekula male molekulske mase. Ranija istraživanja su pokazala da su višestruko nezasićene masne kiseline koje sadrže dvije ili više cis-metilen prekinute dvostruke veze glavni izvor MDA (PRYOR i sur., 1976.). MDA je mjerljiv u različitim biološkim uzorcima i iako nije jedini pokazatelj oksidacijskog stresa, često se koristi zbog jednostavnosti  metode dokazivanja. MDA je povezan s razinom kontaminacije teškim metalima u životinja (FUNES i sur., 2005.; FARMOBI i sur., 2007.), pa je s aspekta ekotoksikologije zanimljiv kao potencijalni biomarker onečišćenja. Osim u ekotoksikologiji, važan je pri procjeni higijenske ispravnosti namirnica životinjskog porijekla jer se nalazi u mesu (OKOLIE i sur., 2009.). Kako je riječ  o mutagenoj tvari koja se, između ostalog, dovodi u vezu sa raznim oboljenjima u ljudi (šećerna i Alzheimerova bolest, ateroskleroza) (DEL RIO i sur., 2005.), moguće je da će konzumacija mesa sa povišenim koncentracijama MDA predstavljati određeni rizik za zdravlje ljudi (BAYNES, 2007.).
Cilj ovog rada bio je procjeniti stupanj kontaminacije divljih svinja iz nizinske Hrvatske teškim metalima (kadmijem, olovom i živom) te istražiti odnos te kontaminacije i oksidacijskog stresa u njihovim tkivima kako bi se procijenila mogućnost korištenja MDA kao biomarkera kontaminacije, što osim značenja u ekotoksikologiji može ima značaj u procjeni higjenske ispravnosti namirnica životinjskog porijekla.  
Hipoteza

Pretpostavka je da će koncentracije kadmija i žive biti više u starih divljih svinja u odnosu na mlađe, te da će se najviše koncentracije kadmija pronaći u tkivu bubrega. Koncentracije olova ne bi trebale biti više u starih životinja, dapače, očekuje se da će se u bubregu mladih životinja izmjeriti više koncentracije olova. Nadalje, koncentracije pokazatelja oksidacijskog stresa - malondialdehida trebale bi korelirati sa koncentracijama žive, kadmija i olova u nekim tkivima divljih svinja. Na tu će korelaciju utjecati dob životinja jer su mlade životinje osjetljivije na oksidacijski stres potaknut teškim metalima. Koncentracije teških metala u tkivima trebala bi biti ispod zakonom propisanih najviših dopuštenih koncentracija.

Opći cilj i specifični ciljevi rada

Opći cilj ovoga rada je istražiti kontaminaciju teškim metalima (olovom, kadmijem i živom) i odnos te kontaminacije sa koncentracijama MDA kao pokazatelja oksidacijskog stresa u tkivima divljih svinja iz nizinske Hrvatske.
Specifični ciljevi su: 

1. Utvrditi postoje li razlike u koncentracijama teških metala i MDA u istim tkivima, između mladih i starih divljih svinja. 

2. Istražiti povezanost izloženosti teškim metalima sa MDA u tkivima svih divljih svinja i odvojeno mladih i starih divljih svinja. 
3. Procijeniti mogućnost korištenja MDA kao biomarkera kontaminacije u ekotoksikologiji.
4. Utvrditi prelaze li koncentracije teških metala u tkivima divljih svinja vrijednosti propisane Pravilnikom o najvećim dopuštenim količinama određenih kontaminanata u hrani (NN, 154/08).
5. Materijal i metode
Uzorci jetre, bubrega i vratnih mišića 25 divljih svinja (Sus scrofa L.)  su prikupljeni tijekom redovnog odstrijela od listopada 2008. do siječnja 2009. godine u lovištu III/25 Petrova Gora. Ovo je lovište otvorenog tipa smješteno između Karlovca i Velike Kladuše, a prostire se na površini od 13640 ha. Lovoovlaštenik su Hrvatske šume d.o.o. 

Dob odstreljenih životinja određena je po metodi koju je opisao Wagenknecht, (1984.). Životinje su podijeljene  u dvije dobne kategorije; mlade (od 1 do 3 godine) i stare jedinke (od 5 do 6 godina starosti). Dijelovi organa koji su uzorkovani nisu bili ozlijeđeni pušćanim zrnom. Uzorci su  zasebno pakirani, smrznuti i pohranjeni na -20°C do analize. 
Koncentracija žive je mjerena u živinom analizatoru AMA 254 (LECO, USA) nakon vlažne digestije u zatvorenom sustavu. Prije same analize uzorci (po 1.5 g) su razgrađeni u koncentriranoj dušičnoj kiselini tako da su se preko noći inkubirali na sobnoj temperaturi, a zatim su se grijali na 80°C tijekom 5 sati. Nakon hlađenja uzorcima je dodana deionizirana voda. U cijelom postupku korištene su i slijepe probe (goveđa jetra – 1577b National Institute of Standards and Technology, USA; konjski bubreg – H8 International Atomic Energy Agency, Austria). Koncentracije olova i kadmija su određivane atomskim apsorpcijskim spektrometrom Perkin Elmer Analyst 600 (Shelton, SAD). Uzorci su se pripremali sušenjem  2,5 g svakog uzorka tijekom 24 sata na 105°C u kvarcnim lončićima, te sljedeća 24 sata u mufolnoj peći na 450°C. Preostalom pepelu dodana je koncentrirana dušična kiselina te deionizirana voda.  Koncentracije MDA su izmjerene metodom tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti na TSP-130 sustavu (Thermo Separation Products, Inc, Thermo Fisher Scientific, Inc.,Waltham, MA, SAD). Prije same analize uzorci su izvagani i homogenizirani u fiziološkoj otopini uz pomoć Ultra Turrax TP 18-10  homogenizatora (IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemačka).  U 50 µl svakog 10 %-tnog homogenata  dodalo se 5 µl butilhidroksitoulena, 750 µl 1% -tne fosfatne kiseline, 250 µl tiobarbiturne kiseline i 445 µl ultra čiste vode. Tako pripremljeni uzorci su se se inkubirali pola sata  u vodenoj kupelji na 90 °C, nakon čega su se ohladili. Volumen uzoraka injektiranih u tekućinski kromatograf bio je 20 µl. Korištena kolona Licrospher RP-18 (Analsentechnik, Mainz, Njemačka) je bila duga 25 cm, promjera 4.6 cm sa česticama punila promjera 5 µm. Pokretna faza se sastojala od metanola i 50 mM vodene otopine kalijevog dihidrogenfosfata u omjeru 40:60 s dodatkom kalijeve lužine do postizanja pH od 6,8. Protok pokrete faze bio je 0.8 ml/min, vrijeme analize 20 minuta, a valna duljina UV detektora bila je 532 nm. Uz takve uvjete vrijeme zadržavanja MDA bilo je oko 6.8 minuta. 
Statistička obrada podataka napravljena je u programu Statistica 9.0 (StatSoft, Inc., 2009). Za svaki pokazatelj izračunata je aritmetička sredina, standarna devijacija, medijan te gornji i donji kvartil. Normalnost raspodjele  prikupljenih podataka unutar pojedinih skupina provjerena je Kolmogorov-Smirnovim testom. Značajnost razlika između koncentracija pojedinih teških metala u tkivima po dobnim kategorijama provjerena je Mann-Whitney-evim U-testom kod pokazatelja koji nisu slijedili normalnu raspodjelu, odnosno Studentovim t-testom kod pokazatelja koji su slijedili normalnu raspodjelu. Izračunata je korelacija između dobi životinja i svih pokazatelja, između koncentracija MDA i teških metala u svakom organu te između pojedinog metala i koncentracije u različitim organima. Osim statistički značajnih korelacija (p< 0.05), korelacije su prema COHENU, (1988.) navedene kao jake (r>0.5), umjerene (r= 0.3-0.5)  ili slabe (r=0.1-0.3). 
Rezultati
Raspodjela koncentracije teških metala i MDA po organima s obzirom na starost divljih svinja prikazana je na četiri slike na kojima su istaknute medijane vrijednosti, donji i gornji kvartili, kao i minimalne i maksimalne vrijednosti dvaju dobnih kategorija divljih svinja s područja nizinske Hrvatske.
Najviša koncentracija kadmija izmjerena je u bubrezima, zatim jetri i potom u mišićima (slika 1.). Medijana vrijednost koncentracije kadmija veća je u bubrezima starih jedinki, no ne statistički značajno.
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Slika 1. Raspodjela medijanih koncentracija Cd (µg/ g tkiva) po organima s obzirom na starost divljih svinja
Koncentracije olova u divljih svinja podjednake su u jetri i bubrezima i više nego u mišićima (Slika 2.). U bubrezima mladih životinja izmjerene su statistički značajno (p<0,05) više koncentracije olova nego u bubrezima starih. Također, mlade divlje svinje imale su veću koncentraciju olova u jetri od starih, no ta razlika nije bila statistički značajna. 
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Slika 2. Raspodjela medijanih koncentracija Pb (µg/ g tkiva) po organima s obzirom na starost divljih svinja.

U bubrezima svih divljih svinja izmjerena je najviša koncentracija žive, slijedi jetra, pa mišić (Slika 3.). Koncentracija žive veća je u starih životinja, no ta razlika nije statistički značajna.
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Slika 3. Raspodjela koncentracije Hg (µg/ g tkiva) po organima s obzirom na starost divljih svinja. 
Koncentracija MDA bila je najviša u jetri (Slika 4.). Medijana vrijednost izmjerenog MDA u jetri veća je u starih životinja nego u mladih, no ne statistički značajno.   
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 Slika 4. Raspodjela koncentracija MDA ( µmol/g tkiva) po organima s obzirom na starost divljih svinja.

Povezanost koncentracija MDA sa koncentracijama teških metala je prikazana u tablicama odvojeno za sve divlje svinje (Tablica 1.), te samo za stare (Tablica 2.) i mlade (Tablica 3.).  

U prikazu povezanosti koncentracije MDA sa koncentracijom teških metala u tkivima svih divljih svinja vidljiva je statistički značajna povezanost sa kadmijem u bubregu (Tablica 1.). Uočena je i umjerena povezanost sa kadmijem u jetri (r=0.30). Povezanost koncentracije MDA sa koncentracijom olova je slaba (r = 0.25) u bubregu.
Tablica 1. Prikaz korelacije koncentracije MDA sa teškim metalima u tkivima bubrega, jetre i mišića svih divljih svinja.
	Korelacije
N=25

	Teški metal


	MDA

	
	Bubreg
	Jetra
	Mišić

	Cd
	0.58*
	0.3
	-0.01

	Pb
	0.25
	0.03
	0.06

	Hg
	-0.17
	0.03
	0.15


* statistički značajne korelacije na razini p < 0.05
U tkivima starih životinja nema statistički značajne povezanosti koncentracija MDA sa koncentracijama teških metala (Tablica 2.). Umjerena korelacija uočena je sa kadmijem u bubregu (r = 0.32) i jetri (r = 0.32), te sa olovom u jetri (r = 0.39). Zabilježene su negativne slabe korelacije MDA sa svim kadmijem (r = -0.45) i olovom (r = -0.21) u mišiću, a sa živom negativna umjerena korelacija u bubregu (r = -0.54). 

Tablica 2.  Prikaz korelacije koncentracije MDA sa teškim metalima u tkivima bubrega, jetre i mišića starih divljih svinja.

	Korelacije

N=8

	Teški metal


	MDA

	
	Bubreg
	Jetra
	Mišić

	Cd
	0.32
	0.32
	-0.45

	Pb
	0.14
	0.39
	-0.21

	Hg
	-0.54
	-0.03
	-0.08


U bubregu mladih životinja statistički je značajna (p<0.05) povezanost koncentracije MDA sa olovom (Tablica 3.) u tkivu bubrega, dok je povezanost sa kadmijem u ovom tkivu (r = 0.28), a i u jetri slaba (r = 0.27). U mišićima postoji umjerena povezanost koncentracija MDA sa olovom  (r = 0.33)  te slaba sa živom (r = 0.21).  

Tablica 3. Prikaz korelacije koncentracije MDA sa teškim metalima u tkivima bubrega, jetre i mišića mladih divljih svinja.
	Korelacije

N=17

	Teški metal


	MDA

	
	Bubreg
	Jetra
	Mišić

	Cd
	0.28
	0.27
	0.02

	Pb
	0.61*
	0.02
	0.33

	Hg
	-0.06
	0.01
	0.21


* statistički značajne korelacije na razini p < 0.05
Rasprava
Mjerenjem koncentracije kadmija u tkivima uočeno je da se najviša koncentracija kadmija  nalazi u bubrezima, zatim jetri i potom u mišićima. Time se uočava pravilnost vezana uz sadržaj i raspodjelu kadmija u organizmu, odnosno porast koncentracije kadmija u tkivima redoslijedom; mišić<jetra< bubreg, što za divlje svinje potvrđuju literaturni podaci (MEDVEDEV, 1999.; PISKOROVA i sur., 2003.). Najviša koncentracija kadmija u bubrežnom tkivu divljih svinja posljedica je velikog afiniteta kadmija za to tkivo, u kojem se on odlaže izravno iz krvi i neizravno iz jetre, te sporog izlučivanja (do 30 godina u sisavaca) (COOK i JOHNSON, 1996.) Koncentracije kadmija u tkivima divljih svinja nizinske Hrvatske su više od onih izmjerenih u  bubrezima (0.68± 0.23 µg/g tkiva) i jetrama (0.16 ± 0.04 µg/g tkiva) divljih svinja sa područja sjeverne Europe, odnosno područja Karelie između Rusije i Finske (MEDVEDEV, 1999.), kao i sa područja Sjeverne Španjolske (SANTIAGO i sur., 1998.)
Mjerenjem koncentracije olova uočena je najviša koncentracija u jetri, zatim u bubrezima i u mišićima, što odgovara podacima drugih autora (FAROMBI i sur., 2007.). Za olovo ne vrijedi pravilo porasta koncentracije u tkivima sa dobi, dapače, u literaturi je navedeno da mlađe životinje sadrže veću količinu olova u tkivima od starijih jedinki (HECHT, 1983.; Kreuzer, 1983.; Friberg i sur., 1986.) što smo mi potvrdili u našem istraživanju. Veća potreba za mineralima u mladih životinja, posebno za kalcijem, čija je kinetika usko vezana za olovo, može objasniti viši sadržaj olova u mladih životinja u odnosu na starije jednike. Koncentracije slične izmjerenima u našem istraživanju opisali su Wolkers i sur., (1994.) odvojeno za četiri dobne kategorije divljih svinja (<0,6; 0,6-1,5; 1,5-5; >5,0 godina): jetra 0,27; 0,25; 0,23 i 0,22 µg/g tkiva, bubreg 0,44; 0,41; 0,33 i 0,28 µg olova/g tkiva, a i Medvedev, (1999.) za sve dobne kategorije divljih svinja (u jetrama 0,46 ± 0.08; u bubrezima 0,29 ± 0,06 µg olova/g tkiva). 
Divlje svinje sadrže više koncentracije kadmija u tkivima u odnosu na olovo, unatoč tome što je u nizinskoj Hrvatskoj olovo prisutno u daleko višoj koncentraciji u tlu (25,3 – 27,0 ppm s/t) u odnosu na kadmij (0,2 ppm s/t) (geološki atlas Hrvatske). Takve koncentracije u tkivima se mogu objasniti činjenicom da se kadmij vrlo sporo izlučuje iz organizma (biološko poluvrijeme eliminacije u sisavaca 10 – 30 godina), u odnosu na olovo koje se u organizmu zadržava kraće (biološko poluvrijeme izlučivanja eliminacije mjeri se u tjednima). 

Izmjerene koncentracije žive u tkivima divljih svinja su relativno niske što je uobičajeno u kopnenih životinja (osim ako se ne radi o ekstremnom zagađenju antropogenog porijekla), dok je u vodenim ekosustavima situacija obrnuta zahvaljujući biometilaciji i biomagnifikaciji žive. Sadržaj žive u tkivima divljih svinja raste s obzirom na dob. Vidljiva je viša koncentracija žive u bubrezima u odnosu na jetru, što ukazuje na to da se radi o anorganskoj živi, koja se izlučuje bubrezima (Hoffman i sur., 2001.). U tkivima divljih svinja izmjerena koncentracija žive je znatno niža u odnosu na koncentraciju žive u tkivima divljih svinja sa područja Italije (u bubrezima 0,08 ± 0,201, a u jetrama 0,01 ± 0,025 mg žive/g tkiva) koje je navodi Sobanska, (2004.).
MDA je do sada mjeren u tkivima mekušaca (Funes i sur., 2005.), riba (Fidan i sur., 2007., Yoga, 2002.) domaćih svinja (Hogberg i sur., 2001.), štakora (ENLI i sur., 2009.) te u smrzutoj ribi i smrznutom mesu peradi (Okolie i sur., 2009.). U dosadašnjim istraživanjima nisu mjerene koncetracije MDA u tkivima divljih svinja, tako da su izmjerene koncentracije prvi podaci takve vrste. Najbliži podaci s kojima se mogu usporediti izmjerene koncentracije MDA su podaci o koncentraciji MDA u tkivima domaćih svinja. Hogberg i sur., (2001.) su mjerili koncentraciju MDA u mišićnom tkivu domaćih svinja istraživajući utjecaj različite prehrane na mišićne lipide, vitamin A i E. Izmjerene koncetracije u mišićima domaćih svinja bile su niže u odnosu na vrijednosti MDA dobivene u ovom istraživanju, vjerojatno zbog većeg sadržaja lipida u mišićima domaćih svinja. 

Biomarkere oksidacijskog stresa i koncentracije teških metala kao indikatore okolišnog zagađenja u Clarias galepinus iz Nigerijske rijeke Ogun su istraživali Farmobi i sur., (2007). te su utvrdili da povišenje koncentracije teških metala u tkivima prati povišenje MDA i drugih pokazatelja oksidacijskog stresa. Ova je povezanost dokazana i u karasa (Carassius carassius) iz rijeke Eber (Fidan i sur., 2007.) te u mekušaca iz Atlanskog oceana (Funes i sur., 2005.). Kako se kadmij, olovo i živa najviše nakupljaju u jetri i bubrezima, za očekivati je da će koncentracije MDA u tim tkivima biti više u odnosu na mišiće. Tako su u jetri i bubrezima izmjerene više koncentracije MDA u odnosu na mišiće, s time da su najviše koncentracije ipak izmjerene u jetri koja je znatno bogatija lipidima od bubrega i mišića. Uočena je jaka (Cohen, 1988.), iako ne statistički značajna povezanost koncentracija MDA sa kadmijem u bubrezima što je u skladu s istraživanjem provedenim u kontroliranim uvjetima na gravidnim štakoricama i njihovim fetusima (ENLI i sur., 2009.) te sa ekotoksikološkim istraživanjem povezanosti koncentracija kadmija sa MDA u tkivima tilapije (YOGA, 2002.). 

Uočena je jaka korelacija između koncentracije olova i MDA u bubrezima svih dobnih kategorija divljih svinja, što je u skladu s podacima iz literature (Ponce- Canchihuaman i sur., 2010.; Salawu i sur., 2009.).  U ovom istraživanju uočeno je da je korelcija MDA i olova veća u bubrezima mladih nego u bubrezima starih divljih svinja. Ovo se može objasniti većom kontaminacijom olovom u mlađih životinja. Aykin-Burnes i sur., 2002. su  istraživali oksidacijski stres uzorkovan olovom na mladim i starijim štakorima te potvrdili da je gastroduodenalna apsorbcija olova veća u mlađih nego u starijih štakora, te da je koncentracija MDA u mlađih štakora znatno veća nego u starijih. Značajniji oksidacijski učinak olova u mlađoj dobnoj skupini štakora u odnosu na starije šakore uočili su i Berrahal i sur., (2009.).

U  ovom se istraživanju nije ustanovila povezanost koncentracija žive i MDA u tkivima divljih svinja što nije u skladu sa rezultatima kontroliranih pokusa na štakorima (HIJOVA i sur., 2005.; BOUJBIHA i sur., 2009.). Ova se razlika može objasniti izrazito niskim koncentracijama žive kojima su divlje svinje bile izložene tijekom svog života za razliku od akutno otrovanih životinja u kontroliranim laboratorijskim  uvjetima, no i razlikama u distribucijama i koncentracijama metalotioneina i drugih proteina  koji predstavljaju adaptacijske odgovore na kontaminaciju živom u različitih vrsta (DOBROWOLSKA i MELOSIK, 2002.). Metalotioneini predstavljaju jedan od mehanizama zaštite organizma od oksidacijskog stresa, a budući da su na različite načine inducirani živom, kadmijem ili olovom (DURNAM i PALMITER, 1984.; MILES i sur., 2000.) različiti će biti razmjeri peroksidacije lipida u tkivu u odnosu na metale kojim je tkivo kontaminirano. Daljnja istraživanja mehanizama uklanjanja i vezanja metala (metalotioneini, proteini stresa) te induciranja antioksidacijskih sustava u divljih svinja mogla bi razjasniti razlike u oksidacijskom stresu ovisno o tome da li je potaknut olovom, kadmijem ili živom. 
          Osim što mjerenje koncentracije teških metala u tkivima divljih životinja pruža uvid u zagađenost okoliša i eventualne imunopatološke promjene i intoksikacije divljih životinja (PISKOROVA i sur., 2003.), ono daje uvid i u zdravstvenu ispravnost namirnica za prehranu ljudi. Meso divlje svinje namijenjeno je prehrani ljudi te mora udovoljavati određenim zahtjevima o kakvoći koji su propisani Pravilnikom o najvećim dopuštenim količinama određenih kontaminanata u hrani (NN, 154/08). U petini uzoraka mišića koncentracije olova i kadmija su bile iznad koncentracija propisanih Pravilnikom. U polovini uzoraka jetre su  utvrđene koncentracije kadmija iznad propisanih Pravilnikom, dok je koncentracija olova u petini uzoraka bila iznad najviše dopuštene količine (NDK). U svim uzorcima bubrega utvrđene su koncentracije kadmija iznad najviše dopuštene količine Pravilnikom, dok je koncentracija olova u samo dva uzorka bila iznad NDK. 

Najviše dopuštene količine (NDK) teških metala u tkivima divljih životinja regulirane su spomenutim Pravilnikom, no MDA do sada nije mjeren u tkivima divljači niti je određena NDK koja bi regulirala dozvoljene koncentracije u namirnicama za prehranu ljudi i tako ih zaštitila od njegovog štetnog učinka. MDA je kao pokazatelj oksidacijskog stresa i oštećenja tkiva doveden u vezu s patogenezom mnogobrojnih oboljenja u ljudi. Ipak, nigdje se ne navode koncentracije MDA u namirnicama koje bi mogle biti opasne iako je moguće da će konzumacija mesa sa povišenim koncentracijama MDA predstavljati određeni rizik za zdravlje ljudi (Del Rio i sur., 2005.). U daljnim bi se istraživanjima navedeni  rizik trebao detaljnije istražiti i definirati pa bi tako MDA bio koristan ne samo kao kao biomarker kontaminacije u području ekotoksikologije, nego i u javnom zdravstvu pri procjeni higijenske ispravnosti namirnica životinjskog porijekla.
Zaključci
1.  U bubrezima divljih svinja su izmjerene najviše koncentracije kadmija, u jetrama najviša koncentracija olova, dok su koncentracije žive u tkivima bile relativno niske. Koncentracije MDA bile su najveće u jetri, a najmanje u mišićima. 
2.  Izmjerene koncentracije kadmija su više u odnosu na divlje svinje s područja Karelie, odnosno Sjeverne Europe, koncentracije olova su približno jednake, dok su izmjerene koncentracije žive znatno niže nego u divljih svinja s područja Italije. Koncentracije MDA u mišićima manje su od koncentracija izmjerenih u mišićima domaćih svinja navedenih u literaturi. 
3.  Korelacija koncentracije MDA sa koncentracijama teških metala u tkivima mladih životinja (1 do 3 godine starosti) veća je u odnosu na tkiva starih životinja (5 do 6 godina). Dokazana je statistički značajna povezanost koncentracije MDA sa koncentracijama kadmija u burezima svih divljih svinja i sa koncentracijama olova  u bubrezima mladih divljih svinja.  
4.  U petini uzoraka mišića koncentracije olova i kadmija su bile iznad koncentracija propisanih Pravilnikom. U polovini uzoraka jetre su utvrđene koncentracije kadmija iznad propisanih Pravilnikom, dok je koncentracija olova u petini uzoraka bila iznad najviše dopuštene količine (NDK). U svim uzorcima bubrega utvrđene su koncentracije kadmija iznad najviše dopuštene količine Pravilnikom, dok je koncentracija olova u samo dva uzorka bila iznad NDK. 

5.  Predlaže se detaljnije istraživanje sudbine MDA iz hrane u živom organizmu kako bi se razmotrila mogućnost korištenja MDA kao biomarkera zdravstvene ispravnosti namirnica životinjskog porijekla. 
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KONCENTRACIJE MALONDIALDEHIDA I TEŠKIH METALA U TKIVIMA DIVLJIH SVINJA IZ NIZINSKE HRVATSKE 

Martina Prišć

Sažetak

U radu su mjerene koncentracije kadmija, žive, olova i malondialdehida (MDA) u tkivima bubrega, jetre i mišića divljih svinja. U bubrezima je izmjerena najviša koncentracija kadmija, u jetri najviša koncentracija olova i MDA, dok su koncentracije žive u tkivima bila relativno niske. Izmjerene koncentracije kadmija su više u odnosu na europske divlje svinje, koncentracije olova su približno jednake, dok su izmjerene koncentracije žive znatno niže nego u europskih divljih svinja. U tkivima gdje imamo veće odlaganje spomenutih metala, izmjerene su više koncentracije MDA (jetra, bubreg) u odnosu na mišiće. Uočeno je da je korelacija koncentracije MDA sa koncentracijama teških metala u tkivima mladih životinja (1 do 3 godine starosti) veća u odnosu na tkiva starih životinja (5 do 6 godina). Dokazana je statistički značajna povezanost koncentracije MDA sa koncentracijama kadmija u burezima svih divljih svinja i sa koncentracijama olova  u bubrezima mladih divljih svinja. Što se tiče higijenske ispravnosti mišićnog tkiva divljih svinja, u petini uzoraka koncentracije olova i kadmija su bile iznad koncentracija propisanih Pravilnikom. U polovini uzoraka jetre su utvrđene koncentracije kadmija iznad propisanih Pravilnikom, dok je koncentracija olova u petini uzoraka bila iznad najviše dopuštene količine (NDK). U svim uzorcima bubrega utvrđene su koncentracije kadmija iznad najviše dopuštene količine Pravilnikom, dok je koncentracija olova u samo dva uzorka bila iznad NDK.
Ključne riječi: kadmij, olovo, živa, malondialdehid, oksidacijski stres
MALONDIALDEHYDE and heavy metal (Cadmium, lead and mercury) concentrations in tissues of wild boar from lowland Croatia

Martina Prišć

___________________________________________________________________________

Summary:

The main goal of this paper was to report the levels of cadmium, lead, mercury and malondialdehyde (MDA) in kidney, liver and muscle tissues of wild boar. The cadmium concentration level was at its highest in kidneys, the highest lead and MDA concentration level was found in liver, and mercury concentration levels were relatively low in all tissues.  The results of cadmium concentration levels  in tissues taken from wild boar living in Croatia were considered much higher than results of similar wild boar studies in European countries; lead concentration levels were approximatelly similar, whereas mercury concentration levels  were significantly lower. In tissues with higher residue of tested elements, these being livers and  kidneys, higher concentration levels of MDA were found. The correlation of MDA and heavy metal concentrations  was higher in young animal tissues (one to three years of age) in comparison with tissues of older animals (five to six years of age). Correlations between cadmium concentration levels and MDA concentration levels in both liver and kidneys were traced, and even higher correlation between lead and MDA concentration levels in kidneys. The level of lead and cadmium concentrations exceed values prescribed by the official regulations in one fifth of muscle samples taken from wild boar. However, the cadmium concentration in liver exceeded the prescribed values in one half of all samples, while lead concentrations were higher than allowed by regulations in one fifth of samples. The cadmium levels were above the regulated concentration in all the kindey samples, while the lead concentration were above the prescribed values in only two samples.
Key words: cadmium, mercury, lead, malondialdehyde, oxidative stress
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