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SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Usporedivanje motorickih, kognitivnih i jezi€nih sposobnosti
djece u dobi od 18 mjeseci koja su intrauterino bila izloZena niskim koncentracijama
metil-Zive te analiziranje razlika s obzirom na spol i koncentraciju metil-Zive u krvi
pupkovine. Analiziranje povezanosti veliCina ciljanih struktura mozga djece u
novorodenackoj dobi s definiranim neuropsihologijskim ishodom u dobi od 18
mjeseci. Utvrdivanje povezanosti prehrambenih navika trudnica, s naglaskom na
namirnice morskog porijekla, i neurorazvojnog ishoda njihove djece u dobi od 18
mjeseci. Usporedivanje antropometrijskih mjera novorodencadi (rodna duljina i
masa, opseg glave) i analiza razlika s obzirom na spol i koncentraciju metil-zive u
krvi pupkovine. Utvrdivanje utjecaja profesionalne izloZenosti majki na koncentraciju

ukupne metil-Zive u krvi pupkovine

Ispitanici i metode: U istraZivanje je bilo uklju¢eno 205 trudnica i njihove djece u
novorodenackoj dobi te u dobi od 18 mjeseci. Koncentracija ukupne Zive u krvi
pupkovine izmjerena je u 198 ispitanica, a metil zive u njih 47. U analizi rezultata
koncentracija ukupne Zive u krvi pupkovine koristila se kao pokazatelj razine
izlozenosti djece metil-zivi. TreCeg dana poslije poroda provedena je
transfontanelarna neurosonografija kojom su se mijerile ciljane strukture mozga
novorodencadi. Mjesec dana nakon poroda majke su ispunile upitnik glede
sociodemografskih uvjeta, dojenja djece, prehrambenih navika tijekom trudnoce i
profesionalne izloZenosti pojedinim tvarima koje sadrze zivu i metil Zivu (boje,
bifenili, amalgami itd.) tijekom proteklih 5 godina. Nakon 18 mijeseci od poroda

provela se Bayley lll neurorazvojna procjena 168 djece kojom su se evaluirale



motoriCke, kognitivne te jeziCne vjesStine svakog djeteta. Populaciju djece podijelili
smo u 4 kvartilne skupine s obzirom na koncentraciju metil-zive u krvi pupkovine te

usporedivali njihove neurorazvojne karekteristike.

Rezultati: Medijan (prosje¢na vrijednost) koncentracije ukupne zive u krvi pupkovine
istraZivane skupine iznosila je 2,98 ng/g uz interkvartilni raspon 1,41-5,61 ng/g.
UocCena je negativha korelacija izmedu koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine i
pod-ocjene fine motorike (rho= -0,22, p=0,01). UoCeno je da djeca viSih kvartila
koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine imaju statisticki zna€ajno sniZzenje pod-
ocjena fine motorike u odnosu na djecu 1. kvartile (2. kvartila - 1.24, p=0,03; 3.
kvartila - 1.28, p=0,03; 4. kvartila - 1.45, p=0,01), dok razlike izmedu djece 2. i 3.
kvartile te 3. i 4. kvartile nisu statistiCki znacajne. UoCena je i pozitivha korelacija
izmedu duljine malog mozga i pod-ocjene fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci
(rho=0,18, p=0,05). S porastom duljine malog mozga za 1 mm prisutan je porast od
0,1 boda pod-ocjene fine motorike. Nije nadena statistiCki znacajna razlika
koncentracija metil-Zzive u krvi pupkovine izmedu muske i Zenske djece promatrane
kohorte (p=0,38). Intrauterina izlozenost niskoj koncentraciji metil-Zive nije kod djece
u dobi od 18 mjeseci dovela do novih neurorazvojnih razlika izmedu djece muskog i
Zenskog spola. Nije utvrdena korelacija izmedu prehrambenih navika trudnica, s
naglaskom na namirnice morskog porijekla, i neurorazvojnog ishoda njihove djece u
dobi od 18 mjeseci. Nije dobivena statisticki znacCajna korelacija izmedu
koncentracije metil-zive u krvi pupkovine i antropometrijskih karakteristika
novorodencadi. Nema statistiCki znacCajne razlike u koncentraciji metil-zive u krvi
pupkovine majki koje su profesionalno bile izlozene Zivinim tvarima, u odnosu na one

koje to nije karakteriziralo.

\



Zakljuéci: U naSem istrazivanju je dokazano da intrauterina izlozenost metil-Zivi je
povezana s promjenama u duljini malog mozga novorodencadi koje su povezane s

promjenama u finoj motorici djece u dobi od 18 mjeseci.

Kljuéne rijeci: Bayley lll; krv pupkovine; metil-Ziva; mozak; neurorazvoj; pracenje.
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SUMMARY

The impact of the intrauterine exposure to methyl-mercury on development of

children at age of 18 month

Objectives: To compare motor, cognitive and verbal characteristics in children age
18 months that were prenatally exposed to low-level methyl-mercury, and to analyze
the eventual differences in these characteristics in relation to gender and cord blood
methyl-mercury concentration. To determine the correlation between particular brain
structures' dimensions measured during the newborn's age and neuropsychological
outcome at the age of 18 months. To determine the correlation between maternal
diet, particularly sea-food consumption, and the neurodevelopmental outcome at the
age of 18 months. To compare anthropometrics of the newborn’s (birth length and
weight, head circumference), and correlate the differences regarding the gender and
cord blood methyl-mercury concentration. To determine the influence of maternal

occupational exposure on cord blood methyl-mercury concentration.

Patients and methods: 205 pregnant women and their children (evaluated in the
newborn's age and at the age of 18 months) were included in the study. Cord blood
total mercury concentration has been measured in 198 of examinees, whilst the cord
blood methyl-mercury concentration has been measured in 47 examinees. Cord
blood total mercury concentration has been used to determine the level of prenatal
exposure to methyl-mercury. On the third postnatal day brain ultrasonography has
been preformed to all newborns and particular brain structures' dimensions have
been measured. One month after the delivery, mothers are asked to complete the
questionnaire regarding socioeconomic factors, breastfeeding of their infants, dietary

habits during pregnancy, and the eventual professional exposure to particular

Vil



mercury and methyl-mercury containing agents (colors, biphenyls, amalgams, etc.)
during the last 5 years. Bayley Il neurodevelopmental assessment of motor,
cognitive and verbal skills has been conducted on 168 children. Regarding the cord
blood methyl-mercury concentration, children were divided in 4 quartile groups. Their

neurodevelopmental characteristics have been compared.

Results: The cord blood methyl-mercury concentration median and inter-quartile
range was 2,98 ng/g (1,41-5,61 ng/g). There was no statistically significant difference
in cord blood methyl-mercury concentrations between male and female children
(p=0,38). There was a negative correlation between cord blood methyl-mercury
concentration and certain fine motor skills (rho= -0,22, p=0,01). It is evident that
children grouped in 2., 3., and 4. quartile have statistically significant lower fine motor
skills assessment related to those grouped in 1. quartile (2. kvartila - 1.24, p=0,03; 3.
kvartila - 1.28, p=0,03; 4. kvartila - 1.45, p=0,01). The differences in fine motor skills
assessments between children in 2. and 3., and 3. and 4. quartile are not statistically
significant. There was a positive correlation between the length of cerebellum and
fine motor skills in children age 18 months. (rho=0,18, p=0,05). With the enlargement
of length of cerebellum for 1 mm, there was an 0,1 increase of fine motor skills
assessment. Prenatal exposure to low-level of methyl-mercury did not result with
new differences in neurodevelopmental outcomes between genders. There was no
correlation between maternal dietary habits (particularly sea-food consumption) and
neurodevelopmental outcome of their children at the age of 18 months. There was
no statistically significant correlation between cord blood methyl-mercury
concentration and anthropometrics of the newborns. There are no statistically

significant differences in cord blood methyl-mercury concentrations in mother with



occupational exposure to mercury in relation to those without the occupational
exposure.
Conclusion: Intrauterine exposure to methyl-mercury is associated with alterations

in the length of cerebellum in newborns and fine motor skills at the age of 18 months.

Key words: Bayley Ill; brain; cord blood; follow-up, methyl-mercury;

neurodevelopment.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA



1.1. ZIVA — OSNOVNE KARAKTERISTIKE

Elementarna Ziva je na sobnoj temperaturi srebrnobijeli, teku¢i metal. Kemijska
oznaka joj potjeCe od latinske rijeci ,hydrargyrum®, §to znaci tekuée srebro. Poznata
je od antiCkih vremena u kulturama Kineza i Hindusa, a nadena je i u egipatskim
grobnicama od 1500 godina p.n.e. U prirodi se najceSce nalazi u obliku glavne rude,
cinabarita (HgS), iz koje se dobiva metal grijanjem u struji zraka ili u prisutnosti
Zeljezne pilovine ili vapna. Ziva je fluidna tekuéina i ima veliku povr§insku napetost
pa lako formira kuglaste kapi. LoSe provodi toplinu i elektriCnu struju, a stabilna je na
zraku. Ne reagira s luzinama, kao ni s vecinom kiselina. Pri sobnoj temperaturi
isparava vrlo polagano. Zivine pare su jako toksiéne i udisanjem mogu dovesti do
trovanja. U spojevima je Ziva jednovalentna ili dvovalentna, a svi njeni spojevi su
otrovni, posebice metil-Ziva (1,2). Ziva utje¢e na sredi$nji Zivéani sustav i teratogena
je (1,3). U industriji sluzi za punjenje barometara i termometara, za dobivanje zlata i
srebra, koristi se za zivine lampe, kao katalizator te herbicid, pesticid, antiseptik i
deficijens. Tekuca ZzZiva otapa brojne metale stvarajuéi legure koje se nazivaju

amalgami. Amalgam srebra se prije €esto koristio u stomatologiji za izradu plombi, a

danas gubi na znacaju (1,2,3).

Prvi je put toksiCki uCinak zive opisan krajem 19. stolje¢a kada je, nakon incidenta u
kemijskom laboratoriju, Edwards opisao klinicki sindrom koji se nije mogao povezati
niti s jednom poznatom boleS¢u. KliniCka slika je ukljuCivala senzorne ispade

distalnih dijelova ekstremiteta, lica, ispade vida, gluhocu, ataksiju i dizartriju.

Kljuéni marker izloZzenosti i neurotoksiCnosti zive (metil-zive) jest njezina

koncentracija u srediSnjem ziv€anom sustavu. U krvi i drugim tkivima ona se veze sa



sulfhidrilnim skupinama, a krvnomozdanu barijeru prolazi uz pomo¢ nosaca
aminokiselina te se akumulira u mozgu (4). Sporo napusta tijelo i prosje¢no joj
vrijeme poluraspada u organizmu iznosi 50 dana. |z tijela se uglavnom izluCuje

stolicom i mokracom (5).

1.2. IZLOZENOST ZIVI | METIL-ZIVI

Ziva se zbog svoje velike gustoée klasificira kao teski metal koji se javlja u tri oblika:
elementarna Ziva (poznata kao metalna Ziva), anorganski spojevi Zive (prvenstveno
zivin-klorid) i organska ziva (metil-Ziva, etil-ziva). IzloZzenost svim navedenim oblicima
zive rezultira opc¢im i/ili specificnim toksi¢nim ucincima u djece i odraslih. |zloZenost
zivi ostvaruje se u okoliSu te uslijed profesionalne izloZenosti. Djeca su posebno
osjetljiva na trovanje zivom jer ono moze dovesti do oSteCenja srediSnjeg ziv€anog
sustava tijekom njegovog razvoja, kao i do plu¢nih i bubreznih ostecenja. lzloZzenost
metil-zivi, kao najraSirenijem obliku zive, ostvaruje se prvenstveno putem unosa
kontaminirane hrane ribljeg porijekla. 1zloZenost etil-zivi povezuje se takoder s
kontroverznim djedjim cjepivima i konzervansom timerosalom. Isparavanja
elementarne Zive dogadaju se tijekom profesionalnog rada i ritualnih obreda (1,6,7).
Trovanja anorganskom zivom zabiljeZena su prilikom uporaba krema za koZu na bazi
zive ili djecjih pudera za rast zuba te kao posljedica uporabe zubnih amalgama (2,

8).

1.2.1. Intrauterina izlozenost
Riba i druge namirnice morskog porijekla zna€ajan su dio zdrave prehrane svakog
Covjeka. Konzumacija ribe posebno je vazna za prehranu trudnica jer riba sadrZi

visoku koncentraciju omega-3-polinezasi¢enih masnih kiselina te zeljezo i



bjelan€evine koji su iznimno vazni za razvoj mozga fetusa (9,10,11). Osnovni
nedostatak takve prehrane u trudnica jest unos metil-Zive koja u visokim

koncentracijama moze dovesti do razvojnih promjena nerodenog djeteta (12).

Elementarna i ionizirana Ziva ispustaju se u okoli$ uslijed prirodnih procesa, kao sto
su vulkanske erupcije, te uslijed ljudskog djelovanja poput izgaranja ugliena za
dobivanje energije ili otpustanja medicinskog i drugog otpada bogatog Zivom (6). Ova
anorganska Ziva deponira se u moru i kopnenim vodama gdje se organificira
procesom metilacije od strane fitoplanktona i sulfat-reducirajucih bakterija u vodenom
sedimentu. Putem navedenih organizama metil-Ziva se lako unosi u vec¢e vodene
organizme u kojima se bioakumulira i biomagnificira. Ovaj je proces to dominantniji
Sto je pojedini organizam viSi u prehrambenom lancu. Budu¢i da ribe imaju
ograniCenu sposobnost odstranjivanja metil-zive iz tijela, ona se u najviSim

morskog psa, sabljarke i tune (6).

U ljudi se 90 do 100% metil-Zive apsorbira putem probavnog trakta jer ovdje ona
ulazi u krvotok i rasporeduje se po tijelu. U trudnica metil-Ziva prolazi posteljicu te se
nakuplja u fetalnoj krvi i mozgu te drugim tkivima nerodenog djeteta (4,5). Ziva ulazi
u mozak u metiliranom obliku i kao takva se akumulira, dok se u drugim tkivima
(jetra, bubrezi) demetilira i akumulira u anorganskom obliku. (4,5). U stru¢noj su
literaturi opisani mnogobrojni sluCajevi intrauterine izlozenosti metil-Zivi, kao i

posljedice iste (13,14,15).



1.2.2. Postnatalna izlozenost

Zadnjih desetlje¢a raste svijest o porastu rizika za postnatalnu izlozenost djece
toksickim metalima kao $to su zZiva, olovo, kadmij i arsen (16). Dok se u odraslih ljudi
izloZzenost takvim elementima u vecoj mjeri odrazava kao blazi poremecaj zdravlja,
toksikoloski utjecaji ovih elemenata na djecu znatno su tezi te pogadaju srediSnje
ziv€evlje u razvoju i imaju utjecaj na neurorazvoj djece (17). Trovanje metil-zivom
tijekom postnatalnog razvoja ostvaruje se prvenstveno putem majcinog mlijeka
bogatog metil-Zivom te unosom namirnicama morskog porijekla (18). Za razliku od
intrauterine izloZzenosti metil-Zivi koja uzrokuje difuzne promjene mozga, izlozenost
odraslih metil-zivi ¢eS¢e ima za posljedicu fokalne promjene vizualnog korteksa,
motornog podrucja te malog mozga (16,19). Rana postnatalna izloZzenost djece
dovodi pak do patoloskih nalaza na mozgu koji su blizi nalazima dobivenima kod
prenatalne izloZenosti, dok promjene ponasanja izrazito variraju ovisno o dobi u kojoj
su djeca bila izloZzena (16,19). Jednako tako, klini¢ke slike djece koja su intrauterino
bila izlozena visokoj koncentraciji metil-Zive pokazuju ozbiljne kognitivhe i motorne
deficite, konvulzije i mikrocefaliju, dok one odraslih ljudi koji su bili izloZeni ovom
utjecaju, bilieze promjene u obliku parestezija, oSteCenja vida i ataksije koje
impliciraju fokalne promjene mozga. IzloZzenost metil-Zivi tijekom ranog djetinjstva
dovodi do klinickih manifestacija koje su manje izrazene, ali ukljuCuju motorne i
kognitivne deficite (20). Opisan je tek manji broj sluCajeva djece koja su bila
postnatalno izlozena metil-zivi. Medu navedenim studijama joS je maniji broj onih koji
povezuju prehranu djece namirnicama morskog porijekla s izlozenoS¢u metil-Zivi, kao
Sto je to bio slucaj u Japanu, u zaljevima Minamata i Niiagata. U literaturi je takoder
opisano tek nekoliko slucajeva klinicki uocenih promjena kod djece koje su bile

povezane s konzumacijom Zita tretiranog metil-zivom (20,21,22). Zabiljezen je slucaj



obitelji koja se u Novom Meksiku hranila svinjom koja je unosila sjemenje zitarica
tretiranih metil-zivom. Od Cetvero djece u obitelji, dvoje je u dobi od 8 i 13 godina
imalo ozbiljna neuroloSka osteéenja (kognitivhe ispade, koreoatetozu, konvulzije i

kvadriparezu) dok drugo dvoje u dobi od 9 i 16 godina nije imalo simptome (23).

1.2.3. Profesionalna izlozenost

Do profesionalnog trovanja zivom dolazi udisanjem Zivinih para i prasine sa
sadrzajem zive. Ovakvo je trovanje moguce u rudnicima i topionicama Zivine rude,
energetskim i industrijskim postrojenjima, prilikom izrade mjernog i laboratorijskog
pribora, pri razliCitim amalgamiranjima, kao i kod proizvodnje Zarulja i rasvjetnih tijela.
Profesionalna trovanja zivom pretezno su kroni€nog tijeka, a karakteriziraju ih
simptomi srediSnjeg ziv€anog sustava u obliku opc¢e slabosti i tremora koje prate i
psihiCke promjene (izmjene uzbudenja i razdraZzljivosti, svadljivost, gubitak kontrole
nad ponasanjem) (19,24). Akutno trovanje udisanjem Zivinih para osteéuje disni
sustav s razvojem akutne intersticijske pneumonije, bronhitisa i bronhiolitisa. Buduci
da se Ziva izlu€uje i mokracom, ona ostecuje stanice proksimalnih zavijenih tubula s
popratnom proteinurijom i nefrotskim sindromom. U Zena je zabiljezena veca
sklonost trovanju zivom, a naglasavaju se i moguce posljedice za plod u trudnica
(25). Danas postoje zdravstvene preporuke prema kojima je Zivu, gdjegod je
moguce, potrebno odstraniti iz proizvodnje i zamijeniti drugim, manje toksicnim ili
netoksi¢nim supstancama. U slu€ajevima gdje to nije moguce, moraju se poduzimati

stroge mjere higijensko-tehnicke zastite.



1.2.4. Trovanja zivom

Prvi opis kongenitalnog oblika trovanja metil-zivom dali su 1952. godine Englesen i
Herner koji su opisali sluCaj Svedske obitelji koja je u svojoj prehrani koristila Zito
tretirano metil-zivom (21). Dojence u dobi od 9 mjeseci i njegova trudna majka hranili
su se kukuruznom krupicom (palentom) od zagadenog zita. Nakon poroda drugog
djeteta oboje je djece razvilo mentalnu retardaciju uz teSke motoriCke ispade. Majka
nije imala simptoma. Ovaj je slu¢aj ukazao na to da je srediSnji ziv€ani sustav u
razvoju, uklju€ujuci fetalno doba, znacajnije osjetljiv na trovanje metil-Zivom nego
onaj u odraslih ljudi. Isti je slu€aj usporedno ukazao na posljedice kako intrauterine,

tako i postnatalne izloZzenosti metil-zivi (21) .

PocCetkom proslog stolje¢a u japanskoj regiji Minamata otvorena je tvornica kemijskih
spojeva, a u proizvodnji dijela kemikalija koriSteni su Zivini spojevi. Jedan od
nusprodukata bila je i metil-Ziva. Otpadni produkti tvornice otpustali su se u zaljev
Minamata te je ubrzo doSlo do promjene ekosustava. U periodu od 1955. do 1958.
godine u toj se regiji rodilo 220 novorodendadi od kojih je 13 razvilo teSke neurolosSke
simptome koji su kasnije definirani kao Minamata bolest (12,14). S obzirom na
pojavnost tegoba u djece, ali i ostalog stanovniStva koje se bavilo ribarstvom i hranilo
ribom, pretpostavilo se da je najvjerojatniji uzrok ovih promjena zagadenje zaljeva
teSkim metalom. Ovim je spoznajama dokazana toksiCnost metil-Zive, a opovrgnuto
je dotadasnje znanstveno uvjerenje prema kojem uteroplacentarna barijera Stiti fetus
od utjecaja metil-zive. Daljnja su istrazivanja pokazala da se neuroloSki ispadi u
djece mogu javiti i bez znacajnijih promjena u majki. U najvecem su broju slucajeva
kod djece u dobi od 6 mjeseci utvrdene nestabilnosti kontrole glave, konvulzije te

nemogucnost pracenja pogledom. Kasnije su uoCeni i poremecaji inteligencije,



primitivni refleksi, cerebelarni simptomi, problemi s napredovanjem na tezini i
nutricijom, disartrija, deformiteti ekstremiteta, hiperkineza, poremecaji fine motorike,
hipersalivacija, strabizam i piramidalni simptomi. Obdukcijski nalazi dvoje djece
dokazali su postojanje kongenitalnog oblika Minamata bolesti. UoCena je prisutnost
generalizirane atrofije i hipoplazija kore mozga, abnormalnost citoarhitektonike,
hipoplazija korpus kalozuma i dizmijelinizacija piramidnog trakta. U malom mozgu
prisutna je bila i hipoplazija te degeneracija slojeva granularnih stanica (14,26). U
odnosu na cerebralnu paralizu uzrokovanu drugim uzrocima, ovdje su se CeSce
javljala znacCajnija odstupanja u inteligenciji, cerebelarni simptomi, strabizam te
mikrocefalija. Nekoliko godina kasnije i sluzbeno je objavljena definicija Minamata
bolesti kao bolesti srediSnjeg ziv€evlja koju uzrokuje dugoro€na izloZzenost i trovanje

metil-Zivom putem hrane zagadene ovim teSkim metalom (14,26).

Nakon velikog incidenta trovanja u lraku 1970 - 1971.godine, pedijatar Amin-Zaki
prouCavao je utjecaj metil-zive kod 49 izloZzene djece. Na temelju osnovnih
neuroloSkih testova u razli¢itoj dobi Amin-Zaki uoCio je promjene jezi¢nog i
motoriCkog razvoja koje su javile uslijed intrauterine izloZenosti metil-Zivi (27). Kasniji
rezultati istraZivanja ukazali su da samo 1/5 doze odraslih izaziva simptome u djece

(28).

1.3. RAZINE IZLOZENOSTI METIL-ZIVI | BIOLOSKI UZORCI

U epidemioloskim studijama koje su se bavile izlozenoS¢u metil-Zivi i njezinim
utjecajima na razvoj djece najCeSce se koristila koncentracija metil-Zive u kosi majke
zbog jednostavnosti uzorkovanja te moguénosti procjene vremena izlaganja.
Medutim, koncentracija Zive i metil-Zive u krvi pupkovine u pravilu doseze i dvostruko

vecu koncentraciju od one koja je prisutna u majc€inoj krvi (29,30). Razlozi za to



pronadeni su u viSem afinitetu fetalnog hemoglobina i fetalnih albumina za metil-Zivu,
nizoj razini nosa¢a aminokiselina na fetalnoj strani posteljice zbog ¢ega se metil-ziva
akumulira u fetusu, visokoj propusnosti fetoplacentarne barijere za metil-zivu i sl. (4,
31). Upravo iz tog razloga, posljednja istrazivanja iz ovog podrucja ukazuju na to da
se prilikom procjene mogucih ucinaka zive i metil-zive na mozak u razvoju treba
koristiti koncentracija metil-Zive u krvi pupkovine Kkoja je najsnazniji pokazatelj
intrauterine izlozenosti (32). Pretpostavlja se takoder da je odabir bioloskog uzorka

izuzetno vazan u donoSenju zaklju€aka vazanih uz odgodenu neurotoksicnost Zive.

Ne postoji usuglasena definicija oko toga koja bi koncentracija ukupne Zive i metil-
Zive u bioloSkim uzorcima trebala predstavijati jasnu razdjelnu crtu izmedu
koncentracije niske i visoke izloZzenosti. Prema zadnjim podacima iz dostupne
literature, referentna doza metil-Zive koja se smatra neskodljivom iznosi 1,6 ug po
kilogramu tjelesne tezine na dan. Ova doza odgovara koncentraciji metil-Zive u kosi
nesto vecoj od 1 ug/g, odnosno unosu sadrzaja jedne do dvije limenke tune tjedno.
Na temelju dosada$njih istrazivanja i usporedbi rezultata iz vise studija (meta-
analiza) pretpostavlja se da koli€¢ine metil-zive u krvi pupkovine manje od 0,75 ugl/l

(0,71 ng/g) ne izazivaju neurorazvojna odstupanja (29).

1.4. ODGODENA NEUROTOKSICNOST METIL-ZIVE

Jedna od najznacajnih karakteristika metil-zive je odgodena neurotoksicnost. U
povijesti se nerijetko deSavalo da se, unatoC karakteristiCcnim siptomima trovanja,
teSko postavljala dijagnoza zbog vremena latencije u trajanju od nekoliko tjedana pa i
godina prije javljanja prvih tegoba uzrokovanih izlaganjem metil-zivi (33). Na

animalnim i humanim modelima opisano je odgodeno neurotoksicno djelovanje metil-



zive (15). Ono podrazumijeva sposobnost pojedinog Cimbenika da ostvari
neurotoksicnost godinama nakon prestanka same izlozenosti. To se objasnjava prije
svega Cinjenicom da se razvoj pojedine funkcije mozga dogada odgodeno i/ili da
postoji odredena neuronska plasticnost srediSnjeg ZivCevlja koja kroz neko vrijeme
kompenzira manifestacije  patoloSkih promjena mozga (34). Odgodena
neurotoksiCnost metil-zive, koja ishodiste ima u intrauterinoj izloZzenosti fetusa,
odnosno prehrani, mozZze se manifestirati poremecajima neurorazvoja novorodencadi i
djece (3,9,11,13,14,18,20). Vazna spoznaja o odgodenoj neurotoksi¢nosti Zive dobila
se 1972. godine kada se na eksperimentalnim Zivotinjama (Stakorima) uocilo da su
nakon izlaganja Zivi u ranom razvoju, odstupanja u ponaSanju pokazivali puno

kasnije (35). Eksperimentalni rezultati pokazali su tada po prvi puta da je mozak u

1.4.1. Intrauterini razvoj mozga i utjecaj metil-zive

Neuroni se stvaraju od trenutka koncepcije do kraja druge godine Zivota djeteta (36).
Metil-Ziva tijekom trudnoce prelazi postelji€nu barijeru i akumulira se u tkivima fetusa.
Tijekom intrauterinog i postnatalnog razvoja ziv€ani sustav se mijenja te time biva
sastoji se od nekoliko procesa: proliferacije, migracije, diferencijacije i sinaptogeneze.
Tijekom procesa proliferacije razni antimitotski agensi mogu dovesti do njenih
poremecaja kao $to je to slucaj i s metil-zivom (37,38). Migracija neurona dogada se
iz ventrikularne zone i germinativnin centara  radijalno u neurokorteks, a
tangencijalno u ostalim podru¢jima mozga (39). Karakteristike samih stanica i
vanstaniCni matriks te proces migracije definiraju konacni izgled diferenciranih

struktura mozga. Poremecaj proliferacije utjeCe na proces migracije kao Sto i

10



promjene migracije modificiraju proliferaciju. Za metil-Zzivu je u humanim i animalnim
modelima dokazano da nepovoljno utje€e i na migraciju i na proliferaciju (40)
Diferencijacija nezrelih neurona predstavlja proces definiranja kona¢nog vanjskog
izgleda stanica i njihovih buduéih funkcija. Te se stanice pripremaju za migraciju u
kortikalne zone te je potom moguce razlikovanje neurona od glija stanica (34).
Poremecaiji proliferacije i migracije mijenjaju i diferencijaciju neurona. Sinaptogeneza
je daljnji proces u sazrijevanju ziv€anih struktura i sastoji se od morfoloSkih i
kemijskih promjena membrana stanica koje sudjeluju u stvaranju same sinapse.
FizioloSko-kemijska kompatibilnost pre- i post-sinaptickin elemenata, odgovarajuci
vremenski faktor te iskljuivanje neadekvatnih veza izmedu stanica kljuCni su za
sazrijevanje sinaptiCke veze. Metil-ziva i neke druge tvari pogadaju jedan ili viSe
navedenih faktora te time nepovoljno utjeCu na sinaptogenezu $to je pokazalo
istraZivanje na novorodencadi Stakora. (34,41,42). Proces apoptoze, odnosno
programiranje stanicnih smrti vazno je za kvalitetan razvoj srediSnjeg ZivCevlja jer
utjeCe na ukupni broj stanica i njihovu povezanost. Metil-Ziva moze modificirati i taj

proces (43).

1.4.2. Postnatalni razvoj mozga i utjecaj metil-zive

Znacajni porast mase mozga i opsega glave poslije poroda povezan je s anatomskim
i fizioloSkim promjenama koje se dogadaju kontinuirano od poroda do adolescencije,
ali i kasnije (41,44). Svi neuroni korteksa razvijaju se iz germinativnog matriksa uz
ventrikule prije poroda i potom migriraju na njihove konacne lokuse u cerebralnom
korteksu prije razvijanja medusobnih veza. Neuroni cerebeluma razvijaju se poslije
poroda. U vrijeme poroda dio kortikalnih neurona jo$ uvijek migrira i mnogi joS ne

zapoc€inju sa sazrijevanjem ili diferencijacijom. Oni koji su dosegli svoju konacnu
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poziciju joS uvijek razvijaju i Sire aksone i dendrite te formiraju sinapse. Daljnje
sazrijevanje mozga jest kontinuiran postnatalni proces koji traje godinama nakon
poroda i manifestira se razvojem nebrojenih neuronskih veza. Sinapse se pocinju
stvarati u treCem trimestru i razvijaju se aktivno tijekom prve dvije godine Zivota.
Maksimalan broj sinapsi postize se u dobi od 2 godine i postepeno se reducira (do
adolescencije gotovo 40%). Mijelinizacija je minimalna na porodu i nastavlja se do
odrasle dobi. Brojni neurotransmiteri prezentiraju se razliCitim razvojem u mozgu i
nekima se taj proces nastavlja poslije poroda (41). KrvnomozZdana barijera poprima
konacan oblik tek po porodu (16). Znacajan se broj kortikalnih neurona prezentira
apoptozom po porodu, ali faktori koji odreduju koji ¢e neuroni umrijeti i koje ce
sinapse biti zadrzane su joS nepoznati. Neurotoksini, ukljuCujuci metil-zivu, znacajno

utjeCu na sve ove procese (45).

1.4.3. Antropometrijske mjere novorodencadi i utjecaj metil-zive

Prehrana ribom tijekom trudno¢e ima svojih negativnih i pozitivnin uCinaka na
novorodence. Naime, riba sadrzi vece koli€ine polinezasi¢enih masnih kiselina koje
su esencijalne za fetalni fizicki i neuroloSki razvoj. Uz pogodovanje
transplacentalnom protoku te samom porodu, polinezasicene masne kiseline su
povezane i s fetalnim rastom te pogoduju produljenju gestacije (46). U literaturi je
opisana pozitivna i negativha povezanost izmedu prehrane namirnicama ribljeg
porijekla i rodne duljine djece (47,48). U studiji Ramodna i suradnika iz 2009. godine
zabiljeZeno je da je poviSena koncentracija ukupne Zive u krvi pupkovine povezana
sa snizenom rodnom masom te kod nesto nizih vrijednosti, i sa snizenom rodnom
duljinom. Jednako tako, povecan unos tune iz limenki se povezao s ve¢com rodnom

masom i sniZzenim rizikom radanja djece niske rodne mase za dob (49). U Danskoj je

12



skupina istrazivaCa dokazala da prehrana trudnica bogata velikom, masnom ribom
poput sabljarke i tune moze dovesti do povecanog rizika radanja djece rodne mase
ispod 10. centile za dob te sniZzene rodne duljine (50,51). U studiji s Farskih otoka
poviSena koncentracija zive u krvi pupkovine povezana je s povecanjem rodne mase

(52). Ipak, takvi se rezultati objasnjavaju prisutstvom vecih koliina razliCitih

vvvvv

1.5. MEHANIZMI UTJECAJA METIL-ZIVE NA MOZAK U RAZVOJU

Pretpostavlja se da postoji nekolicina mehanizama kojima metil-Ziva utjeCe na mozak
u razvoju. Ona pokre¢e promjene u mikrotubulima, uzrokuje oksidativna o$tecenja
neurona, mijenja neuronsku i glijalnu homeostazu kalcija i potiCe glutamatergiCku
neurotransmisiju (53). UCinci promijenjenih mikrotubula na mitozu, migraciju i
kortikalnu organizaciju neurona posebno su znacajni intrauterino, ali se posljedice
produbljuju i postnatalno (45,54,55,56). Jednim se od moguc¢ih mehanizama
toksiCnosti metil-zive smatra oksidativni stres. Apoptoza i nekroza su dva osnovna
oblika stani¢ne smrti koja su opisana u zivéanom sustavu. Oksidativni stres moze
uzrokovati oba oblika ovisno o intenzitetu i trajanju nepovoljnih zbivanja. U literaturi
su opisani unutarstani¢ni putevi aktivirani oksidativnim stresom u diferenciranih
neurona kao Sto su cerebelarne granularne stanice i stanice mozdanog debla.
Intrauterina izlozenost metil-Zivi izaziva povecanu osjetljivost neurona na utjecaje
oksidativnog stresa (57). Kriticna mjesta oksidativnog stresa su mitohondriji.
Aktivnost kompleksa Il (sukcinat-koenzim Q reduktaza) koji sudjeluje u ciklusu
limunske kiseline, u mitohondrijima malog mozga znaCajno opada po izlozenosti
metil-Zivi dok otpustanje citokroma C (kompleks V) raste. Takvi rezultati sugeriraju

da metil-Ziva uzrokuje mitohondrijsku disfunkciju neurona (58). Jednako tako se
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javlja i aktiviranje raznih kinaza, stres proteina i drugih genski posredovanih stani¢nih
oStecenja. Ova zbivanja karakteriziraju ranu fazu intoksikacije metil-zivom (59).

Kemijski gledano, metil-Ziva ima visok afinitet za sulfhidrilnu skupinu na proteinima i
glutationu. Kad se stvori kompleks s navedenim tvarima, razvijaju se anaboliCki
procesi te se mijenja sinteza proteina (60,61,62). Inaktivacijom sulfhidrilnih enzima
metil-Ziva moze interferirati sa stani¢nim metabolizmom i funkcijama. Ona takoder
katalizira stvaranje viSka reaktivnih kisikovih radikala, a regionalna raspodjela njihove
aktivnosti dovodi do poznatih neuropatoloskih promjena (60). UoCeni su takoder
nepovoljni u€inci metil-zive na sintezu fetalnog DNA astrocita, kao i na rast neurona
(63). Svi navedeni patoloSki procesi zapoc€inju intrauterino, ali se nastavljaju i
postnatalno. lpak, veliki broj razvojnih promjena mozga koje su bile uoCene kod
prenatalne izloZzenosti metil-Zivi, nisu uoCene kod postanalne ili infantilne izloZenosti.
To ukljuCuje prisutstvo tijela ziv€anih stanica u srzi mozga, stupiCasto grupiranje
Ziv€anih stanica u kori mozga, abnormalnu citoarhitekturu ziv€anih stanica u Kori

velikog i malog mozga, kao i displaziju neurona s oslabljenom mijelinizacijom (64).

1.6. EKSPERIMENTALNI MODELI NEUROTOKSICNOSTI METIL-ZIVE

Prva fatalna trovanja Covjeka metil-zivom potaknula su eksperimentalna istraZzivanja
utjecaja metil-zive na Zivotinje (Stakori, psi, macke, zeCevi, majmuni). Takve studije
mogu ponuditi  nuznu kontrolu uvjeta, definirati mehanizme djelovanja
neurotoksikanta i okarakterizirati funkcionalne posljedice izloZzenosti niskim dozama
pojedine tvari. Osnovna prednost tih studija jest ta Sto se u njima kontroliraju faktori
toksi¢nosti, ukljuCujuci prehranu i druge faktore izloZzenosti eksperimentalne Zivotinje,

kao i doza izlozenosti, trajanje i vremenski period izloZenosti.
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U eksperimentima na Zivotinjama o toksichom utjecaju metil-zZive pokazali su se
simptomi jednaki onima u ljudi, kao Sto su progrediraju¢a paraliza pridruzena
problemima kretanja, tremor, sljepo¢a, poremecaji sluha (65,66). 1954. godine
Hunter i Russel dokazali su takoder postojanje lezija mozga koje su odgovarale
klinickim manifestacijama. ToksikoloSka istrazivanja zadnjih desetlje¢a bavila su se
identificiranjem toksi¢kih mehanizama i pojedinih perioda povecane osjetljivosti
mozga u razvoju (67). Provedeno je viSe istraZzivanja na mackama i miSevima u
kojima se dokazalo oSte¢enje mozga fetusa peroralnim unosom metil-Zive (68,69).
Tim istrazivanjima evaluirali su se i utjecaji prenatalne izlozenosti niskim
koncentracijama elementarne Zive i metil-Zive na neurobihevioralnu funkciju miseva.
Iz eksperimenata se dalo zakljuCiti da izloZzenost metil-zivi ima znacajniji utjecaj na
neurobihevioralnu funkciju od izlozenosti elementarnoj zivi (70). U jednom se
istraZivanju na S&takorima pokuSalo definirati moze |li oponaSanje prehrane
namirnicama ribljeg porijekla rezultirati primjetnim nuspojavama te mogu li povoljni
nutritijenti iz ribe napraviti protutezu Stetnim utjecajima metil-zive. Nakon 2 mjeseca
unosa namirnica ribljeg porijekla uocili su se ucinci kao $to su smanjen tjelesni rast,
promijenjene bihevioralne karakteristike te poviSsena razina anksioznosti i snizenje
koncentracije dopamina u hipotalamusu i striatumu (45).

Na stanicnom je nivou uoCeno da se tijekom produljene izloZzenosti niskoj
koncentraciji metil-zive reduciraju natrijevi i kalcijevi ioni u membranskim kanalima
kulture stanica Sto dovodi do poremecaja ligandima posredovanih ionskih kanala

(71).

Predmet istrazivanja bio je i osnovni mehanizam neurotoksicnosti Zivinih spojeva na

razliCite stupnjeve razvoja miSa. Rezultati otkrivaju neurobihevioralne ispade
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(smanjenu lokomotornu aktivnost, ostecenje ravnoteze, slusne disfunkcije) koji
koreliraju s poveCanjem zivine akumulacije. Smatra se da promjena lipidne
peroksidacije, aktivnosti Na-K ATP-aze i nitro-oksida u mozdanom tkivu doprinosi
primjetnim neurobihevioralnim disfunkcijama i slusnim osteéenjima. Ovi su nalazi
to karakteristicno za odrasle jedinke (72). Jednako tako, na eksperimentalnim se
modelima uspjelo radioautografijom dokazati transplacentalni prijenos metil-Zive, a
1969. godine su Deshimaru i sur. dokazali i moguénost ostecenja mozga putem

prehrane maj€inim mlijekom.

MorfoloSka proucavanja potvrdila su ozbiljna oSteCenja neurona s naglaskom na
degenerativhe promjene granularnih i purkinjevih stanica, dok su promjene astrocita
bile joS$ izrazenije u smislu da ih je bilo izrazito malo, pogotovo oko stijenki krvnih zila.
Krvne Zile malog mozga pokazale su nezrelu morfologiju, slabiju diferencijaciju i
oslablijenu endotelijalnu funkciju te visoku permeabilnost za neke tvari. Ti nalazi
potvrduju hipotezu da bi oste¢enja neurona, koja se javljaju kao posljedica izloZenosti
metil-Zivi, mogla biti sekundarna u odnosu na astrocitne promjene povezane sa

smanjenom diferencijacijom i oslabljenom funkcijom krvno-moZzZdane barijere (73,74).

1.7. IZLOZENOST METIL-ZIVI | NEURORAZVOJNA ISPITIVANJA DJECE

Tijekom zadnjih desetljeCa na desetke objavljenih radova bavilo se prou€avanjem
povezanosti izlozenosti metil-zivi putem prehrane namirnicama ribljeg porijekla i
neurorazvoja djece. Ta su istrazivanja bila dodatno potaknuta sumnjom da postoji
ovisnost o dozi, odnosno da viSa koncentracija metil-Zive moze dovesti do ozbiljnijih

znakova bolesti.
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Najveéi znacaj imaju radovi i istrazivanja provedena na SejSelskim i Farskim otocima
na kojima prehrambene navike bogate hranom ribljeg porijekla pogoduju izloZzenosti
trudnica i fetusa. Studija provedena na uzorku od 1022 djece s Farskih otoka
zakljucila je da izlozenost niskim koncentracijama metil-Zive tijekom intrauterinog
razvoja dovodi do ispada nekoliko funkcija mozga u Skolske djece (smanjenje paznje,
jezika, verbalne memorije, motori¢ke brzine i vizualno-spacijalne funkcije) (75,76).
Nasuprot tome, velika studija u SejSelima nije pokazala takve rezultate (77). Naime,
koncentracije zive u kosi majki izmjerene 6 mjeseci nakon porodu pokazale su
negativnu korelaciju s kognitivnim, perciptivnim, jezi€¢nim i auditivhim ocjenama djece
u dobi od 5,5 godina. lako je statistiCka analiza ukazala na to da su dvije studije bile
u djelomi¢nom neslaganju zbog Sirokog raspona pouzdanosti, posljedicno su se
razvile znaCajne debate (78). Bez obzira na prividno neslaganje rezultata dviju
najvecih studija, sve tri najvece studije (Farski otoci, Novi Zeland, SejSeli) suglasne
su oko toga da postoji ,0 dozi ovisan u€inak metil-zive“ na razvoj mozga djece.

Kasnija longitudinalna istrazivanja u Japanu, Poljskoj i SAD-u poduprijela su
djelomi¢no zaklju¢ke studije na Farskim otocima (79,80,81,82). U Kanadi je
provedena studija na uzorku od 234 djece koja je ukazala na javljanje abnormalnih
tetivnih refleksa u djece onih majki kod kojih je zabiljezena poviSena koncentracija
Zive u kosi tijekom trudnoce (83). Ovi su nalazi sugerirali da i najmanje povecanje
izloZenosti metil-Zivi u okoliSu, odnosno putem prehrane namirnicama ribljeg porijekla
moze imati nepovoljne ucCinke na srediSnje Ziv€evlje u razvoju. Kohortna studija
provedena na Novom Zelandu potvrdila je usporen motoricki i mentalni razvoj djece
Cije su majke imale koncentraciju Zive u kosi iznad 6 pg/g (84). Studija provedena u
Brazilu nije pak potvrdila vezu izmedu odstupanja u neurorazvoju djece i njihove

izloZzenosti metil-zivi (85).
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1.8. MJERENJA NEURORAZVOJNOG ISHODA | METIL-ZIVA

Dijete je nezreli organizam koji raste i razvija se, a njegove se razvojne promjene
odrazavaju u anatomskim, histoloSkim, fizioloSkim, bikemijskim i psihiCkim
karakteristikama koje su medusobno ovisne i ispreplicu se. Procjena sazrijevanja
djeteta sastoji se od vrednovanja kako njegovih fizickih osobina, tako i dinamitkog
promatranja psihi¢kog statusa. Sazrijevanje se prou€ava s obzirom na vrijeme koje je
potrebno da se odredena karakteristika i/ili aktivnost djeteta pojavi. Unato¢
individualnim razlikama koje postoje u vremenu javljanja pojedinih aktivnosti u
razliCitih jedinki, dokazano je da postoji tendencija grupiranja oko jedne vremenske
toCke. Ta je toCka time postala normom, odnosno ona se uzima kao relativha mjera

odredene grupe i ne mora odgovarati mjeri neke druge skupine (86).

Sto je dijete mlade, to je je njegov odgovor na podrazaj nespecifiéniji, a bez fizioloske
zrelosti nema preduvjeta za pojavu bilo kojeg oblika ponaSanja djeteta. Ipak, vec¢ se u
ranoj dobi moze procjenjivati razvoj motorike, okulomotorike, govora, drustvenosti,
senzomotorne inteligencije te razvoj gledanja, dok se emocionalni razvoj utvrduje
indirektno putem razvoja drustvenosti. Stupanj razvoja djeteta podrazumijeva
nastajanje novog obrasca ponasanja karakteristicnog za odredenu dob. On je manje
vezan uz kronoloSku dob, a vrlo usko uz slijed pojedinih funkcija. Svi stupnjevi
razvoja se spajaju na taj nacin da karakteristike jedne dobi obavezno u sebi sadrze i
zaCetke dobi koja slijedi iza nje. Nijedan razvojni stupanj ne nastupa naglo i u
svakom razlikujemo proces nastajanja i uravnotezenja (87).

U dosadasnjim se istrazivanjima o intrauterinoj izlozenosti metil-zivi i njenom utjecaju
na razvoj djece mjerenje neurorazvojnog ishoda provodilo razliCitim testovima. U

prospektivnoj studiji provedenoj na SejSelima se kod djece u dobi od 6 godina
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provodio ,Denver Developmental Screening Test-Revised“ kojim su se mijerile
osobno-socijalne karakteristike, fina motorika i adaptivne jezi¢ne karakteristike.
Naknadno su rezultati testiranja dovedeni u pitanje zbog sumnje da izvodenje samog
testa nije bilo standardizirano (88,89). Nekoliko godina kasnije na istoj su populaciji
provedeni ,Boston naming test‘ i ,Beery-Buktenica Developmental Test of Visual
Motor Integration kojima su se provjeravale jezi¢ne sposobnosti i vizualno—motoricki
deficiti koji mogu utjecati na uc€enje te ponasanje djeteta. Primjenom ,Bayley Scales
of Infant Development , (BSID-Il) na SejSelima je kod djece u dobi od 39 mjeseci

prouc¢avan kognitivni, motoricki te jezi¢ni razvoj (89).

Prospektivna studija na Farskim otocima istrazivala je 917 djece u dobi od 7 godina
koja su intrauterino bila izloZzena metil-Zivi. KoriSteni su ,Wechsler Intelligence Scale
for children® (WISC-R) kojim se primarno vrednuje kognitivna sposobnost djeteta,
,Bender Visual Motor Gestalt test” (BVMGT) za vizualno-motori¢ku zrelost i ,Boston
Naming Test® (BNT) za utvrdivanje jeziCnih sposobnosti. Testovima su utvrdena
neurorazvojna odstupanja u jeziku, paznji i memoriji (52,75,90).

Studija pak provedena na Novom Zelandu koristila je ,Denver Developmental
Screening Test* (DM) kojim se procjenjivala gruba motorika, fina motorika, jezi¢ne
vjesStine te osobno-socijalne i vizualne karakteristike. Kontradiktorni rezultati dobiveni
testiranjem naknadno su se tumacili razlikama u dobi djece te razliCitom etniCkom
pripadnoS¢u sudionika. U dobi od 6 godina testiranja su ponovljena te su se pratili
uspjesi u Skoli, razvoj jezika, fina i gruba motoricka koordinacija, inteligencija i

socijalna prilagodba (91).
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U Poljskoj se pak provelo istrazivanje na dojen¢adi putem ,Bayley Scales of Infant
Development , (BSID-Il). Istrazivanje je pokazalo povezanost izmedu viSih
koncentracija metil-Zive i niZih ocjena neuro razvoja u domeni kognicije, motorike i

jezika (92).

Kod kohorte djece u SAD-u u dobi od 6 mjeseci, ocjene na ,Visual Recognition
Memory scores” pokazale su pozitivhu korelaciju s unosom namirnica ribljeg porijekla
u majki. No uvrStavanjem koncentracije zive u analizu, pronadena je negativna
povezanost. Ponavljanjem testiranja (,Peabody Picture Vocabulary test® i ,Wide
Range Assessment of Visual Motor Abilities) u dobi od 3 godine potvrden je
nepovoljan utjecaj metil-zive na jezi€ne karakteristike djece (93). U Brazilu pak nisu
nadene poveznice izmedu izlozenosti metil-zivi i odstupanja u razvoju 100 djece u

dobi od 6 mjeseci. Koristen je ,Gessel Developmental Schedules” (85).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Vecina istrazivanja opisanih u literaturi opisuje bioloSki utjecaj visokih/ toksi¢nih
koncentracija zive i metil-Zive koje se javljaju kao posljedice ekoloskih incidenata.
IstraZivanja vezana uz utjecaj niskih koncentracija zive i metil-zive su rijetka, a njihovi

rezultati oprecni (5,15).

Na SejSelima, na kojima stanovniStvo konzumira hranu morskog porijekla gotovo dva
puta na dan, provedeno je veliko istrazivanje na majkama i njihovoj djeci (15).
Razliitim neurorazvojnim testiranjima djece nisu dokazana neurorazvojna
odstupanja kao posljedice prenatalne izlozenosti niskim koncentracijama zivi i metil-

Zivi putem hrane ribljeg porijekla (15).

Rezultati opre¢ni prethodnima dobiveni su istrazivanjima na Farskom otoc¢ju i Novom
Zelandu. Ti rezultati jasno ukazuju na funkcionalna odstupanja u djece prenatalno
izlozene zivi i metil-zivi putem majcCine ishrane bogate namirnicama morskog
porijekla (52,75,78,90,91,94). Zbog razlika rezultata navedenih istrazivanja namece
se potreba daljnjih istrazivanja povezanosti intrauterine izloZzenosti niskim
koncentracijama zive i metil-Zive s postnatalnim razvojem djece, kako bi se definirali
stvarni rizici neurorazvoja djece onih trudnica, Cija je prehrana bila bogata
namirnicama morskog porijekla, kao Sto je to sluCaj kod majki u Jadranskom

priobalju.

U dostupnoj literaturi nema podataka o povezanosti morfoloskih promjena mozga
detektiranih neurosonografijom s neurorazvojem djece u dobi od 18 mjeseci. Nasi
prethodni rezultati govore u prilog smanjenja duljine malog mozga kod koncentracije

ukupne Zive u kosi majki iznad 1 pg/g i sugeriraju daljnju potrebu istrazivanja
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povezanosti veli€ina ciljaninh struktura mozga u novorodencadi i njihovih

neurorazvojnih odjeka u daljnjem tijeku zivota (95).

Ciljevi predloZzenog doktorskog rada bili su:

1.

Usporediti motoriCke, kognitivne i jeziCne karakteristike djece u dobi od 18
mjeseci, prenatalno izlozenih niskim koncentracijama ukupne Zive i metil-
Zive te analizirati razlike s obzirom na spol i koncentraciju ukupne zive i
metil-zive u krvi pupkovine

Analizirati povezanost veliCina ciljanih struktura mozga novorodencadi,
intrauterino izlozenih Zivi i metil-Zivi, s definiranim neuropsihologijskim
ishodom

Utvrditi povezanost prehrambenih navika trudnica, s naglaskom na
namirnice morskog porijekla, i neuropsihologijskog ishoda njihove djece u
dobi od 18 mjeseci

Usporediti antropometrijske mjere novorodencadi (rodna duljina i masa,
opseg glave), intrauterino izloZenih niskim koncentracijama ukupne Zive i
metil-Zive, te analizirati razlike navedenih karakteristika s obzirom na
koncentraciju ukupne zive i metil-Zive u krvi pupkovine

Utvrditi utjecaj profesionalne izloZzenosti majki na koncentraciju ukupne

Zive i metil-zive u krvi pupkovine

Temeljna je pretpostavka (hipoteza) ovog doktorskog rada da prenatalna izloZenost

metil-Zivi koja dovodi do morfoloskih promjena odredenih struktura mozga, moze

utjecati i na motoricke, kognitivne i jeziCne vjestine djece u dobi od 18 mjeseci.
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3. ISPITANICI | METODE
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3.1. ISPITANICI

U istrazivanje koje se provodilo od ozujka 2007. do srpnja 2010. bilo je uklju¢eno 205
trudnica i njihova djeca u novorodenackoj dobi te u dobi od 18 mjeseci. Proces
odabira i uklju€ivanja provodio se u Kilinici za ginekologiju i porodnistvo KliniCkog
bolniCkog centra Rijeka. Kriteriji isklju€enja za trudnice u istrazivanju bila su stanja i
bolesti za koje se smatra da mogu nepovoljno utjecati na razvoj fetusa (kroni¢ne
bolesti majke poput SeCerne bolesti, hipo- i hipertireoze i sl., komplikacije u trudnodi,
Zlouporaba droga u trudnodi, viseplodna trudnoc¢a), obitavanje u Jadranskom

priobalju krac¢e od dvije godine te nepoznavanje hrvatskog jezika.

Na temelju dobivenih koncentracija ukupne Zive iz uzoraka krvi pupkovine (izrazene
u ng/g), oblikovale su se dvije promatrane skupine djece s obzirom na grani¢nu
vrijednost od 0,71 ng/g (29). Novorodencad i djeca u kojih je koncentracija metil-Zive
u pupkovini iznosila 0,71 ng/g i manje od te vrijednosti bili su uvrsteni u neizloZzenu
skupinu, a oni s viSom koncentracijom u izloZzenu skupinu. Osim navedenog, nasu
smo kohortu djece podijelili i u 4 razli€ite skupine s obzirom na koncentraciju metil-
zive u krvi pupkovine. Prvu skupinu €inila su djeca s koncentracijom metil-Zive koja je
bila manja ili jednaka vrijednosti od 1,41 ng/g, $to odgovara koncentraciji metil-Zive
do 25. centile, uklju€ujuci i navedenu vrijednost (7. kvartila). Drugu skupinu Cinila su
djeca 2. kvartile s koncentracijama metil-Zive u krvi pupkovine od 1,41 ng/g do 2,97
ng/g, zakljuéno s tom vrijednos¢u, Sto odgovara koncentraciji od 26. do 50. centile,.
Treéu skupinu Cinila su djeca frece kvartile s koncentracijama metil-Zive u krvi
pupkovine od 2,97 ng/g do 5,61 ng/g, zakljuéno s tom vrijednoSc¢u, Sto odgovara
koncentraciji od 51. do 75. centile, uklju€uju¢i i navedenu vrijednost. U posljednjoj

grupi, 4. kvartili, bila su djeca s koncentracijom metil-Zive iznad 5,61 ng/g Sto
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odgovara koncentraciji metil-zive u krvi pupkovine vecoj od 75. centile naSe

populacije djece.

Broj¢ani odnos djece pripadnika svake od navedenih Cetiri grupa moguce je vidjeti u

tablici 1.

Tablica 1. Raspodjela brojnosti uzoraka kvartilnih grupa koncentracije metil-zive u krvi
pupkovine.
1. 2. 3. 4.

kvartila kvartila kvartila kvartila
(2141) (>1,41-2,97) (>2,97-5,615) (>5,61)

Koncentracija
metil-Zive u krvi Ukupno
pupkovine (ng/g)

Broj uzoraka

Iz tablice 1. razvidan je podjednak broj uzoraka kvartilnih grupa koncentracije metil-

Zive u Krvi pupkovine.

3.2. METODE

3.2.1. Prvi kontakt s ispitanicama

Prvi susret s trudnicama odvijao se u razdoblju izmedu 27. i 32. tjedna trudnoce pri
redovitom opstetrickom pregledu. Tada im se prikazala svrha, metode i ciljevi
istraZivanja te predoCio Informirani pristanak i Suglasnost za sudjelovanje koje su

one potpisale.
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3.2.2. Uzorkovanje i analiza

Po zavrSetku poroda uzeti su uzorci krvi pupkovine. Uzorkovao se 1ml mijeSane krvi
pupkovine (arterijska i venska krv). Uzorci su se prikupljali u staklenu epruvetu s
crvenim ¢epom, volumena 5 ml (Becton Dickinson, SAD). U klinicko-biokemijskom
laboratoriju KBC Rijeka uzorci su se centrifugirali, alikvotirali i pohranjivali na
temperaturi od -20°C. Uzorci su se koristili za odredivanje koncentracije ukupne zZive i
metil-Zive, analizirali su se u Institutu "JoZef Stefan" u Ljubljani. Koncentracija ukupne
Zive u krvi pupkovine odredivala se metodom izgaranja, amalgamacijom i atomskom
apsorpcijskom spektrometrijom uporabom analizatora za direktno odredivanje zZive -
Direct Mercury Analyser (DMA-80) (EPA Method 7473, detaljan opis u Horvat M. i
sur. 1998). Metil-ziva u krvi pupkovine odredivala se otapanjem u Kkiselini,
ekstrakcijom pomocu otapala, etilacijom tekuée faze, izotermalnom GC i atomskom
fluorescentnom spektroskopijom metodom hladne pare (cold vapour atomic

florescence detection - CVAFS ).

Koncentracija ukupne zive u krvi pupkovine izmjerena je u 198 ispitanica, a metil Zive
u njih 47. NaSa prethodna istrazivanja pokazala su da je koncentracija ukupne Zive u
krvi pupkovine istovjetna koncentraciji metil-Zive u krvi pupkovine nase ispitivane
skupine te se u daljnjoj analizi rezultata koncentracija ukupne Zive u krvi pupkovine

koristila kao pokazatelj razine izloZzenosti djece metil-Zivi (95).

3.2.3. Transfontanelarna neurosonografija novorodencadi
Treéeg dana poslije poroda provedena je transfontanelarna neurosonografija, a
obavljao ju je isti ispitivaé aparatom ,ALOKA SSD 4000 SV*. U sredistu naseg

interesa bilo je mjerenje fossae interhemisphericae (Sirina fissure longitudinalis
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cerebri) u frontalnom presjeku na razini foramina Monroi, duljine sulcusa lateralisa
lijevo u istom presjeku, Sirine gyrusa frontalisa superiora i gyrusa cinguli u razini
columnae fornicis u sagitalnom medijanom presjeku. U istom presjeku, lateralno,
izmjerena je Sirina i duljina lijevog cortexa insulae, kao i najveca Sirina i visina malog

mozga pocCevsi od krova Cetvrte komore u sagitalnom medijanom presjeku.

3.2.4. Ispunjavanje upitnika

Mjesec i pol dana nakon poroda majke su ispunile upitnik koji je sadrzavao pitanja o
sociodemografskim uvjetima, dojenju djece, prehrambenim navikama tijekom
trudnoce, s naglaskom na namirnice morskog porijekla, o profesionalnoj izloZzenosti
pojedinim tvarima koje sadrze zivu i metil Zivu (boje, bifenili, amalgami itd.) tijekom

proteklih 5 godina.

3.2.5. Neurorazvojna procjena djece

Nakon 18 mjeseci od poroda provela se neurorazvojna procjena 168 djece koju su
provodili kvalificirani kliniCki psiholozi s licencom za provedbu standardizirane
razvojne skale Bayley Il (96). Evaluirale su se motoriCke, kognitivne te jeziCne
vjesStine svakog djeteta. Za njih 145 dobili su se svi potrebni podaci za daljnju

statistiCku obradu.

Bayley Scales of Infant and Toddler Development autorice Nancy Bayley danas
predstavlja optimum u procjeni ranog psihomotorickog razvoja djece u dobi 1- 42
mjeseci. Obuhvaca ispitivanje motori¢kih, kognitivnih i jezicnih funkcija djece, a
mjerenja sadrze serije razvojnih igara u kojima se stupanj odradenih stavki igre

pretvara u ljestvicu rezultata. Oni se usporeduju s postavljenim normama koje
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predstavljaju rezultat djeteta iste dobi urednog neuropsiholoskog razvoja. Zbrajanjem
pojedinacnih ocjena svake odradene Cestice testa dobiva se ukupna kognitivna,
jezi€na i motoricka ocjena kao i pod-ocjena receptivne i ekspresivhe komunikacije te
fine i grube motorike. Osnovni smisao primjene ovog testa je prepoznavanje djece s
razvojnim odstupanjima te pruzanje informacije za intervencijski plan svakog djeteta
ponaosob. TreCe izdanje (Bayley Ill) skale je revidirani oblik dotadasnje skale kojom

se nastojalo poboljSati kvalitetu testa te ubrzati primjenjivost koristenih instrumenata.

Kognitivna skala

Igra u ranom djetinjstvu potiCe kognitivni razvoj te razvija sposobnost djeteta da
razumije i simbolizira. U predsSkolske se djece apstraktna igra smatra pokazateljem
kognitivnih sposobnosti. Jednako je tako utvrdeno da preferiranje novosti,
habituacija, komparacija parova, memorija, anticipacija uzoraka i vrijeme reakcije
koreliraju s kasnijim kognitivnim funkcijama. U tre¢em izdanju Bayley testa jezi¢na se
skala izdvojila iz kognitivne. Njome se testira paznja za nepoznato, habituacija,
memorija i svladavanje problema.

Jezicna skala

Receptivna i ekspresivna jezitna funkcija podrazumijevaju razliCite sposobnosti i
mogu se razvijati neovisno jedna od druge. Dijete najéeS¢e ima jednu sposobnost
razvijeniju u odnosu na drugu. Odvojena procjena jedne funkcije u odnosu na drugu
korisna je za definiranje etiologije poremecaja. Bayley Il test receptivhe komunikacije
procjenjuje auditivhu ostrinu zajedno sa sposobnosScu odgovora na glas ispitivaca te
diskriminaciju i lokaliziranje zvuka. Test ekspresivhe komunikacije podrazumijeva
toCke u kojima se procjenjuje sposobnost djeteta da vokalizira. Ova se sposobnost

prvenstveno manifestira oponasanjem zvukova i rije€i iz okoline te gestama poput
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mahanja rukama na pozdrav i mljackanja usnama kao pokazatelja gladi. Stavke
ekspresivne komunikacije u Bayley lll testu podrazumijevaju mjerenja sposobnosti
djeteta da kombinira rijeCi i geste.

Motoricka skala

Test fine i grube motorike sadrzi mjerenja kvalitete pokreta, senzorne integracije,
perceptivno-motoriCke integracije i osnove opazanja i kretanja. Stavke fine motorike
testa procjenjuju koordinaciju ruku i nogu te kontrolu o¢nih jabucica. Testom grube
motorike dobiva se uvid u motoricki razvoj na temelju procjene motori¢kih vjestina

poput sjedenja i hodanja.

3.3. ZASTITA ISPITANIKA | ETIKA ISTRAZIVANJA

Prikazano istrazivanje dio je znanstvenog projekta pod imenom ,Prospektivno
praéenje neurorazvoja djece prenatalno izlozene metil-zivi“, glavnog istrazivaca: prof.
dr. sc. Igor Prpi¢, dr. med, pod brojem 062-0000000-3395. Istrazivanje je financiralo
Ministarstvo znanosti, obrazovanja i Sporta Republike Hrvatske. Ono je provedeno i u
sklopu programa EU 6th Frame Programme — "Assessment of the health impact of
metals — Sources, benefits and toxicity", projekta "Public health impact of long-term,
low-level mixed element exposure in susceptible population strata — PHIME"; radnog
zadatka: ,Child neurodevelopment among residents in the Mediterranean coastal
regions of Italy, Slovenia, Croatia and Greece: the role of environmental exsposure to
heavy metals". Prilikom prijave istog, zatraZzeno je i odobrenje EtiCkog povjerenstva
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci te EtiCkog povjerenstva Klinickog bolni¢kog
centra Rijeka koji su to odobrenje dali. Metodologija istrazivanja ovog doktorskog
rada niti u jednom segmentu nije odudarala od metodologije rada navedenog

znanstvenog projekta.
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IstraZivanje se na ispitanicama - dobrovoljcima provelo u skladu sa svim primjenjivim
smjernicama, Ciji je cilj bio osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba koje su
sudjelovale u ovom znanstvenom projektu, uklju€uju¢i Osnove dobre kliniCke prakse,
Helsindku deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN 150/08 i
71/10) i Zakon o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04). Identitet

ispitanica je ostao anoniman, a sve su ispitanice potpisale informirani pristanak o

suglasnosti sudjelovanja u studiji.

3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Jedan dio prikupljenih podataka upisan je u relacijsku tablicu oblikovanu pomocu
racunalnog programa Microsoft Excel (Microsoft Corporation, SAD), a drugi dio u
program za statisticku obradu podataka EpiData (EpiData Software, Danska) kojim
su, po zavrSetku prikupljanja, podaci bili obradeni. Svi su podaci pokazali odstupanje
od normalne raspodjele (Kolmogorov-Smirnov test) te su prikazani medijanom i
interkvartilnim rasponom (koncentracije ukupne Zive u krvi pupkovine) te medijanom i
minimumom/maksimumom (ocjene i pod-ocjene neurorazvojnog ishoda djece u dobi
od 18 mijeseci). Za njihovu usporedbu i ispitivanje povezanosti upotrebljeni su
neparametrijski statisticki testovi.

Usporedba razlika koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine te ocjena i pod-ocjena
neurorazvojnog ishoda izmedu muske i zenske djece u dobi od 18 mjeseci dobivena
je  Wilcoxonovim testom. Usporedba ocjena i pod-ocjena neurorazvojnih
karakteristika Cetiri komparativne skupine djece, definirane kvartilama koncentracije
ukupne Zive u krvi pupkovine, provela se Kruskal-Wallis testom.

Povezanost koncentracije metil-zive u krvi pupkovine i definiranog neurorazvojnog

ishoda djece u dobi od 18 mjeseci, povezanost veliCina ciljanih struktura mozga
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novorodencadi i neurorazvojnog ishoda djece u dobi od 18 mjeseci, povezanost
prehrambenih navika trudnica, s naglaskom na namirnice morskog porijekla, i
neurorazvojnog ishoda njihove djece u dobi od 18 mjeseci, povezanost izmedu
koncentracije metil-zive u krvi pupkovine i antropometrijskin karakteristika
novorodencadi te povezanost profesionalne izloZzenosti majki i koncentracije metil-
zive u krvi pupkovine ucinjene su pomocu Spearmanove korelacije.

Multiplom regresijskom analizom utvrden je doprinos koncentracije metil-Zive u krvi
pupkovine, karakteristika majki i oCeva (dob i edukacija majke, masa majke prije
trudnoce, prirast na masi majke u trudnoci, visina majke i oca, paritet, puSenje i unos
alkohola majke u trudnoci) socioekonomskih uvjeta (status zaposlenosti majke,
stanovanje u ruralnoj sredini), prehrambenih navika (ribe, rakovi, mekusci) te spola
na antropometrijske karakteristike novorodencadi.

Istom analizom utvrdeni su doprinosi veceg broja faktora (koncentracija metil-Zive u
krvi pupkovine, duljina malog mozga, prehrana namirnicama morskog porijekla,
dojenje djece u prvih 6 tjedana Zivota, dob i edukacija majke, edukacija oca, pusenje
i unos alkohola u trudnodi, status zaposlenosti majke i oca te ruralna sredina i paritet)
na razvoj fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci.

Regresijske analize koriStene su u svrhu definiranja razlika u finoj motorici izmedu 4.
skupine djece te uoCavanja povezanosti duljine malog mozga i pod-ocjena fine
motorike.

StatistiCki znaCajnima smatrali su se svi zakljucci uz razinu p<0,05.
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4. REZULTATI
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U istraZivanje je ukljuCeno 205 trudnica i njihove djece. Koncentracija ukupne Zive u
krvi pupkovine izmjerena je u 198 ispitanica. U njih 47 izmjerena je i koncentracija
metil-Zive. S obzirom na ranije objavljene rezultate kojima je dokazano da je
koncentracija ukupne zive u krvi pupkovine istovjetna koncentraciji metil-Zive istog
uzorka, u statistiCkoj obradi rezultata koriStena je koncentracija ukupne zive u Krvi

pupkovine kao pokazatelj izlozenosti metil-zivi (95).

Tablica 2. Koncentracija metil-zive u krvi pupkovine istrazivane populacije iskazana

medijanom i interkvartilnim (1K) rasponom.

i IK raspon
Broj Medijan P )
uzoraka (25.-75. centila)

Varijabla

Koncentracija ukupne
Zive i metil-Zive u krvi
pupkovine 1,41-5,61
(ng/g)

U tablici 2. prikazana je izmjerena koncentracija metil-zive u krvi pupkovine

istraZivane populacije.

Usporedili smo razliku koncentracija metil-Zive u krvi pupkovine s obzirom na spol te

su dobiveni sljedeci rezultati (Wilcoxonov test).
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Tablica 3. Razlike koncentracija metil-zive u krvi pupkovine izmedu djec¢aka i djevojcica

iskazane medijanom i interkvartilnim (IK) rasponom.

Broj IK raspon
(25.-75. centila)

uzoraka Medijan

98 2,94 1,28 - 5,66

3,18 1,64 — 5,87

p=0,38

Iz tablice 3. razabire se da ne postoji statistiCki znaCajna razlika u koncentracijama

metil-zive u krvi pupkovine s obzirom na spol djece.

Neurorazvojnom procjenom djece u dobi od 18 mjeseci dobiveni su sljedeci rezultati.

Tablica 4. Prikaz rezultata ukupnih ocjena i pod-ocjena neurorazvojnih karakteristika djece

istrazivane populacije u dobi od 18 mjeseci.

Broj ispitanika i i¢
el Arltm‘ftICka Stanfi.arfi.na Medijan Minimum Maksimum
N=145 sredina devijacija

ULGIDInCEEE 107,62 13,50 105,00 60,00 145,00
kognitivnih sposobnosti

LI €3 v ezt 107,26 1521 109,00 50,00 141,00
sposobnosti

LD 0 e ) D 12,12 2,81 13,00 1,00 19,00
komunikacije

LI G ETR LS IREINIG 10,30 3,08 10,00 2,00 18,00
komunikacije

Ukupna ocjena 107,97 10,54 107,00 58,00 139,00
motorickih vjeStina

Pod—oqel}a fine 11,90 2,26 12,00 4,00 19,00
motorike

Lo gloe 10,66 2,16 10,00 2,00 18,00
motorike
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Usporedene su neurorazvojne karakteristike (motori¢ke, kognitivne i jezi¢ne) izmedu

muske i Zenske djece te su dobiveni sljedeci rezultati (Wilcoxonov test).

Tablica 5. Usporedbe razlika neurorazvojnih karakteristika djece u dobi od 18 mjeseci s

obzirom na spol.

Varijabla Aritmetick
ritmeticka
Broj ispitanika . Stanﬂarfl.na 1. kvartila Medijan 3. q
145 Sredina devijacija kvartila
N=

Ukupna ocjena kognitivnih sposobnosti 106,31 14,38 95,00 105,00 115,00
Pod-ocjena receptivne komunikacije 11,82 2,93 10,00 12,00 14,00
Pod-ocjena ekspresivne komunikacije 9,55 2,92 7,00 9,00 11,00
Ukupna ocjena jezi¢nih sposobnosti 104,21 15,62 94,00 103,00 113,50
Pod-ocjena fine motorike 11,50 2,27 10,00 11,00 13,00
Pod-ocjena grube motorike 10,64 2,43 9,00 10,00 12,00
Ukupna ocjena motorickih vjestina 106,65 11,26 100,00 107,00 112,00

Ukupna ocjena kognitivnih sposobnosti 108,54 12,29 100,00 105,00 115,00
Pod-ocjena receptivne komunikacije 12,33 2,72 10,00 13,00 14,00

Pod-ocjena ekspresivne komunikacije 11,14 2,94 9,00 11,00 13,00

Zenski Ukupna ocjena jezi¢nih sposobnosti 110,38 13,88 100,00 110,50 121,00
Pod-ocjena fine motorike 12,29 2,26 11,00 12,00 14,00

Pod-ocjena grube motorike 10,75 1,89 9,00 10,00 12,00

Ukupna ocjena motorickih vjestina 109,46 9,93 103,00 108,50 112,00

Ukupna ocjena kognitivnih sposobnosti

Interkvartilni
raspon

105 95-115

Medijan

105 100-115

p=10,30
5b.

Ukupna ocjena jezi¢nih sposobnosti

Spol Medijan Interkvartilni raspon

Muski 103 94-112
Zenski 112 100-119

p = 0,03
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5c.

5d.

Se.

5f.

59.

Pod-ocjena receptivne komunikacije

Medijan Interkvartilni raspon
12 10-14
13 11-14

p=0,24

Pod-ocjena ekpresivne komunikacije
Medijan Interkvartilni raspon
9 7-11
11 9-13

p = 0,004

Ukupna ocjena motorickih sposobnosti
Medijan Interkvartilni raspon
107 100-112
108,50 103-113,50

p=0,15

Pod-ocjena fine motorike
Medijan Interkvartilni raspon
11 10-13
12 11-13

p = 0,07

Pod-ocjena grube motorike

Medijan Interkvartilni raspon

10 9-12
10 9-12

p = 0,56
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Usporedbom navedenih neurorazvojnih karakteristika i pripadajucih ocjena, dobivena
je statistiCki znaCajna razlika izmedu muske i Zenske djece u dobi od 18 mjeseci s
obzirom na sposobnosti ekspresivne komunikacije i ukupnih jezi¢nih sposobnosti

(tablica 5b i 5d).

Daljnjom analizom povezanosti koncentracija metil-Zive u krvi pupkovine i
neurorazvojnog ishoda djece u dobi od 18 mjeseci dobiva se negativha korelacija

izmedu koncentracije metil-zive i pod-ocjena fine motorike (Spearmanova korelacija).

Tablica 6. Povezanost koncentracije metil-zive u krvi pupkovine i neurorazvojnog

ishoda djece u dobi od 18 mjeseci.

Ukupne Ukupne Pod-ocjene Pod-ocjene Pod- Pod-
3 . A . .. Ukupne . .
ocjene ocjene receptivnih ekspresivnih . ocjene ocjene
S - s i, ocjene
kognitivnih jezicnih jezicnih jeziénih motorike fine grube

sposobnosti  sposobnosti vjeStina vjeStina motorike motorike

-0.11 -0.22 0.09
0.18 0.01 0.30
135 135 135

rho: Spearmanov koeficijent korelacije, p: statisticka zna¢ajnost, N: broj ispitanika

Iz tablice 6. razvidno je da porastom koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine dolazi
do statisticki zna¢ajnog pada pod-ocjena fine motorike u djece (koeficijent korelacije
rho= - 0,22, p=0,01). StatistiCki znaCajna povezanost koncentracije metil-zive u krvi

pupkovine s ocjenama i pod-ocjenama ostalih promatraninh neurorazvojnih
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karakteristika (ukupne kognitivne, jezi¢ne i motoriCke vjestine, pod-ocjene receptivnih
i ekspresivnih jezi¢nih vjestina te grube motorike) djece u dobi od 18 mjeseci nije

dokazana.

Populaciju djece na kojoj je provedeno istrazivanje podijelili smo u dvije grupe
definirane prema ranije predstavljenom kriteriju (vidjeti poglavlje 3.1. Ispitanici i
metode). Usporedbom rezultata uoCili smo nesrazmjer broja ¢lanova dviju skupina
(neizlozena skupina No=9, izloZzena skupina No=189) te u cilju izvodenja kvalitetnih

zakljuCaka navedena statistiCka obrada nije ucinjena.

Iz navedenog smo razloga skupinu djece podijelili u daljnje 4 usporedive grupe na
temelju koncentracija metil-zive u krvi pupkovine (vidjeti poglavlje 3.1. Ispitanici i
metode). Usporedbom ocjena motorickih, kognitivnih i jeziCnih karakteristika Cetiri

skupine djece dobivene su sljedece razlike (Kruskal-Wallis test).

Tablica 7. Usporedba neurorazvojnih razlika djece u dobi od 18 mjeseci, pripadnika kvartila

koncentracije metil-zive u krvi pupkovine.

7a. Ukupna ocjena kognitivhih sposobnosti

Kvartile
koncentracija
metil-Zive u krvi Broj .. Interkvartilni
: s Medijan
pupkovine ispitanika raspon
(centile) izrazene
u ng/g

1. (do 25.) 100-115

2. (26.-50.) 100-115
3. (51.-75.) 100-120

4. (iznad 75.) 95-115

p=0,44
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7b. Ukupna ocjena jeziénih sposobnosti

100-118
94-115
97-118

97-118

p=0,65

Tc. Pod-ocjena receptivhe komunikacije

p=0,43

7d. Pod-ocjena ekspresivhe komunikacije

p =0,59
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Te. Ukupna ocjena motorickih vjestina

107-115
100-112
100-115

100-112

p=0,26

7. Pod-ocjena fine motorike

p = 0,04

79. Pod-ocjena grube motorike

p=0,65
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Iz tablice 7f. razvidna je statistiCki znaCajna razlika izmedu djece razli€itih kvartila

koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine s obzirom na pod-ocjene fine motorike.

Post-hoc analizom navedenih razlika u finoj motorici izmedu djece 2., 3. i 4. kvartile
u usporedbi s djecom 1.kvartile, dobiva se rezultat po kojem je razvidno da pripadnici
viSih kvartila (2., 3. i 4.) imaju statistiCki znacajno snizenje pod-ocjena fine motorike u
odnosu na 1. kvartilu (svaka kvartila u odnosu na najnizu ima prosje€no snizenje
pod-ocjene fine motorike za vise od 1 bod - 1.24, 1.28, 1.45), kao $to je prikazano u

tablici 8a (linearna regresija).

Tablica 8a. Post-hoc analiza razlika djece 2., 3. i 4. kvartile koncentracije metil-zive u krvi

pupkovine u odnosu na djecu 1. kvartile s obzirom na pod-ocjene fine motorike.

Kvartile koncentracije
ukupne Zive u krvi
pupkovine

B koeficijent

(centile)

2. (26.-50.)

3.(51.-75.)

4.(>175.)

StatistiCki znacajne razlike u pod-ocjenama fine motorike izmedu 2. i 3. te 3. i 4.

kvartile nisu nadene (tablica 8b.).
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Tablica 8b. Post-hoc analiza razlika izmedu djece 1. i 2., 2., i 3. te 3. i 4. kvartile koncentracije

metil-zive u krvi pupkovine s obzirom na pod-ocjene fine motorike.

Kvartile koncentracije
ukupne Zive u krvi
pupkovine

b koeficijent

(centile)

2. (26.-50.)

3.(51.-75.)

4.(>175.)

U analizu su takoder bili ukljuCeni faktori ometanja (eng. ,confounder”) poznati iz
dostupne literature (12,29,49,79,93) kako bi se utvrdili njihovi moguéi doprinosi na
pod-ocjenu fine motorike djece u dobi od 18 mijeseci, intrauterino izloZene niskim
koncentracijama metil-zive, te su dobiveni sljedeci neurorazvojni rezultati (multipla

regresijska analiza).

43



Tablica 9. Analiza doprinosa ciljanih faktora pod-ocjenama fine motorike djece u dobi od 18

mjeseci

b

Varijabla koeficijent

Koncentracija metil-Zive

u krvi pupkovini 0,06

Duljina malog mozga 0,12

RIBA:kuhana, “na
gradele”, pecena

RAKOVI: kuhani, “na
gradele”, peceni

MEKUSCI: kuhani, ,,na
Zaru”, peceni

RIBA prZena
RAKOVI przeni
MEKUSCI przeni

TUNA, SKUSA,
SARDINE U ULJU

Dojenje u 1.tjednu
Dojenje u 2.tjednu
Dojenje u 3.tjednu
Dojenje u 4.tjednu
Dojenje u 5.tjednu
Dojenje u 6.tjednu
Dob majke
Edukacija majke
Edukacija oca
PusSenje u trudnodi

Tjedni unos alkohola u
trudnodi

Status zaposlenosti majke

Status zaposlenosti oca
Ruralna sredina

Paritet

R2=0,27 KorigiraniR?=0,01 p=043
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Iz tablice je 9. razvidno da zaposlenost majke (b koeficijent -3,04, p=0,02) te unos
skuSe, sardine i tune u ulju (b koeficijent -0,71 , p=0,05) ima negativan doprinos na
pod-ocjene fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci intrauterino izlozene metil-Zivi.
Pozitivan doprinos duljine malog mozga na pod-ocjenu fine motorike pokazuje
grani¢nu statisticku znacajnost (b koeficijent 0,12 , p=0,058) i potvrduje ve¢ ranije
naznacenu vezu izmedu ova dva parametra. Utjecaj koncentracije metil-zive u krvi
pupkovine kao kontinuirane varijable u ovoj analizi ne pokazuje statistiCku

znacajnost.

Analizom povezanosti veliCina ciljanih struktura mozga novorodencadi, koja su

intrauterino bila izlozena metil-zivi, i definiranog neurorazvojnog ishoda, dobili su se

sljededi rezultati (Spearmanova korelacija).
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Tablica 10. Korelacije veli¢éina ciljanih struktura mozga novorodencadi s definiranim
neurorazvojnim ishodom (ukupne ocjene kognitivnih sposobnosti, pod-ocjene receptivnih i
ekspresivnih jeziénih vjesStina te ukupne ocjene jeziénih sposobnosti, pod-ocjene fine i grube

motorike te ukupna ocjena motorike).

Izmjerena Uk}lpne Uk}lpne POd-O(.!.]eI.le Pod-ocgen.e Qe P9d- P9d-
ocjene ocjene receptivnih  ekspresivnih ociene ocjene ocjene

kognitivnih jezi¢nih jezi¢nih jezi¢nih jen fine grube
o q — s motorike q q
sposobnosti  sposobnosti vjeStina vjestina motorike motorike

dimenzija mozga
/ mm

0,17 0,18 0,19 0,14 0,19 0,16 0,13
0,07 0,05 0,04 0,13 0,04 0,08 0,17
119 119 119 119 119 119 119

Sirina fosse
interhemispherice

-0,15 -0,15 -0,12 -0,13 -0,10 -0,08 -0,05
0,11 0,11 0,18 0,16 0,27 0,40 0,58
119 119 119 119 119 119 119

Duljina sulcus
lateralis sin.

Sirina gyrus
frontalis superior

Sirina gyrus
cinguli

Sirina cortex
insulae

Duljina cortex
insulae

Sirina malog
mozga

Duljina malog
mozga

rho: Spearmanov koeficijent korelacije, p: statisticka zna¢ajnost, N: broj ispitanika
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Iz tablice 10. razvidno je da postoji pozitivha korelacija izmedu duljine malog mozga i
pod-ocjena fine motorike (rho=0,18, p=0,05) djece u dobi od 18 mjeseci, kao i
izmedu Sirine gyrusa cinguli i ukupne ocjene kognitivnih sposobnosti (rho=0,19,
p=0,04). Jednako tako, utvrdena je negativna korelacija izmedu Sirine gyrus frontalis
superior i pod-ocjena fine motorike (rho= - 0,31, p=0,02) kao i ukupnih ocjena
motorike (rho= -0,19, p=0,03). Takoder, rezultati ukazuju na pozitivnhu korelaciju
izmedu Sirine fosse interhemispherice i pod-ocjena receptivnih jezi¢nih vjestina
(rho=0,19, p=0,04), kao i ukupnih jezi¢nih sposobnosti (rho=0,18, p=0,05) te ukupnih

ocjena motorike (rho=0,19, p=0,04).

S obzirom na ranije objavljene rezultate naSeg istraZivanja kojima je dokazano
postojanje statistiCki znaCajnog smanjenja duljine malog mozga izmedu intrauterino
neizloZene skupine djece (novorodencad majki s koncentracijama metil-Zzive u kosi <
1000 ng/g) i izloZzene (novorodencad majki s koncentracijama metil-Zive u kosi =
1000 ng/g) skupine djece, uc€inili smo daljnju regresijsku analizu povezanosti duljine
malog mozga kao kontinuirane, nezavisne varijable s pod-ocjenama fine motorike
(95). Dobiven je rezultat koji ukazuje na moguénost da za svaki mm uvecanja duljine
malog mozga novorodencadi moze biti prisutan porast od 0,11 bodova pod-ocjene

fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci (tablica 11.).

Tablica 11. Povezanost duljine malog mozga i pod-ocjena fine motorike.

beta Standardna
koeficijent pogreska

Duljina
malog 0,11 0,05
mozga/mm

p = 0,04
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Tablica 11. pokazuje da kod djece koja su intrauterino bila izloZzena niskim
koncentracijama metil-zive, za svaki mm duljine malog mozga dolazi do porasta pod-

ocjene fine motorike od 0,11 boda (beta koeficijent 0,11, p=0,04).

Povezanost prehrambenih navika trudnica, s naglaskom na namirnice morskog

porijekla, i neurorazvojnog ishoda njihove djece u dobi od 18 mjeseci prikazani su u

tablici 12 (Spearmanova korelacija).
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Tablica 12. Povezanost prehrambenih navika trudnica i neurorazvojnog ishoda njihove djece.

Pojedinacni
obroci ocjene ocjene

racunati od kognitivnih jeziénih
150 g sposobnosti  sposobnosti

Ukupne Ukupne

jezi¢nih
vjestina

jezi¢nih

RIBA:

kuhana, 0,03 0,14 0,14 0,13

) ) 0,72 0,10 0,12 0,12
na gradele”, 136 136 136 136
pecena

RAKOVI:
kuhani,
“na gradele”,
peceni
MEKUSCI:
kuhani,
»ha Zaru”,

peceni
RIBA

przena

RAKOVI
prZeni

MEKUSCI
prZeni

TUNA,
SKUSA,

SARDINE U
ULJU

Pod-ocjene Pod-ocjene

receptivnih ekspresivnih Ukupne

ocjene

e motorike
vjestina

Pod- Pod-
ocjene ocjene
fine grube
motorike motorike

-0,04 0,05
0,66 0,57
136 136

-0,11 -0,06 -0,05
0,21 0,47 0,57
131 131 131

rho: Spearmanov koeficijent korelacije, p: statisticka zna¢ajnost, N: broj ispitanika

Iz tablice 12. razvidno je da ne postoji statistiCki znaCajna korelacija izmedu

prehrambenih navika trudnica, s naglaskom na namirnice morskog porijekla, i

neurorazvojnog ishoda njihove djece u dobi od 18 mjeseci.
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Usporedivanjem antropometrijskih mjera (rodna duljina i masa, opseg glave)
novorodencadi, koja su intrauterino bila izlozena niskim koncentracijama metil-zive,
te analizom razlika navedenih karakteristika s obzirom na koncentraciju metil-Zive u
krvi pupkovine, uoCeno je da nema statistiCki znacCajne korelacije izmedu
koncentracije metil-zive u krvi pupkovine i antropometrijskin karakteristika

novorodencadi $to je moguce vidjeti u tablici 13 (Spearmanova korelacija).

Tablica 13. Povezanost antropometrijskih karakteristika (rodne mase, rodne duljine i opsega

glave) s koncentracijom metil-zive u krvi pupkovine.

Antropometrijska Koncentracija metil-
karakteristika Zive u krvi pupkovine

-0,03
Rodna masa 0,71
188

-0,009
Rodna duljina 0,90
189

-0,10
Opseg glave 0,16
192

rho: Spearmanov koeficijent korelacije, p: statisticka zna¢ajnost, N: broj ispitanika

Upotrebom multiple regresijske analize i utvrdivanjem doprinosa veceg broja faktora

na antropometrijske karakteristike dobiveni su sljedeéi rezultati (tablica 14., 15.i 16.).
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Tablica 14. Doprinos koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine, karakteristika majki, o€eva,

socioekonomskih obiljezja i spola na rodnu masu novorodenéadi.

RODNA MASA b koeficijent

Koncentracija metil-Zive
] ] -10,38

u krvi pupkovine
Dob majke 32,77
Edukacija majke -28,80

Masa majke prije

trudnoce 6,80

Prirast na masi majke u

trudnoci 22,38

Paritet -4,61

Status zaposlenosti

majke .43

Visina majke 13,63
Visina oca 6,69

Stanovanje u ruralnoj

sredini 109,87

PuSenje u trudnodi 58,43
Alkohol u trudnoc¢i 6,40

RIBA:kuhana, “na
gradele”, pecena

RAKOVI: kuhani, “na
gradele”, peceni

MEKUSCI: kuhani, ,,na
Zaru”, peceni

RIBA przena 54,65
RAKOVI przeni -98,25
MEKUSCI przeni -146,18

TUNA, SKUSA,
SARDINE U ULJU

Zenski spol -202,13

44,76

158,41

67,14

66,00

R2=0,31 Korigirani R*=0,17 p = 0,004

Iz tablice 14. razvidno je da postoji pozitivan doprinos dobi majke (b koeficijent 32,77,

p=0,002), mase majke prije trudnoce (b koeficijent 6,80, p=0,03 kao i prirasta na
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masi majke u trudnoci (b koeficijent 22,38, p=0,001) na rodnu masu novorodencadi,
kao i negativan doprinos Zenskog spola novorodencadi (b koeficijent -202,13,

p=0,01).
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Tablica 15. Doprinos koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine, karakteristika majki, o€eva,

socioekonomskih obiljezja i spola na rodnu duljinu novorodenéadi.

b

RODNA DULJINA koeficijent

Koncentracija metil-Zive

u krvi pupkovine 0,04

Dob majke 0,12
Edukacija majke

Masa majke prije
trudnodée

Prirast na masi majke u
trudnodi

Paritet

Status zaposlenosti
majke

Visina majke
Visina oca
Stanovanje u ruralnoj
sredini
PuSenje u trudnodi
Alkohol u trudnoéi

RIBA:kuhana, “na
gradele”, pecena

RAKOVI: kuhani, “na
gradele”, peceni

MEKUSCI: kuhani, ,,na
Zaru”, peceni

RIBA przena
RAKOVI przeni
MEKUSCI prieni

TUNA, SKUSA,
SARDINE U ULJU

Zenski spol

R?=0,28 KorigiraniR*=0,13 p =0,02

Iz tablice 15. razvidno je da postoji pozitivan doprinos dobi (b koeficijent 0,12,

p=0,03), visine majke (b koeficijent 0,11, p=0,01) te mase majke prije trudnoce (b
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koeficijent 0,03, p=0,04) na rodnu duljinu novorodencadi, kao i negativan doprinos

zenskog spola novorodenc¢adi (b koeficijent -0,97, p=0,02).

Tablica 16. Doprinos koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine, karakteristika majki, o€eva,

sociodemografskih obiljezja i spola na opseg glave novorodencadi.

b

OPSEG GLAVE koeficijent

Koncentracija metil-Zive
] ] -0,54

u krvi pupkovine
Dob majke 0,05
Edukacija majke 0,02

Masa majke prije

trudnoce 0,02

Prirast na masi majke u

trudnoci 0,04
Paritet 0,12

Status zaposlenosti
majke

Visina majke
Visina oca

Stanovanje u ruralnoj
sredini

PuSenje u trudnodi
Alkohol u trudnoéi

RIBA:kuhana, “na
gradele”, pe¢ena

RAKOVI: kuhani, “na
gradele”, peceni

MEKUSCI: kuhani, ,,na
Zaru”, peceni

RIBA prZena
RAKOVI przeni
MEKUSCI przeni

TUNA, SKUSA,
SARDINE U ULJU

Zenski spol

R?=0,28 Korigirani R*=0,13 p =0,007
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Iz tablice 16. razvidan je pozitivan doprinos mase majke prije trudnocée (b koeficijent
0,02, p=0,01) i prirasta na masi majke tijekom trudnoce (b koeficijent 0,04, p=0,03)
na opseg glave novorodenCadi, kao i negativni doprinos zenskog spola
novorodenceta (b koeficijent -0,58, p=0,01) na istu karakteristiku. Koncentracija metil-
Zive negativno doprinosi opsegu glave novorodencadi s granicnom statistiCkom

znacajnosti (b koeficijent -0,54, p=0,06).

Utvrdivanjem povezanosti profesionalne izlozenosti majki i koncentracije ukupne
Zive u Krvi pupkovine nisu dobiveni rezultati koji bi pokazali statistiCki znaCajne razlike
u koncentraciji ukupne zive izmedu majki Ciji su odgovori u upitniku upucivali na
profesionalnu izloZenost Zivi i zivinim tvarima u usporedbi s onim majkama koje to

nije karakteriziralo.
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5. RASPRAVA
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Prehrana namirnicama morskog porijekla i posljediCna izlozenost metil-zivi
uobiCajena je Sirom svijeta. FAO (The Food and Agriculture Organization of the
United Nations) procjenjuje da milijarda ljudi na Zemlji ovisi o svakodnevnoj prehrani
namirnicama ribljeg porijekla (97). S gledista javnog zdravstva vazno je znati dovodi
li i ako da, u kojoj mjeri, intrauterina izloZzenost metil-zivi putem namirnica ribljeg
porijekla do neurorazvojnih posljedica koje se mogu manifestirati u djece. Usprkos
niskoj razini zive u Jadranskom priobalju, prehrambene navike ljudi, bogate
namirnicama morskog porijekla, predisponiraju izlozenost trudnica i djece te time
navedeno podrucje Cine zanimljivim za prouCavanje neurorazvojnih ishoda djece

nakon intrauterine izlozenosti metil-zivi.

RazliCita istrazivanja provedena proteklih desetlje¢a rezultirala su mnogobrojnim
spoznajama o utjecaju metil-zive na Zivi svijet. Od 1980. godine do danas objavljeno
je oko 1500 publikacija na ovu temu, Cime je metil-ziva postala jedan od zagadivaca
kojeg prati najbogatija toksikoloSka dokumentacija. Razlozi velikog zanimanja
znanstvenika za Zivu leZe prije svega u tome $to Ziva nije Siroko rasprostranjen
element, ve¢ je na podruCjima gdje se javlja u pravilu prisutna u viSim
koncentracijama, Cime se stvaraju preduvjeti za ostvarivanje njenog nepovoljnog
djelovanja (98). Prva opazanja o trovanju metil-Zivom dogodila su se unazad 150
godina i to uslijed neopreznog rukovanja Zivom u eksperimentalnoj praksi. Cinjenica
je ipak da su mnoga trovanja radnika, tijekom procesa proizvodnje u raznim
tvornicama, i dugo nakon tog vremena ostala neprepoznata (99). Sve navedeno
doprinijelo je kasnom spoznavanju karakteristicnih simptoma trovanja metil-zivom u
odraslih. Prvi su toksi¢ni ucCinci metil-zive na razvoj djece opisani 1952. godine i

naknadno potvrdeni na nalazima iz zaljeva Minamata, u kojem su djeca bila
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intrauterino izlozena metil-zivi putem majCine prehrane namirnicama morskog
porijekla (14,100). Djeca su zbog srediSnjeg ziv€anog sustava u razvoju pokazivala
drugacije simptome i doprinijela tome da se jo§ dugo razmislja o ,sve ili nista“
fenomenu, a ne o ,dozi ovisnom ucCinku“ ovog toksina. Prvi eksperimenti na
Zivotinjama objavljeni su 1972. godine, a prve prospektivne studije o intrauterinoj
toksiCnosti putem kontaminirane hrane morskog porijekla, provedene na djeci,
objavljene su 1986. godine (35,101). Ipak, prve medunarodne preporuke glede
intrauterine izlozenosti metil-zivi predstavljene su tek nedavne 2003. godine, Sto
dodatno ukazuje na slozenost navedene problematike. Jednako je tako i
prepoznavanje kontaminacije unutar prehrambenog lanca i definicija okoliSne

bioakumulacije metil-Zive predstavljena tek unazad nekoliko godina (103,104,105).

Istrazivanja provedena zadnjih 30 godina pokazala su opreCne rezultate o ucincima
intrauterine izloZzenosti metil-zive na razvoj djece. Neke su studije potvrdile nepovoljni
utjecaj, dok su druge to negirale. ZnacCajne razlike u dizajnu studija i bioloSkim
uzorcima pogodovale su odudaranju, kao i prisutstvo drugih toksikanata u
konzumiranoj ribi (npr. poliklorirani bifenili). Regulatorne agencije definirale su
grani¢ne unose Zive i metil-Zive na temelju rezultata studija provedenih na Sejselima,
Farskim otocima i Novom Zelandu. ViSe je razloga bilo da upravo SejSeli budu
odabrani za provodenje velike prospektivne studije intrauterinog utjecaja metil-zive
na neurorazvoj djece. Naime, preko 80% Zena na SejSelima svakodnevno jede ribu
te na tom podru¢ju nema vece industrije koja bi pogodovala zagadenju morskih
organizama. Tijekom 10 godina istrazivanja nisu zabiljezeni kliniCki znacajni utjecaji
intrauterine niti postnatalne izlozenosti metil-zivi na neurorazvoj djece. Smatra se da

bi ti rezultati mogli biti odraz nutritivne vrijednosti dnevnog unosa ribe kao i
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neadekvatne statistiCke prilagodbe faktorima ometanja prisutnih u ribi. Na Farskim
otocima su u kohortnom istrazivanju, provedenom na uzorku od preko 1000 djece,
dobiveni rezultati koji su ukazali na to da majCina prehrana, bogata ribom tijekom
trudnoCe, pogoduje promjenama mozga koje se mogu odraziti kao neurorazvojni
deficiti. Na Novom Zelandu su se potvrdili rezultati s Farskih otoka. Naknadno je
potvrdeno da ribe na Farskim otocima i Novom Zelandu sadrze znacCajno viSe
koncentracije metil-zive (1,6 ug/g i 2,2 pg/g naspram 0,3 ug/g) nego ribe na
Sejselima. Osim toga, raspravlja se i 0 mogucénosti konkomitantne izlozenosti drugim
neurotoksikantima kao wuzroku navedenih neslaganja. Vaznu razliku izmedu
istrazivanja Cinio je i odabir tkiva za analizu intrauterine izlozenosti metil-zivi. Naime,
na SejSelima i Novom Zelandu koriStena je kosa majke kao bioloski uzorak, dok su
na Farskim otocima istrazivaCi odabrali krv pupkovine. Razlike su postojale takoder u
odabiru i izvrSenju testova kojima se mjeri neurorazvojni ishod, izboru krajnjih toCaka
(eng. ,end point“) i dobi testiranja djece, sto je moglo pogodovati neslaganju rezultata

(102).

Medijan koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine nase populacije iznosi 2,98 ng/g uz
interkvartilni raspon 1,41 - 5,61 ng/g (tablica 2). Usporedbe radi, u istrazivanju na
Farskim otocima medijan koncentracije metil-zive u krvi pupkovine iznosio je 22,9
ug/l (jednako 21,68 ng/g) uz interkvartilni raspon 13,4 — 41,3 g/l (jednako 12,69 —
40,0 ng/g). Po dosad prikupljenim analizama koncentracija ukupne Zive i metil-Zzive u
bioloSkim uzorcima trudnica Jadranskog priobalja te na temelju usporedbe s
rezultatima koncentracija istovjetnih uzoraka iz nekoliko najvecih istrazivanja o
utjecaju metil-Zive na neurorazvoj djece, mozZe se zakljuciti da Jadransko priobalje

spada u podrucja niske razine izlozenosti. Nismo utvrdili razlike koncentracija metil-
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zive u krvi pupkovine izmedu novorodencadi muskog i Zenskog spola (medijan
koncentracije u djeCaka iznosio je 3,18 ng/g uz interkvartilni raspon 1,64 — 5,78 ng/q,
a kod djevojcica 2,94 ng/g uz interkvartilni raspon 1,28 — 5,66 ng/g uz p= 0,38) te
mozemo zakljuCiti da se intrauterina izlozenost metil-Zzivi ne mijenja u ovisnosti o
spolu djeteta (tablica 3). Usporedbom neurorazvojnih karakteristika (kognitivnih,
jezi€nih i motorickih vjestina) i pripadajuc¢ih ocjena s obzirom na spol, u nasem je
istrazivanju dobivena statistiCki znaCajna razlika izmedu muske i zenske djece u dobi
od 18 mjeseci, s obzirom na sposobnosti ekspresivne komunikacije i ukupnih jezicnih
vjeStina. Navedeni podaci dio su vec Siroko poznatih Cinjenica o razlikama izmedu
djeCaka i djevojCica te dobi. Po naSem istrazivanju intrauterina izloZzenost niskoj

koncentraciji metil-Zive ne dovodi do novih razlika (tablica 5).

U nasem istraZivanju koriStena je koncentracija ukupne Zive u krvi pupkovine kao
pokazatel| intrauterine izloZenosti fetusa metil-Zivi. U prospektivnim su studijama za
analizu koncentracija metil-Zive, kao indikatora intrauterine izloZenosti fetusa,
koriSteni bioloSki uzorci: kosa majke, krv pupkovine, krv majke i tkivo pupkovine.
Kosa majke je najuCestalije koristen uzorak zbog jednostavnosti uzorkovanja te
mogucnosti pracenja dinamike izlaganja (106). Negativhu stranu ovog uzorka
predstavlja Cinjenica da se koncentracija metil-Zive mozZe mijenjati s obzirom na
kvalitetu kose, boju kose te tretiranjem kose vanjskim kontaminantima poput boja za
kosu (102,107). Koncentracija metil-zive u krvi majke dugo se smatrala primjerenim
indikatorom apsorbirane doze, ali se pokazalo da je i ona podloZzna promjenama
(108). Suho tkivo pupkovine pokazalo se pak preciznijim markerom nego ono mokro,
ali danas se smatra da je krv pupkovine najbolji raspolozivi indikator intrauterine

izlozenosti metil-zivi.
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Nasi rezultati idu u prilog negativnoj korelaciji izmedu koncentracije metil-Zive u krvi
pupkovine i pod-ocjena fine motorike (rho= -0,22, p=0,01), odnosno ukazuju na to da
povecanjem koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine dolazi do statistiCki znacajnog
smanjenja pod-ocjene fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci koja su intrauterino
bila izloZena niskim koncentracijama metil-zive (tablica 6). Ukupne ocjene kognitivnih
sposobnosti (rho= -0,13, p=0,12), kao i pod-ocjene receptivnih jezi¢nih vjestina
(rho= -0,04, p=0,64) pokazuju takoder negativhu korelaciju, ali ne i statisticki
znacajnu (tablica 6). Ukupne ocjene jezi¢nih sposobnosti (rho=0,02, p=0,81), pod-
ocjene ekspresivnih jezi¢nih vjestina (rho=0,08, p=0,35) kao i pod-ocjene grube
motorike (rho=0,09, p=0,30) u pozitivhoj su korelaciji s koncentracijom metil-Zive u

krvi pupkovine, ali isto tako ne statistiCki znacajnoj (tablica 6).

lako nije sporno da izlozenost viSim koncentraciama metil-Zive dovodi do
neurorazvojnih deficita, prag metil-Zive koji ¢e do njih dovesti nije jasno definiran.
Jednom se velikom meta-analizom pokusalo sustavno definirati najnize koncentracije
metil-Zive u bioloSkim uzorcima koja su dovele do neurorazvojnih rizika fetusa, a bile
unijete putem prehrane majki namirnicama morskog porijekla. U navedenu studiju
bila su uklju¢ena sva istraZivanja u kojima se razmatra odnos izmedu neurorazvojnog
ishoda djece i izlozenosti metil-zivi putem prehrane trudnica. U navedenim su
istrazivanjima morale postojati komparacijske skupine, a isklju¢ni kriteriji su bili:
neprikazivanje koncentracija zive, izostanak intrauterine izlozenosti, nedefiniranje
konzumacije namirnica morskog porijekla kao dominantnog nacina izlaganja Zivi te
nedostupnost podataka i jeziCna barijera (Clanci pisani na ne-engleskom jeziku). 48
studija je zadovoljilo kriterije, a od toga je 30 bilo longitudinalnih, a 18 presjecnih.

Rezultati su, izmedu ostalog, ukazali na najnize vrijednosti koncentracija ukupne Zive
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kod kojih su uo€ene nuspojave u djece: 0,3 pg/g u majcinoj kosi, 0,75 ug/l u Krvi

pupkovine te 3,8 ug/l u krvi majke (29).

,Cut off nasih dviju usporedivih grupa iznosio je 0,75 ug/l, §to je jednako vrijednosti
od 0,71 ng/g metil-Zive u krvi pupkovine (vidjeti u poglavlju 3.1. Ispitanici i metode). S
obzirom na veC spomenute vrijednosti koncentracija metil-Zive u krvi pupkovine nase
populacije, ova se vrijednost nije pokazala primjerenom jer je broj ispitanika dviju
grupa bio nesrazmjeran (neizlozena skupina No=9, izloZzena skupina No=189).
Iskoristili smo kvartilne raspodjele koncentracije ukupne zive u krvi pupkovine kao
razdjelne vrijednosti te smo wusporedivali neurorazvojne karakteristike medu

ispitanicima 4 navedene grupe (tablica 1).

Usporedbom 2., 3. i 4. kvartile koncentracije metil-zive u krvi pupkovine s 1.
kvartilom dobiva se rezultat po kojem je razvidno da pripadnici visih kvartila (2., 3. i
4.) imaju statistiCcki znacajno snizenje pod-ocjena fine motorike u odnosu na 1.
kvartilu (tablica 7f). Svaka kvartila koncentracije metil-zive u krvi pupkovine ima u
odnosu na 1. kvartilu prosje€no snizenje pod-ocjene fine motorike za vise od 1 boda
(2. kvartila - b koeficijent - 1.24, p=0,03; 3.kvartila - b koeficijent 1.28, p=0,03;
4 kvartila — b koeficijent 1.45, p=0,01) Sto je moguce vidjeti u tablici 8a. StatistiCki
znacajne razlike u pod-ocjenama fine motorike izmedu 2. i 3. te 3. i 4. kvartile nisu
nadene te je moguce govoriti o prisutstvu izvjesnog ,plato” efekta na prijelazu iz 1. u
2. kvartilu (tablica 8b). To se eventualno moze obrazloziti performancama fine
motorike veC ranije spomenutih devetoro djece svrstane u 1. kvartilu Cije su
koncentracije metil-zive u krvi pupkovine bile nize ili jednake vrijednosti od 0,71 ng/g.

Naime, ta se koncentracija metil-zive iz poznate literature izdvaja kao ona vrijednost
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ispod koje nisu zamijeCena neurorazvojna odstupanja djece i moze se pretpostaviti
da su upravo ta djeca postigla najbolje rezultate u navedenoj domeni fine motorike i
stvorila statistiCki zna€ajnu razliku koja se ne pojavljuje kod usporedivanja djece 2. i
3. te 3. i 4. kvartile. Ovakav rezultat svakako trazi dodatna istrazivanja i drugih
potencijalnih faktora koji bi mogli pogodovati navedenim razlikama. StatistiCki
znacajne razlike izmedu djece razlicitih kvartila u domeni ostalih neurorazvojnih
sposobnosti (kognitivne, jezicne — ekspresivne i receptivne, motoriCke — gruba

motorika) nisu nadene.

Raniji rezultati nasSih istrazivanja ukazuju na postojanje statistiCki znaCajne razlike u
duljini malog mozga izmedu neizloZzene skupine djece (novorodencad majki s
koncentracijama metil-zZive u kosi < 1000 ng/g) i izlozene skupine djece
(novorodencad majki s koncentracijama metil-zive u kosi 2 1000 ng/g). Osnovna
hipoteza ovog istraZivanja sastoji se u tome da prenatalna izloZzenost Zivi i metil-Zivi,
koja dovodi do morfoloskih promjena odredenih struktura mozga, moze utjecati i na
motori¢ke, kognitivne i jezicne vjestine djece u dobi od 18 mjeseci (95). S obzirom na
sve navedeno te na vec ranije spomenute rezultate ovog istrazivanja (tablica 6,
tablica 7f), posebna paznja istrazivanja je usmjerena upravo na spoznavanje veze
navedenih promjena malog mozga i razvoja fine motorike u djece koja su intrauterino

bila izlozena niskim koncentracijama metil-Zive.

Nasim je istrazivanjem utvrdena pozitivna korelacija izmedu duljine malog mozga i

pod-ocjena fine motorike (rho=0,18, p=0,05) djece u dobi od 18 mjeseci, kao i

izmedu Sirine gyrusa cinguli i ukupne ocjene kognitivnih sposobnosti (rho=0,19,
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p=0,04). Jednako tako, utvrdena je negativna korelacija izmedu Sirine gyrus frontalis
superior i pod-ocjena fine motorike (rho= - 0,19, p=0,03) te ukupnih ocjena motorike

(rho=-0,21, p=0,02). Takoder, rezultati ukazuju na pozitivhu korelaciju izmedu Sirine
fosse interhemispherice i pod-ocjena receptivnih jezi¢nih vjestina (rho=0,19, p=0,04)
kao i ukupnih jezi¢nih sposobnosti (rho=0,18, p=0,05) te ukupnih ocjena motorike

(rho=0,19, p=0,04). Navedeno je moguce vidjeti u tablici 10.

U okviru naSeg istrazivanja proveli smo daljnju analizu odnosa duljine malog mozga,
kao kontinuirane, nezavisne varijable, i pod-ocjena fine motorike. DoSli smo do
rezultata koji potvrduju direktnu vezu dviju veli¢ina i to na nacin da je prosje¢an
porast od 0,11 bodova pod-ocjene fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci prisutan
za svaki milimetar uvecanja duljine malog mozga novorodencadi koja su intrauterino
bila izloZzena niskim koncentracijama metil-Zive (tablica 10). Zaklju€no je moguce reci
da intrauterina izloZenost metil-zivi negativno doprinosi razvoju fine motorike djece u
dobi od 18 mjeseci koja je u izravnoj vezi s egzaktnim smanjenjem duljine malog
mozga novorodencadi, Sto predstavlja znalajan znanstveni doprinos. Namece se
dakako potreba daljnjih istrazivanja kako navedene veze tako i povezanosti ostalih
ciljanih struktura mozga s odgovarajuéim neurorazvojnim ishodom i nikako se ne
moze zaklju€iti da ¢e djeca s manjom vrijednosti duljine malog mozga u
novorodenackoj dobi nuzno imati slabije performance fine motorike u dobi od 18
mjeseci. Naime, potvrdivanje uo€enih promjena svakako moze imati klinicku primjenu
u smislu definiranja transfontanelarne neurosonografije kao eventualnog probira
novorodencadi kojom bi se uoCene promjene veliCina ciljanih struktura mozga
definirale kao pokazatelji neurorazvojnog rizika djece. Time bi se samo nametnula

potreba sustavnijeg neurorazvojnog pracenja navedene djece.
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Upotrebom multivarijantne regresije pokusali smo u analizu utjecaja intrauterine
izlozenosti metil-zivi na finu motoriku djece u dobi od 18 mjeseci, uvaziti iz literature
poznate faktore ometanja navedenog odnosa (tablica 9). UvrStene su prehrambene
navike trudnica, socioekonomski uvjeti (dob majke, edukacija majke i oca, status
zaposlenosti majke i oca, stanovanje u ruralnoj sredini te paritet), dojenje u prvih 6
fjedana Zivota djeteta, puSenje i unos alkohola majke tijekom trudnoce kao i nama
posebno zanimljiva duljina malog mozga. Zaposlenost majke (b koeficijent -3,04,
p=0,02) te unos skuSe, sardine i tune u ulju (b koeficijent -0,71 , p=0,05) imaju
negativan doprinos na pod-ocjene fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci
intrauterino izlozene metil-Zivi. Za pretpostaviti je da majka koja nije zaposlena
provodi veci dio vremena uz dijete te igrom i drugim poticajima unaprijeduje razvoj
fine motorike djeteta. Utvrden je i pozitivan doprinos duljine malog mozga na pod-
ocjenu fine motorike uz grani¢nu statisticku znacajnost (b koeficijent 0,12 , p=0,058)
C¢ime se potvrduje vec ranije naznacena vezu izmedu ova dva parametra. Razlozi
povezanosti graniCne statistiCke znacajnosti mogli bi se potraziti u medusobnom
ucinku okolnih varijabli koje eventualno mi nismo mijerili. Sve navedeno namece
potrebu daljnjih istraZivanja, kako upotrebom magnetne rezonance u verificiranju
finijih promjena malog mozga, tako i ras€lanjivanje svih mogucéih faktora Kkoji
pogoduju i ometaju razvoj fine motorike u djece koja su intrauterino bila izloZena
niskim koncentracijama metil-Zive, kako bi se dosegnuli konacni zaklju€ci o

povezanosti intrauterine izlozenosti metil-Zivi s razvojem djece.

Usporedivanjem antropometrijskih mjera novorodencadi (rodna duljina i masa, opseg

glave), koja su intrauterino bila izloZzena niskim koncentracijama metil-Zive, te

analizom razlika navedenih karakteristika s obzirom na koncentraciju metil-zive u krvi
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pupkovine, uoceno je da nema statistiCki znaCajne korelacije izmedu koncentracije
metil-Zive u krvi pupkovine i antropometrijskih karakteristika novorodencadi (tablica
13). Razlike s obzirom na spol, dobivene u nasem istrazivanju, u skladu su s
poznatim Cinjenicama o razlikama rodne mase, rodne duljine i opsega glave te idu
prilog muske novorodencadi. MoZe se zakljuciti da intrauterina izloZenost niskim
koncentracijama metil-Zive nije dovela do novih razlika u antropometrijskim

karakteristikama muske i Zenske novorodencadi.

Daljnjom upotrebom multiple regresijske analize i utvrdivanjem doprinosa
karakteristika majki (dob, masa prije trudnoce, prirast na masi u trudnoci, visina,
puSenje u trudnoCi, unos alkohola u trudnoci), karakteristika oca (visina),
socioekonomskih uvjeta (stanovanje u ruralnoj sredini, edukacija majke, status
zaposlenosti majke i oca, paritet, ), prehrambenih navika s naglaskom na namirnice
morskog porijekla ( ribe, rakovi, mekusci) te spola na antropometrijske karakteristike
novorodencadi intrauterino izlozene metil-Zivi, dobivaju se rezultati iz kojih je
razvidno da postoji pozitivan doprinos dobi majke (b koeficijent 32,77, p=0,002),
mase majke prije trudnoce (b koeficijent 6,80, p=0,03), kao i prirasta na masi majke u
trudnoCi (b koeficijent 22,38, p=0,001) na rodnu masu novorodencCadi, kao i
negativan doprinos Zenskog spola novorodencadi (b koeficijent -202,13, p=0,01) -
tablica 14. Jednako tako, potvrden je pozitivan doprinos dobi majke (b koeficijent
0,12, p=0,03), visine majke (b koeficijent 0,11, p=0,01) te mase majke prije trudnoce
(b koeficijent 0,03, p=0,04) na rodnu duljinu novorodencadi, kao i negativan doprinos
Zenskog spola novorodenceta (b koeficijent 0,97, p=0,02) - tablica 15. Opsegu glave
novorodenceta pozitivno doprinosi masa majke prije trudnoce (b koeficijent 0,02,

p=0,01) i prirast na masi majke tijekom trudnoce (b koeficijent 0,04, p=0,03), dok mu
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negativno doprinosi Zenski spol (b koeficijent -0,58, p=0,01) - tablica 16. Naime,
realno je za oCekivati da trudnice starije dobi tijekom trudnoce viSe miruju, vjerojatno
prekomjernije unose hranjive tvari i time vjerojatno pogoduju porastu svoje mase, ali
indirektno i radanju ,veée“ novorodencadi (rodna masa, rodna duljina, opseg glave).
Jasno je i da genska osnova mase i visine majke jednako tako u vecoj mijeri
predisponira slicne karakteristike u njihove novorodencadi, Sto znaCi da ¢e majke
vece visine i teZine &esée radati vecu djecu. Zenska novorodenéad je u pravilu manje

rodne mase i manje rodne duljine u odnosu na musku.

Istrazivanjem nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost profesionalne izloZzenosti
tvarima koje sadrze Zivu kod majki naSe kohorte i koncentracije ukupne Zive i metil-
Zive u krvi pupkovine njihove novorodencéadi. Razloge bi valjalo traZiti u tome da se
danasnja profesionalna regulativa o izloZzenosti pojedinim tvarima, pa i Zivi, sve
stroze provodi, kao i u tome da se Zivine tvari, upravo zbog svoje iznimne toksicnosti,
polako gube iz proizvodnje. Isto tako, uzorkovanje krvi pupkovine nasSe kohorte
provedeno je po porodu, a za pretpostaviti je da su majke ve¢ neko vrijeme prije
poroda izbivale sa svojeg radnog mjesta te omogucile izluCivanje dijela Zive i Zivinih
tvari iz svojeg tijela. Nadalje, vec ranije je u ovom doktorskom radu spomenuto da je
gotovo cjelokupna ziva koja je prisutna u krvi pupkovine organska, a profesionalna
izlozenost se u pravilu odvija putem anorganske Zive i ne bi trebala znacajnije

mijenjati koncentraciju ukupne Zive u krvi pupkovine.

Mali mozak odgovoran je za ravnotezu, koordinaciju i finu motoriku. Od nedavno je
prepoznata i njegova uloga u visokoorganiziranim funkcijama kao $to su kognicija,
jezik i ponasanje. Poznate studije su nedavno opisale funkcionalnu topografiju zrelog

cerebeluma uz pomo¢ mediolateralne osovine te su mali mozak podijelile na 7
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mediolateralnih zona, tri u svakoj hemisferi uz jednu vermisa. Sasvim je malo
istrazivanja prouCavalo vezu izmedu dijelova cerebelarnog volumena, mijerenih
magnetnom rezonancijom, i razvojnih oStecenja. Primjerice, u djece s cerebelarnim
malformacijama snizenje ukupnog cerebelarnog volumena je bilo povezano s
oStecenjima ukupnog razvoja, ekspresivne komunikacije, kognicije, kao i fine te
grube motorike. Jednako tako promjene pojedinih dijelova malog mozga povezane
su s to€no odredenim oStecenjima navedenih funkcija. Ovi rezultati ukazuju na
vaznost strukturalne topografije i volumena malog mozga za fukcionalni ishod u
djece Sto potvrduje i nase istrazivanje (109). U buduénosti bi te karakteristike mogle

imati utjecaja na prognozu kao i na ranu razvojnu intervenciju.

Sredisnji ziv€ani sustav u razvoju podlozan je utjecaju metil-Zive, i to ponajviSe mali
patoloskih i biokemijskih nalaza autopsije mozga povezanih s Minamata bolesti. U
najtezih oblika promijenjenog mozga uoCene su multiple vakuole razliCitih veli€ina
dominantno zastupliene u cerebelarnom korteksu (112). ProuCavala se takoder
regionalna prokrvljenost razli€itih dijelova mozga u pacijenata. UoCena je znacajna
razlika u regionalnoj prokrvljenosti razli€itih dijelova cerebeluma, ali ne i ostatka
mozga. Protok krvi kroz inferiorne dijelove malog mozga bio je dodatno nizi u odnosu
na ostale, ¢ak i kod pacijenata bez cerebelarne atrofije (113). Metil-Ziva izaziva
znacajnu cerebelarnu dizmorfogenezu tijekom razvoja jedinke. PatoloSke promjene
karakterizira potpuna arhitektonska disrupcija neurona (114). Dugoro¢na perinatalna
izloZenost niskim dozama metil-Zive povezana je s neuroloskim i motornim ispadima
koje se javljaju kao posljedice cerebelarne disfunkcije. NeuropatoloSke studije

sugeriraju da su ti ispadi u Stakora povezani s oste¢enjem migracije granularnih
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stanica malog mozga (eng. ,cerebellar granule cell — CGC"). In vivo i in vitro
neuronske migracije pokazale su osteéenja tijekom akutne i/ili visoko dozne
izlozenosti metil-Zivi, dok mikromolarne i submikromolarne promjene joS nisu
razjaSnjene. CGC stanice su u eksperimentu rane postnatalne izloZzenosti pokazale
neuspjesnu inicijaciju migracije iz vanjskog germinativnog sloja stanica i to ve¢ na
poCetku same migracije. Ovi ucinci su se dogodili bez promjena kortikalne strukture
malog mozga te bez gubitka vijabilnosti granularnih stanica (115). Studije s faktorima
rasta impliciraju da promjene njihovih koncentracija mogu trajno poremetiti stanicni
broj i u konacnici utjecati na veliCinu organa. Jednako tako, toksikant iz okolisa moze
poremetiti razvoj mozga na razini sinteze DNA, kao i na razini stani¢nih lanaca
neuronskih prekursora. ProuCavani su hipokampus i cerebelum novorodenceta

Stakora, dvije regije s postnatalnom neurogenezom, i uo¢ene promjene (116).

Dugo se smatralo da ¢e se potpuni uvid u razvoj ljudskog mozga dobiti kad se
strukturne promjene mozga povezu s razvojem motoriCkih, perceptivnih i kognitivnih
sposobnosti (117). Zbog posebnosti dje€je populacije veéi dio spoznaja o navedenim
funkcijama njihovog mozga proizlazi iz opazajnih istrazivanja (86,87). Do mnogih se
spoznaja joS nije doSlo, ali se znacajni napredak u istrazivanjima dogodio kad se
shvatilo da dijete moZze biti aktivni sudionik samog procesa istrazivanja kao sto se to
dogada u neurorazvojnim  testiranjima. Kao pokazatelj diferencijacije
neuroanatomskog razvoja koristi se vrijeme u kojem se ocCekuje da ¢e pojedino
podru¢je mozga, posebice kore mozga, postati funkcionalno. Prisutstvo nove
aktivnosti pripisuje se sazrijevanju pojedininh mozdanih regija. Ovo shvacanje ipak ne
uspjeva objasniti sve aspekte ljudskog funkcioniranja. Neki dokazi ukazuju na to da

se pojedine regije mozga intrauterino razvijaju najsporije po neuroanatomskom
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principu, ali u isto vrijeme postaju aktivne ubrzo nakon rodenja. Funkcionalnom
magnetskom rezonancom uoc€eno je da tijekom pojedine prijelazne faze u razvoju
ponasanja djeteta veci broj kortikalnih i subkortikalnih podru€ja mozga mijenja svoju
aktivnost. To se dogada puno ¢eS¢e nego Sto pojedino podrucje mozga iz inaktivhog
stanja prelazi u aktivno pa se iz toga moze zakljuCiti da je za razvoj mozga
dominantno odgovorno sazrijevanje unutarregionalnih veza (118,119). Alternativni
pogled sugerira da je za postnatalni funkcionalni razvoj mozga odgovorna
meduregionalna interakcija, odnosno da sazrijevanje pojedine funkcije ovisi o
obrascima same regije, ali i 0 povezanosti s drugim regijama (116). Tijekom razvoja
interakcije izmedu dijelova mozga poboljSavaju funkcije pojedinih regija mozga tako
da ograniCavaju djelovanje druge regije. Tako Ce poCetak novog djelovanja pojedine
regije tijekom djetinjstva biti povezan s promjenama aktivnosti nekoliko drugih regija,
a ne samo jedne. Ovime se definira razlika ovoga pristupa u odnosu na Cesce
zastupanu teoriju maturacije, pri Cemu se naglasava da tijekom djetinjstva obrasci
kortikalne aktivacije mogu biti opsezniji nego oni u odraslih. 1z toga se da zakljuciti da
uspjednu aktivnost nad istim zadatkom u djece i odraslih mogu podrzati razliCiti
uzorci kortikalne aktivacije. Nedavni dokazi ukazuju da isto ponaSanje u odraslih i
djece mogu podrzati razliCite strukture i putevi te da postoje dinamic¢ke promjene
kortikalne obrade podrazaja tijjekom razvoja. Potvrdeno je takoder da
meduregionalna interakcija pomaze oblikovanje unutarregionalnih povezivanja, tako
da nekoliko regija podrzava razvoj pojednih kognitivnih i perceptivnih funkcija. Do
danas jo$S nije poznato kako metil-Ziva utjeCe na unutarregionalno i meduregionalno
povezivanje dijelova mozga u postnatalnom razvoju, ali se zna da ona modificira vise

neuronskih puteva koji sudjeluju u tom medudjelovanju (120).
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U nasem istrazivanju smo koristili ,Bayley Scales of Infant and Toddler Development*
za procjenu neurorazvojnih karakteristika djece u dobi od 18 mjeseci koja su bila
intrauterino izlozena niskim koncentracijama metil-zive. Bayley skala procjene
obuhvaca serije razvojnih igara u kojima se stupanj odradenih stavki igre pretvara u
liestvicu rezultata. Oni se usporeduju s postavljenim normama funkcija djece iste
dobi urednog neurorazvoja. Zbrajanjem pojedinacnih ocjena dobiva se ukupna
kognitivna, jezi€na i motoricka ocjena kao i pod-ocjena receptivne i ekspresivne
komunikacije te fine i grube motorike. Osnovne mane ovog testa su subjektivnost,
razlike u rezultatima djece u ovisnosti o dijelu godine i dana kada se provodi, jeziCna

barijera te trajanje testiranja (oko 1h).

Alati koriSteni za mjerenje ishoda svakog istrazivanja morali bi biti osjetljivi, specifi¢ni
i neovisni o nacinu provodenja i okruzenju u kojem se istrazivanje provodi. Vecina je
istrazivanja o utjecajima izlozenosti metil-zivi koristila neurorazvojne testove od kojih
psihometrijskih svojstava. Kako bi se u §to ranijoj razvojnoj dobi detektirale
neurotoksiCne promjene, primjena neurorazvojnih testova mora biti standardiziranog
izvodenja i samim time imati vecu ovisnost o samom ispitivacu. To ponekad znaci da
rezultati mogu ovisiti o promjenama situacije tijekom ispitivanja, kao i o ulozi
interpretatora te eventualno i kulturi u kojoj se ispitivanje provodi izvan izvornog
okruZenja gdje je test nastao. Tradicionalno su istraZivanja o utjecajima metil-zive
koristila standardne testove inteligencije (npr. WISC-Wechsler Intelligence Scale for
Children). Oni nisu bili najpogodniji za istrazivanje neurotoksi¢nosti metil-zive zbog
vaznosti uloge interpretora u nekim dijelovima testiranja. Primjena neurobihevioralne

procjene (Farski otoci) odrazava funkcionalne promjene (paznju, motoricku brzinu,
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verbalnu memoriju) i najvjerojatnije ukazuje na posljedice izlozenosti metil-Zivi
srediSnjeg ziv€anog sustava u razvoju (102). The Bayley Scales of Infant and
Toddler Development danas predstavlja standard u procjeni ranog neurorazvoja
djece u dobi 1- 42 mjeseci i smatra se ponajboljim alatom za navedenu procjenu. Od
najznacajnijih prospektivnih studija, Bayley test je koristen u istrazivanju na SejSelima

te u Poljskoj. U nasem istrazivanju je koriSten Bayley test Il izdanje.

Prvi pokuSaji znanstvenog pristupa u procjeni neurorazvojnih karakteristika djece
pojavili su se krajem 19. stoljeca putem djecjih biografija. Pisali su ih naj¢eSc¢e
Skolovani roditelji koji su biljezili longitudinalna promatranja razvoja svoje djece kroz
nekoliko mjeseci ili godina. Bila su detaljna i po unaprijed definiranom planu, ali su se
zaklju€ci izvodili na temelju promatranja samo jednog djeteta te su bili izuzetno
subjektivni. Krajem 19. stolje¢a Hall je u prouCavanju razvoja djece uveo metodu
upitnika kojeg su ispunjavali roditelji, Sto je omogucilo dobivanje velikog broja
podataka u relativno kratko vrijeme. Osnovna mana ovog pristupa bila je takoder
subjektivnost. PoCetkom 20. stolje¢a Simon i Binet su uocili da samo djeca odredene
dobi mogu rjesiti neke od postavljenih zadataka te su na osnovi rezultata postavili
standarde za sve uzraste Skolske dobi. Prva sli¢na ispitivanja dojencadi i male djece
zapoceo je Kuhlman u drugom desetljecu 20. stoljeCa, no njegovi rezultati nisu bili
prihvaceni jer su se zasnivali na usporedbama djece urednog razvoja s onom koja su
imali razvojne potesSkoce. Unaprijeden oblik navedenog ispitivanja iznio je Gesell koji
je nastojao upoznati razvoj ponaSanja zdrave male djece te je na temelju toga
odredio normative razvoja. PonaSanje zdrave dojencadi i male djece je razvrstao u
Cetiri skupine: motoriku, govor, okulomotoriku i drustvenost. Na toj je osnovi Bayley

sredinom istog stoljeca izradila ljestvicu za ispitivanje razvoja psihomotorike u male
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djece, a Giriffiths test za ispitivanje vjestina dojencadi. 30-ih godina proslog stolje¢a u
Europi su Buhler i Hetzer objavili becki ,Kleinkindertest® koji sluzi za ispitivanje
razvoja djece u dobi od 1 do 72 mjeseca i koji se razlikuje od Gesselovog po tome
Sto osim originalnih zadataka uvodi i kvantitativnhu analizu rezultata i to definiranjem

kvocijenta psihiCkog razvoja ispitivane djece.

Pod razvojem motorike u djece se podrazumijeva sve veca sposobnost svrhovitog i
skladnog koriStenja vlastitog tijela za kretanje te koriStenje predmeta. Razvoj
motorike se moZe pratiti kroz vise faza koje su vidljive u usavrSavanju drzanja tijela
(posturalne kontrole), kretanja (lokomocije) i baratanja predmetima (manipulacije). U
dojenceta se uocCavaju refleksni i stereotipni pokreti. Refleksi su automatske reakcije
na odredene podrazaje (npr. Zzmirkanje, sisanje, zijevanje i sl.), a stereotipni pokreti
nisu reakcija na vanjski podrazaj, niti imaju jasnu svrhu (npr. mahanje, ljuljanje i sl.).
Oko Cetvrtog mjeseca navedene pokrete zamijenjuju sve vise sli¢ni, ali voljni pokreti.
MotoriCki razvoj dogada se odredenim slijedom u skladu s razvojnim nacelima.
Upravljanje voljnim pokretima prvotno zapocinje kontrolom pokreta glave i vrata pa
postupno preko voljnih pokreta rukama napreduje do voljnih pokreta nogama
(cefalokaudalno nacelo). Drugi smjer razvoja kontrole voljnih pokreta je od sredine
trupa prema ekstremitetima, odnosno dijete najprije kontrolira i upravlja pokretima
ruku iz ramena, kasnije pokretima iz lakta i konaCno pokretima Sake i prstiju
(proksimodistalno nacelo). Prema Kroghu u prvoj i drugoj godini razvijaju se
rudimentarna ponasanja koja ukljuCuju osnovne voljne aktivnosti: pokretanje glave i
gornjeg dijela trupa, prevrtanje, sjedenje, puzanje, stajanje i hodanje. Te motoricke
vjestine pojavljuju se u sve zdrave djece upravo tim redoslijedom i u predvidivoj dobi.

Razlog je tome slijed i tempo razvoja Ziv€anog i miSi¢no-koStanog sustava. U tom
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ranom periodu zivota na razvoj motorike prvenstveno utjeCe neuroloSko sazrijevanje
te proces uCenja necCe imati uCinka prije nego je dijete sazrelo, a razvoj motorike i
razvoj spoznaje ¢e se uzajamno podrzavati. Navedene rane motoriCke aktivnosti €ine
temelj za razvoj osnovnih pokreta i prirodnih oblika kretanja koji se javljaju izmedu
druge i sedme godine Zivota, a Vasta i suradnici ih dijele u tri skupine: kretanje (npr.
hodanje, tr€anje, skakanje i sl.), odrZzavanje ravnoteze (npr. dizanje glave, savijanje,
kotrljanje i sl.) te baratanje predmetima (npr. bacanje, hvatanje, udaranje i sl.).
Osnovni pokreti temelj su motorickih vjestina i pojavljuju se po pravilu u sve djece, a
njihovo daljnje usavrSavanje nastavlja se u Skolskoj dobi kad postaju temelj za
sportske vjestine. Dijete do dobi 18 mjeseci sjedi i stoji te hoda samostalno, penje se
stepenicama uz pomoc, spusta se iz stojeceg u sjedeci polozaj, prikladno drZi olovku,

Sara po papiru, gradi toranj od kocaka (121).

Kognitivni razvoj odnosi se na mentalne procese pomocu kojih dijete pokuSava
razumjeti i sebi prilagoditi svijet koji ga okruzuje. Glavni procesi pri tome jesu
postupno razvijanje unutarnjih zamjena (upotreba simbola, reprezentacija) za osobe i
predmete i postupno razvijanje misaonih procesa (usporedba, analiza, sinteza,
apstrahiranje i sl.). Jednostavne zamjene za predmete i pojave u okolini (motoricke i
slikovne sheme) dijete stjeCe od Sestog mjeseca nadalje, a od kraja druge do Seste
godine najvise se sluzi zamjenama rijeC-slika. Misaone operacije kao Sto su
usporedba, analiza i apstrahiranje dijete stjeCe oko Seste godine, a to ¢e mu
omoguditi postupni razvoj najsavrSenijih zamjena za stvarnost: pojmova (rijec-
pojam). Pojam je zamjena za predmet ili pojavu koja nije slika tog predmeta i nije mu
slicna. On sadrzi u sebi sve predmete koje imaju bitno zajednicko svojstvo. Spoznajni

razvoj dogada se postupnim ovladavanjem sve sloZenijim zamjenama za stvarnost
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(shemama i pojmovima) i misaonim operacijama. Taj se razvoj zbiva uz nuznu
djetetovu aktivnhu interakciju s okolinom posredovanu djetetovim iskustvom i
osiguranjem uvjeta za razvoj paznje i misaonih strategija. Dijete u dobi od 18 mjesec
istraZuje predmete, traZi skriveni predmet, zapoCinje sa zapamcenim ponaSanjem,

oponasa ponasanje iz okoline i sl. (121).

Govor je viSa psihiCka aktivnost Covjeka koja mu omogucéuje da pomodéu sustava
znakova i simbola priopCava svoja znanja, osjeCaje, potrebe i misljenje drugim
ljudima. Osnovni simboli u ljudskom govoru su rije€i, a njegova osnovna najvaznija
funkcija je komunikacija. Govor se razvija sustavno i predvidivim redoslijedom, a
realizira se u interakciji djeteta i njegova socijalnog okruZenja. Prema Lennenbergu
kriticni period u kojem djeca zapocCinju govoriti nalazi se u rasponu 18-24 mjeseci
poslije rodenja, a period od druge godine do puberteta smatra se osjetljivim
razdobljem za razvoj govora kad ja najvaznije da dijete ima adekvatnu socijalnu
stimulaciju. Govorni razvoj se moZze pratiti preko dva osnovna razdoblja: preverbalno
koje je prisutno od rodenja do prve smislene rijeCi/reCenice te verbalno kojeg
karakterizira vremenski period od prve smislene rijeCi/re€enice do automatizacije
govora. U prva dva mijeseca zivota dojenCe se glasa krikom, platem i nekim
fizioloSkim zvukovima. Prvo glasanje je spontano, refleksno i odraz je fizioloSkog
stanja djeteta. Ono u sebi nema komunikacijske usmjerenosti, ali ga okolina pocinje
brzo shvacati. Tijekom drugog mjeseca dijete pocinje spontano proizvoditi
jednostavne vokalne zvukove, artikulacijski neodredene, ali artikuliranije od
prethodnih. Time iz faze kriCanja dojenCe prelazi u fazu gukanja. U dobi od Sest
mjeseci zapocinje faza slogovanja u kojoj je produkcija glasova sve viSe voljna i

njome dojence sve viSe oponasa glasove iz svoje okoline i sve se viSe okreCe prema

75



njoj. U dobi od devet i deset mjeseci dojenCe sve vise ponavlja glasove materinskog
jezika, a s priblizavanjem dobi od jedne godine zapocinje slaganje glasova koji
nalikuju artikuliranim rije€ima. Prve rijeCi nastaju izmedu dvanaestog i osamnaestog
mjeseca i time pocinje verbalno razdoblje. Prve rijeCi su obi¢no dvoslozne, a po vrsti
rije€i su imenice te po sadrzaju mogu Ciniti cijele iskaze uz mijenjanje znacCenja u
ovisnosti o situaciji u kojoj su upotrijebljene. Potkraj druge godine dijete oblikuje svoju
prvu re€enicu, najéesSce slozenu od dvije rijeci. Od pojave prve recCenice pocinje
savladavanje gramatike i naglo napredovanje u razvoju govora. Vec¢ s oko tri i pol
godine dijete u govoru koristi sve vrste rijeCi, reCenica se sastoji od tri i viSe rijeci,
dobro vlada osnovnim govornim disanjem i primijenjuje glavninu gramatickih pravila
te je moguce reci da je svladalo osnovu materinskog jezika. Dijete od 18 mjeseci
izgovara prve rijeci-imenice, oponas$a intonaciju iz okoline, pojednostavijuje zvukovne
kombinacije radi boljeg izgovora, zapocinje prihvacati gramaticka pravila, zadrZzava

se krace vrijeme na zadanoj temi i sl. (121).

U opaZzajnim istraZivanjima (u kojima nema znanstvene intervencije), kao Sto je slucaj
kod naseg istrazivanja, prisutnost faktora ometanja (eng. ,confounding factor“) moze
iskriviti pravu vezu izmedu izlozenosti i toksi¢nih u€inaka pojedine tvari (12). Faktor
ometanja se moze odrazavati i na izloZzenost i na ishod i ne predstavlja medustupan;
uzroCne veze izmedu ove dvije varijable. Naj¢eS¢e se dogada da toksikant i faktor
ometanja djeluju u istom smjeru (eng. ,positive confounding®), no u slu¢aju metil-Zive
i prehrane namirnicama morskog porijekla, povezanost izmedu dobrobiti i rizika je
klasiCan oblik negativnhe sprege (eng. ,negative confounding®). Naime, prehrana
namirnicama morskog porijekla bogata je blagotvornim nutritijentima koji mogu

maskirati toksi¢nost metil-zive. Osnovna mana velikog broja prospektivnih studija o
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utjecajima izlozenosti metil-Zivi sastoji se upravo u zanemarivanju potencijalnih
faktora ometanja, kao S$to je prehrana namirnicama morskog porijekla, odnosno
polinezasi¢ene masne kiseline, selen, Zeljezo, jod i vitamin E u njoj. Ovo moze
djelomi€no objasniti i neslaganje rezultata dviju najvecCih studija provedenih na
SejSelskim i Farskim otocima koje su prouCavale utjecaje metil-Zive na djecu i
odrasle. Pri dizajniranju studije i statistiCkoj analizi valja prije svega voditi raCuna o
tome da se uvazi prisutnost poznatih ,confoundera“® odnosno da se anticipira
postojanje i, koliko je to moguce, ograniCi njihov utjecaj na rezultate. Naime, u
modeliranju ishoda izuzetno je vazno ukljuciti faktor prehrane, a ne samo izlozenost
Zivi, kao $to je to ucinjeno u samo 3 svjetske studije te u naSem istrazivanju (93,102,
122). Ipak, izravno uklju€ivanje faktora koncentracije spomenutih elemenata (selen,
Zeljezo, jod) te vitamina E i polinezasi¢enih masnih kiselina kao sastavnog dijela
prehrane namirnicama morskog porijekla, koje se u nasSem istrazivanju posredno
uvazavaju putem prehrambenih navika, morat ¢e se ukljuciti u nekom daljnjem

istrazivanju kad navedeni podaci budu dostupni.

Osim navedenih faktora ometanja iz prehrane, vazno je voditi raCuna i o
socioekonomskim te kulturoloSkim obiljezjima ispitanika, budu¢i da se ne moze sa
sigurnoScu tvrditi da izmedu pojedinih grupa ne postoji razlicita vulnerabilnost prema
pojedinim toksikantima. Isklju¢ni kriterij nasSe studije bio je boravak na podrucju
Jadranskog priobalja krac¢i od 2 godine te nepoznavanje hrvatskog jezika jer jeziCna
barijera, jednako tako, moze modificirati rezultate testiranja djece. U analize su bili
uklju€eni sociekonomski faktori (dob majke, edukacija majke, edukacija oca, status
zaposlenosti majke | oca, stanovanje u ruralnoj sredini, paritet i dr.). Uz sve

navedeno otvara se i pitanje odnosa pozitivnhog utjecaja dojenja u odnosu na
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negativnu izloZzenost kontaminantima prisutnim u mlijeku, Sto nije pitanje koje se
dotiCe samo ekspozicije metil-Zivi, nego i drugih polutanata poput dioksina i bifenila
(102,123,124,125,126). |z svega navedenog namece se potreba uporabe standardne
multiple regresije u statistiCkoj obradi koja bi sve navedene faktore ometanja uklopila
u analizu i iznijela najprecizniju mogucu procjenu ucinaka metil-zive na razvoj djece.
Zakljuéno reCeno, uvazavaju¢i faktor negativhog ometanja viSe razliCitih tvari u
namirnicama morskog porijekla, kao Sto su polinezasicene masne kiseline, lako se
da zakljuciti da je izolirani toksiCki uCinak metil-zive kudikamo veci, nego Sto se
uspjeva detektirati zbog prisutstva navedenih tvari. Stoga bi pojedine regulatorne
agencije trebale preispitati dio svojih preporuka vezanih za izlaganje metil-zivi putem

prehrane (102).

Samo su 2 longitudinalne i 3 transverzalne (eng. ,cross sectional®) epidemioloSke
studije koje su istrazivale utjecaje metil-Zive na neurorazvoj djece, ukljucile faktor
postnatalne izlozenosti metil-zivi. Kao pokazatelj postnatalne izlozenosti koriStena je
koncentracija ukupne Zive u kosi te krvi djece, a istraZivanje na Farskim otocima
povezalo je 12 mjeseci dojenja s ranim razvojnim promjenama. Jednako je tako
uocCena veza izmedu koncentracije ukupne Zive u kosi i neurorazvojnog ishoda u dobi
od 7 godina (75). Ipak, uvazavaju¢i u analizi prenatalnu izlozenost putem
koncentracije zive u krvi pupkovine, gubila se statisticka znacajnost navedenih veza.
2006. godine Debes i suradnici zakljuCili su da postnatalna izloZenost metil-Zivi nema
vidljivin efekata pa su produbili upite o eventualnom pozitivnom utjecaju ostalih
nutritjenata u prehrani bogatoj namirnicama morskog porijekla. Predmetom
istrazivanja bili su i kritiCni vremenski periodi utjecaja metil-zive na cerebelum tijekom

vremena sisanja novorodencCadi Stakora. Dokazano je da postnatalna izloZzenost
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metil-zivi uzrokuje hiperlokomotornu aktivhost miSeva. Upravo je razdoblje ranog
postnatalnog razvoja definirano kao kriticno razdoblje u kojem je mali mozak misa

izuzetno osjetljiv na neurotoksi¢no i prooksidativno djelovanje metil-zive (127).

S obzirom na navedene kontroverze, u nasSem istrazivanju utjecaja metil-zive na
neurorazvoj djece, kao postnatalni izvor izloZenosti metil-Zivi uvazen je faktor dojenja
djece kroz prvih 6 tjedana Zivota, ali ne i faktor prehrane djece namirnicama morskog
porijekla kasnije tijekom razvoja. Razlozi su tome prije svega bile preporuke i
uvrijezene navike uvodenja namirnica ribljeg porijekla (bijela riba) u dohranu djeteta
tek po navrSsenom 8. mjesecu Zivota djece, i to postepeno i u malim koli€inama.
Plavu ribu pak nije uputno uvoditi u prehranu do kraja prve godine i tih se smjernica
roditelji u pravilu pridrzavaju. S obzirom na navedeno, misljenja sam da navedeni
unos namirnica morskog porijekla ne moze znacajnije utjecati na postnatalnu
izlozenost djece metil-zivi do dobi od 18 mjeseci, dok bi se u eventualnom daljnjem

istraZivanju starije djece navedeni faktor morao znanstveno evaluirati.

U svijetu ne postoji studija kojom se pokuSala povezati intrauterina izloZenost metil-
Zivi s neuroanatomskim promjenama mozga u novorodencadi i neurorazvojnim
ishodom djece u dobi od 18 mjeseci kao Sto je to slucaj u izradi ovog doktorskog
rada. Upravo iz navedenog razloga ovaj rad predstavlja znaCajan metodoloski i
znanstveni doprinos te daje moguce smijernice istrazivanjima koja Ce tek uslijediti.
Naime, rast ljudskog mozga najbrzi je od pocCetka treCeg tromjesecCja gestacije do
dobi djeteta od 18 mjeseci. Produzeno vrijeme strukturnog razvoja mozga pojedine
vrste predisponira veci relativni volumen struktura, posebno frontalnog korteksa, kao

Sto je to slu€aj u ljudi u odnosu na neke druge vrste. Tijek tog sporijeg procesa
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omogucava i produzeni postnatalni period u kojem interakcija s okolinom moze
doprinijeti finom podeSavanju (eng. ,fine tuning®) i oblikovanju neuronskih krugova, ali
i povecanoj osjetljivosti razli€itih struktura srediSnjeg ziv€evlja na osStecenja (128).
Puno je nacCina za prouCavanje postporodnog neuroanatomskog razvoja
(transfontanelarna neurosonografija, magnetska rezonanca, pozitronska emisijska
tomografija, postmortem analize), ali se kod djece, s obzirom na sredi$nje Ziv€evlje u
razvoju, namecu odredena ograni¢enja (127). Transfontanelarna neurosonografija je
najbolji izbor vizualne detekcije mozga u novorodenackoj dobi zbog neskodljivosti,
dostupnosti, jednostavnosti izvodenja, niske cijene i mogucénosti prijenosa aparata.
Nedostaci ove metode su ovisnost o educiranosti, iskustvu i manualnoj vjestini
ispitivaCa te subjektivnost. Navedene smo nepovoljnosti u nasoj studiji pokusali
smanijiti na minimalnu moguc¢u mjeru tako da je mjerenja veliCina ciljanih struktura
mozga provodio jedan ispitivaC uvijek istim aparatom te u podjednakim uvjetima
rada. Odabir ciljanih struktura bazirao se na nalazima promjena mozga verificiranih
,post mortem“ analizama mozgova djece oboljele od Minamata bolesti te s obzirom
na strukture koje je u novorodenackoj dobi moguce detektirati transfontanelarnom

neurosonografijom (14).

Upitnik o majcinoj prehrani u trudnoci koristen je kao pokazatelj frekvencije unosa
namirnica morskog porijekla. Ako ne postoji dostatna razina detalja u upitniku, grube
prehrambene varijable mogu ograniciti snagu identificiranja unosa ribe kao vaznog
faktora ometanja u istrazivanjima o utjecaju izlozenosti metil-zivi na razvoj djece.
RazliCite skupine morskih organizama sadrze razliCite koncentracije metil-Zive te
razli€iti naCini pripreme hrane mogu utjecati na unos razli€itih tvari. Stoga prilikom

sastavljanja upitnika o tome valja voditi raCuna. Nas prehrambeni upitnik je sadZavao
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pitanja kojima se unos namirnica morskog porijekla verificirao unosom 150g
namirnice te podijelio na unos ribe, rakova — jastog, rakovica, Skampi, mekusaca -
lignja, sipa, Skolijke te tune, skuSe i sardine u ulju. Navedene su namirnice bile
dodatno razvrstane s obzirom na nacin pripreme (,kuhani‘, ,peCeni, ,na zaru“ i
,gradelama“ te pripremljeni u ulju). Poznato je da nacin pripreme ne mijenja unos
metil-zive, ali svakako moze mijenjati unos drugih tvari poput polinezasi¢enih masnih
kiselina koje mogu predstavljati pozitivni ili negativni ,confoundera® istrazivanja. NaSi
rezultati ukazuju na to da ne postoji izravna korelacija izmedu prehrambenih navika
trudnica, s naglaskom na namirnice morskog porijekla, i neurorazvojnog ishoda
njihove djece u dobi od 18 mijeseci (tablica 12). Ipak, u multivarijantnoj analizi
doprinosa vise faktora na pod-ocjenu fine motorike dobiveni su rezultati koji ukazuju
na to da unos tune, skuse i sardine u ulju negativho doprinosi pod-ocjenama fine
motorike (b koeficijent —0,71, p= 0,02). Navedeni rezultati stoga sugeriraju potrebu
daljnjih slozenih analiza koncentracija razli€itih tvari u samoj ribi s ciljem razabiranja
njihovih pojedinacnih utjecaja na neurorazvoj djece koji predstavljenom analizom

mozda ostaju skriveni.

Osnovna prednost ovog istrazivanja sastoji se u tome da se pojavnost intrauterine
izloZenosti metil-Zivi istraZzivala na podrucju kojeg karakteriziraju prehrambene navike
trudnica bogate namirnicama morskog porijekla. Ove navike pogoduju izloZenosti
fetusa navedenoj tvari. Nadalje, uzorak promatrane populacije je pomno biran putem
razradenih ukljucnih i iskljucnih kriterija te je broj prouCavane djece impresivan za
navedeno podrucje, buduci da se radi o gotovo 5% ukupne populacije novorodencadi
jedne kalendarske godine. Ovime zaklju€ci dobivaju na dodatnom znanstvenom

kredibilitetu. ProuCavala su se djeca u dobi od 18 mjeseci koje se smatra krajem
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najintenzivnijeg razvoja mozga. Promjene funkcije mozga do ovog se razdoblja mogu
najjasnije uoCiti. U procjeni morfolo§kog i neurorazvojnog ishoda koristene su
metode (transfontanelarna neurosonografija, Bayley test Ill) koje su dostupne,
neskodljive i pogodne za kontrolu izvodenja kako bi se mjerne pogresSke svele na
najmanju mogucu mjeru. U navedenom je istrazivanju po prvi puta proucavana veza
izmedu intrauterine izlozenosti djece metil-zivi s morfoloSkim promjenama mozga te

posljedi¢nim neurorazvojnim ishodom.

S druge strane, izloZzenost je nase populacije metil-Zivi vjerojatno suviSe niska da bi
pokazala Siru povezanost same izloZzenosti s morfoloSkim promjenama mozga
novorodencadi i neurorazvojnim karakteristikama djece u dobi od 18 mjeseci.
Navedeni rezultati predstavljaju tek pocCetak istrazivanja navedene poveznice,
pogotovo u krajevima viSe izlozenosti metil-Zivi. Postnatalna izlozenost putem drugih
varijabli (osim maj€inog mlijeka) morala bi biti predmetom daljnjih istrazivanja kao
nastavak na predstavljeno. Pri tome valja voditi raCuna da standardne statistiCke
analize nerijetko nude kontradiktorne rezultate, kao Sto i pretpostavijaju da su
markeri izloZzenosti izmjereni bez greSke, $to nije mogucée. Statisticki gledano, bilo
koja nasumiCna greSka moze uzrokovati podcjenjivanje ili precjenjivanje pravog
uCinka. Uostalom, i ukupna nepreciznost analiza krvi pupkovine je ve¢a nego $to to
kontrole kvalitete laboratorija priznaju. Jednako tako koriStenje upitnika u znanstvenoj
metodologiji takoder ima svojih mana, buduc¢i da su ljudi skloni davanju socijalno
pozeljnih odgovora i vrijeme potrebno za ispunjavanje upitnika je Cesto obrnuto
proporcionalno preciznosti odgovora. Upitno ostaje i do koje mijere varijabilnosti
neurorazvojnih karakteristika, dobivenih u istrazivanju, zaista imaju bioloSku i kliniCku

vaznost.
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U naSem je istraZivanju u velikoj mjeri dokazana osnovna hipoteza rada po kojoj
intrauterina izloZenost metil-Zivi dovodi do promjena u duljini malog mozga
novorodencadi, a time i do sasvim egzaktnih i objasnjivih promjena u finoj motorici
djece u dobi od 18 mjeseci. Kod naSe je skupine intrauterino izloZzene djece svaki
porast duljine malog mozga od 1 milimetra dovodio do povec¢anja pod-ocjena fine
motorike od 0,11 boda. U znanstvenom smislu bilo bi neispravno zakljuciti da je na
osnovi duljine malog mozga novorodencadi moguce izvoditi zakljuCke o daljnjem
razvoju fine motorike u djece, ali bi svakako transfontanelarno verificirano smanjenje
duljine malog mozga nametnulo daljnje pracenje djece. Isto tako, s obzirom na velik
broj ometajucih faktora kod izlaganja metil-Zivi, od kojih su vjerojatno samo neki
poznati, nemoguce je tvrditi da je navedena pojava nedvojbeno odraz samo utjecaja
metil-zive kao sastavnog dijela prehrane trudnica namirnicama morskog porijekla.
Navedeni rezultati otvaraju ipak neka potpuno nova znanstveno-kliniCka pitanja i
traZze daljnja istrazivanja povezanosti intrauterine izlozenosti metil-zivi i neurorazvoja

djece.

Zaklju¢no re€eno, Ziva je u gotovo svim svojim oblicima toksi¢na za fetuse i djecu te
bi drustvo u cjelini trebalo uloZiti napore kako bi smanijilo izloZenost djece i trudnica,
ali i op¢e populacije utjecaju ove tvari (6). Pedijatri i lije€nici trebali bi naglasavati
potrebu smanjenog koriStenja raznih mjernih instrumenata sa Zivom kako u medicini,
tako i u kuéanstvima. Veliku paznju valja usmjeriti i na edukaciju majki, posebice
trudnica, o nedostacima prehrane namirnicama morskog porijekla, buduci da je ona
najznacajniji izvor organske zive koja, Cini se, izaziva promjene mozga koje su

povezane s promjenama neurorazvojnog ishoda djece.
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6. ZAKLJUCCI
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Medijan (prosje€na vrijednost) koncentracije ukupne zive u krvi pupkovine
istrazivane skupine iznosi 2,98 ng/g uz interkvartilni raspon 1,41-5,61 ng/g.
Nisu nadene spolne razlike koncentracija metil-Zive u krvi pupkovine izmedu
muske i Zenske djece promatrane kohorte, odnosno moze se zakljuciti da spol
djeteta ne utjeCe na intrauterinu izloZzenost metil-Zivi.

Intrauterina izloZzenost niskoj koncentraciji metil-Zive ne dovodi do novih
neurorazvojnih razlika izmedu djece muskog i zenskog spola u dobi od 18
mjeseci. Zenska djeca pokazuju viSu razinu sposobnosti u domeni
ekspresivne komunikacije te ukupnog jezika. Navedeni podaci dio su vec
Siroko poznatih Cinjenica o razlikama djeCaka i djevojCica spomenute dobi.
Porastom koncentracije metil-zZive u krvi pupkovine dolazi do pada pod-ocjena
fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci koja su intrauterino bila izlozena
niskim koncentracijama metil-zive. Statisticki znacCajna povezanost
koncentracije metil-zive u krvi pupkovine s ostalim promatranim
neurorazvojnim karakteristikama djece nije dokazana.

Djeca visih kvartila (2., 3. i 4.) koncentracije metil-Zive u krvi pupkovine imaju
statistiCki zna€ajno sniZzenje pod-ocjena fine motorike u odnosu na djecu 1.
kvartile. Prosje¢no snizenje pod-ocjene fine motorike po jedinici porasta
koncentracije metil-Zive iznosi: 2. kvartila - 1.24, p=0,03, 3. kvartila - 1.28,
p=0,03, 4. kvartila - 1.45, p=0,01. Razlike u finoj motorici izmedu djece 2. i 3.
te 3. i 4. kvartile nisu statistiCki znaCajne. Nisu uoCene statistiCki znacajne
razlike ostalih neurorazvojnih sposobnosti (kognitivne, jeziCne) izmedu djece
razliCitih kvartila koncentracije metil-zive u krvi pupkovine.

Zaposlenost majke te unos skuSe, sardine i tune u ulju ima negativan

doprinos na pod-ocjene fine motorike djece u dobi od 18 mjeseci koja su
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11.

12.

intrauterino bila izlozena metil-Zivi. Pozitivan doprinos duljine malog mozga na
pod-ocjenu fine motorike pokazuje grani¢nu statisticku znacajnost (p=0,058).
Postoji pozitivna korelacija izmedu duljine malog mozga i pod-ocjena fine
motorike djece u dobi od 18 mjeseci koja su intrauterino bila izlozena niskim
koncentracijama metil-zive.

S porastom duljine malog mozga za 1 mm prisutan je porast od 0,11 boda
pod-ocjena fine motorike kod djece u dobi od 18 mjeseci koja su intrauterino
bila izlozena niskim koncentracijama metil-zive.

Potrebno je daljnje istrazivanje veze izmedu Sirine gyrusa cinguli i ukupne
ocjene kognitivnih sposobnosti, Sirine gyrus frontalis superior i pod-ocjena fine
motorike kao i ukupnih ocjena motorike te Sirine fosse interhemispherice i
pod-ocjena receptivnih jeziCnih vjestina, ukupnih jeziCnih sposobnosti te
ukupnih ocjena motorike.

Nije utvrdena korelacija izmedu prehrambenih navika trudnica, s naglaskom
na namirnice morskog porijekla, i neurorazvojnog ishoda njihove djece u dobi
od 18 mjeseci.

Nema statistiCki znaCajne korelacije izmedu koncentracije metil-Zive u krvi
pupkovine i antropometrijskih karakteristika novorodencadi.

Potvrden je pozitivan doprinos dobi majke, mase majke prije trudnoce, kao i
prirasta na masi majke u trudnoc¢i na vrijednost rodne mase novorodencadi
izlozene niskoj koncentraciji metil-zive. Jednako tako, dob majke, masa majke
prije trudnole te visina majke pogoduju viSoj vrijednosti rodne duljine
novorodencadi. Vrijednosti opsega glave novorodencCeta doprinosi masa
majke prije trudnoée i prirast na masi majke tijekom trudnoce. Zenski spol

negativno doprinosi svim trima antropometrijskim karakteristikama u
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14.

15.

novorodencadi koja su intrauterino bila izloZena niskim vrijednostima metil-
Zive.

Dobiveni rezultati ne pokazuju statistiCki znaCajne razlike u koncentraciji metil-
zZive u krvi pupkovine majki koje su profesionalno bile izloZzene Zivinim tvarima
u odnosu na one koje to nije karakteriziralo.

Potrebno je daljnje prospektivnho pracenje djece kako bi se u kasnijoj djecjoj
dobi uoCile moguce nove neurorazvojne razlike medu djecom koja su
intrauterino bila izlozena metil-Zivi. Zbog viSestrukog ometanja (eng.
,confounding®) procesa izlaganja metil-Zivi, potrebna su i mjerenja
koncentracija drugih elemenata u bioloSkim uzorcima kako bi se i ti faktori
ukljuc€ili u daljnje analize utjecaja metil-Zive na neurorazvoj djece koja su
intrauterino bila izlozena navedenoj tvari.

PozZeljno je uciniti genotipizaciju iz krvi pupkovine kako bi se procjenilo
prisutstvo delecija pojedinih gena odgovornih za enzimski sustav povezan s
metabolizmom metil-zive. Pozeljno bi bilo takoder utvrditi utjeCe i
koncentracija navedenih proteina na koncentraciju metil-Zive trudnica i djece,

te samim time i na njihovu izloZzenost navedenoj tvari.
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PROSPEKTIVNO PRACENJEVNEURORAZVVOJA DJECE
PRENATALNO IZLOZENE METIL-ZIVI

Povezanost intrauterine izloZenosti metil-Zivi s razvojem djece u dobi od 18 mjeseci

UPITNIK NAMIJENJEN MAJKAMA



NAPUTCI ZA POPUNJAVANJE

Cilj je ovog upitnika prikupiti podatke o prehrambenim navikama trudnica.

Prvi dio upitnika sastoji se od niza opcenitih pitanja, a nakon toga slijedi niz pitanja
koja se odnose na uCestalost kojom uzimate obroke hrane. Molimo Vas da ove
dijelove upitnika popunite Sto je jasnije i potpunije moguce, dajudi, kada se to od Vas
izrijekom trazi, kratke odgovore i ostavljaju¢i prazna polja na mjestima oznacenim
zvjezdicom (*). Svi podaci bit ¢e uporabljeni isklju€ivo u znanstvene svrhe, sukladno
zakonskim propisima o tajnosti i zastiti podataka (Decreto legislativo [D.Lgs] bro;j.
196. od 30. lipnja 2003.).

Da biste odgovorili na pitanje, morate zaokruziti broj pod kojim se nalazi navod koji
opisuje Vase navike. Pri tome, po mogucnosti, koristite iskljuCivo crvenu, zelenu ili
plavu tintu. S izuzetkom nekoliko pitanja (jasno naznacenih u upitniku), o€ekuje se da

u svakom retku zaokruzite samo jedan odgovor.

Molimo Vas da odgovorite na sva postavljena pitanja, ukljuCujuéi i ona koja se
odnose na prehrambene proizvode koje nikada ne konzumirate. U takvom slucaju
molimo Vas da zaokruZzite broj u kucici oznacenoj sa 'nikada’. Prije nego zapocCnete s
popunjavanjem upitnika, molimo Vas da pazljivo proCitate o kojim je kategorijama
prehrambenih namirnica rije€ te da povedete raCuna o vremenu koje Vam je bilo

potrebno za popunjavanje upitnika.

Opcenita pitanja: Svoj odgovor na svako od postavljenih pitanja naznacite oznakom

‘X" ili zaokruzivanjem odgovarajuceg broja.

Upitnik koji se odnosi na prehranu: U NACELU, ugestalost unosa hrane treba iskazati

kao prosjek, pri ¢emu valja uzeti u obzir veli€inu porcije.



KBC Rijeka - Klinika za ginekologiju i porodnistvo

EPIDEMIOLOSKA STUDIJA ZDRAVLJA MAJKE | DJETETA

POCETNI DATUM dan_/ / mjesec/ / / godina/ / /| | /

OPCENITI PODACI - MAJKA

Prezime i ime

Kuc¢na adresa: Ulica broj
Grad I 11111/
Pokrajina [ 1111

Telefonski broj
Datum rodenja: dan_/ / mjesec/ / /godina/ / [/ |/
Mijesto rodenja:

Grad I 11111/

Pokrajina [ 11111
Postanski broj/ / / /| | [*

Zemlja rodenja I 111 J*

Braéno stanje:

1. udata/Zivi s partnerom nevjen¢ano
2. udovica

3. rastavljena/razvedena

4. nikad se nije udavala

VISINA | TEZINA
Visina (iskazanaucm)/_/ |/
Tezina (iskazana u kg) prije trudnoée /_/_/_/ pri porodu/_/_/_/

AKADEMSKI STUPNJEVI
1. neobrazovana

2. osnovnoskolska izobrazba
3. srednjoskolska izobrazba
4. visokoskolska izobrazba
5. fakultetski obrazovana

ZANIMANJE

Trenutno ste:

. zaposleni, ali na porodiljskom dopustu/bolovanju
. zaposleni

. kuc¢anica

. U potrazi za poslom

. studentica

. dali otkaz

. okolnosti su drugacije (navedite poblize)

NOOARWN-=



1111

Ukoliko ste u ovoj trudnoci radili, molimo navedite svoje zanimanje,

1111

i gospodarski sektor u kom ste zaposleni
111

Kojoj od ovih kategorija zaposlenika pripadate?
. menadzer/poduzetnik

. samostalni profesionalac/specijalist

. tehnicar/suradnik

. sluzbenik

. serviser ili prodavac¢ u du¢anu, odnosno na trznici
. majstor/Segrt ili kalfa

. pogonski ili strojarski operateri ili montazeri

. osnovna zanimanja

. Oruzane snage

10. poljoprivrednik/stocar

11. ribar

©CoONOOOAWN=

Do kojeg ste mjeseca trudnoée radili? mjesec /_/ /

SUPRUG/NEVJENCANI SUPRUG

Zemlja rodenja

1111

Najvisi postignuti stupanj izobrazbe
1. neobrazovan

2. osnovnoskolska izobrazba

3. srednjoskolska izobrazba

4. visokoSkolska izobrazba

5. fakultetski obrazovan

On je trenutno:

. zaposlen, ali na porodiljskom dopustu/bolovaniju

. zaposlen

. kod kuce, brine se o domacinstvu

. U potrazi za poslom

. student

. dao otkaz

. okolnosti su drugacije (navedite

poblize) [ 1111

Ukoliko radi ili je radio, molimo navedite njegovo zanimanje

NOOGOARLWN-=

1)1

i gospodarski sektor u kom je zaposlen
111




Kojoj od sljedeéih zaposleni¢kih kategorija pripada?
. menadzer/poduzetnik

. samostalni profesionalac/specijalist

. tehni€ar/suradnik

. sluzbenik

. serviser ili prodavac¢ u du¢anu, odnosno na trznici
. majstor/Segrt ili kalfa

. pogonski ili strojarski operateri ili montazeri

. 0osnovna zanimanja

. Oruzane snage

10. poljoprivrednik/stocar

11. ribar

OCOoONOOOPAWN=

Visina (iskazanaucm)/ / [ /
TezZina (iskazanau kg)/ / [ /

UVJETI ZIVLJENJA

Kuéa u kojoj stanujete je:

1. u Vasem vlasnistvu

2. unajmljena

3. gostinska

4. Zivite sa svojim/njegovim roditeljima

Koliko spavacih soba ima Vas dom? /_/

Kolike je kvadrature Vas dom?
1. manjeod 50 m 2

2.50-100 m 2

3.viSeod 100 m 2

Koliko osoba stanuje u Vasem domu (uklju€ujuéi i Vas i Vase novorodence)?
Odraslih (punoljetnih) /_/_/

Djece (maloljetnika) /_/_I

Koliko automobila ukupno posjeduju €lanovi Vase obitelji?

(ukoliko nijedan, napisite 0) /_/

PODACI O VASEM DJETETU

Prezime i ime

Datum rodenja: dan/_/ / mjesec/ / / godina/ [/ [/ | |
Gestacijska dob pri porodaju (iskazana u tjiednima): /_/_/

Spol
1. lyluéki
2. ZensKi



TeZina priporodug/ / / [/
Duljina pri poroducm /_/ .

Porodaj je bio:

. Spontani vaginalni

. Provociran medikamentozno

. Unaprijed planirani carski rez

. Hitno ucinjen carski rez

. Vakuum-ekstrakcija

. Rotacija polozaja zatkom

. Forcepsom (porodnickim klijestima)

NOORWN-=

Nakon porodaja, je li se u Vaseg novorodenceta razvilo ijedno od ovih stanja?
Zutica 1 2

Infekcija 1 2

Otezano disanje 1 2

Jaki gr€evi (konvulzije) 1 2

Od porodaja naovamo, je li iznova zapriman/a u bolnicu?
1. Da
2. Ne

S izuzetkom eventualnog bolni¢kog lije€enja, je li Vasem novorodencetu ikada
bila potrebna lije¢nicka pomo¢?

1. Da

2. Ne

ZDRAVSTVENO STANJE | ANAMNEZA

Je li Vam ova trudnoé¢a bila prva?
1. Da
2. Ne

Ukoliko nije, koja Vam je to trudnoc¢a po redu? /_/

Prije nego li ste u ovom navratu zatrudnjeli, jeste li bolovali/patili od:
Secerne bolesti

Astme

Alergije

Epilepsije

Hipertenzije (visokog krvnog tlaka)
Povracanja

Hipotireoidizma

Hipertireoidizma

Lupusa

Reumatoloske bolesti

Infekcija mokra¢nog sustava
Infekcija



Vrucice
Konvulzija/Napadaja
Slabokrvnosti

Sréano-zilne bolesti
Neuroloske bolesti
Geneticki uvjetovane bolesti
Tumora

Jeste li u trudnoéi uzimali kakvih lijekova?
1. Da

2. Ne

Ako da, koje?

Prije porodaja, koliko puta ste bili na lije¢ni¢koj kontroli? / / /
Koliko puta Vam je tijekom trudnoée u€injena pretraga ultrazvukom? / / /

Tijekom trudnocde, jeste li posjecivali stomatologa?
1. Da

2. Ne

Ukoliko jeste, da li su Vam stavljani kakvi zubni ispuni (plombe)?
1. Da

2. Ne

Koliko Vam je takvih ispuna stavljeno?

. manje od 3

.od3do5

.od5do 9

.10 ili vise

. he znam

AL ON=-

PUSENJE

Jeste li pusac?

1. Ne, nikada nisam pusila

2. Da, puSim

3. BivSi pusac: Pusila sam, ali sam prestala pusiti prije zadnje trudnoce

4. Bivsi pusac: Pusila sam, ali sam prestala pusiti tjekom zadnje trudnoce, itou/_/
mjesecu

5. BivSi pusac: Pusila sam, ali sam nakon zadnje trudnoce prestala pusiti

Ukoliko pusite ili ste pusili, koliko ste bili stari kad ste propusili? / / /

Koliko prosjeéno dnevno popusite/ste imali obi¢aj popusiti?
Cigareta/ / // /1 /1 /]
Cigara/ / /1 [/ /1111

Lula/ / /11 /1 /]

Ukoliko ste bivsi pusaé, u kojoj zivotnoj dobi ste prestali pusiti? / / /



DOJENJE

Jeste li do sada dojili svoje dijete svakog mjeseca?

PREHRANA MLIJEKOM DJETETA

OBLIK PREHRANE MLIJEKOM 1.tjedan 2.tjedan 3.tjedan 4.tjedan 5.tjedan 6.tjedan

DIJETE SE HRANI ISKLJUCIVO
DOJENJEM (1)

Maijc€ino mlijeko isisano ili ruéno
istisnuto iz dojke, kapi
liekovitih sirupa (vitamina, minerala i
lijekova), i niSta drugo

DIJETE SE POGLAVITO HRANI
DOJENJEM (2)

Majc€ino mlijeko isisano ili ruéno
istisnuto iz dojke, kapi
liekovitih sirupa (vitamina, minerala i
lijekova), uz dodatak
nehranjivih tekucina (obicne ili
zasladene vode, napitaka
baziranih na vodi kakvi su &aj,
kamilica, infuzije ljekovitih
trava, otopine za oralnu rehidraciju)

DIJETE SE DJELOMICNO HRANI
DOJENJEM (3)

Maijc€ino mlijeko isisano ili ruéno
istisnuto iz dojke, kapi
liekovitih sirupa (vitamina, minerala i
ljekova), uz dodatak
hranjivih tekucina (tekuéeg mlijeka ili
mlijeka u prahu)

DIJETE SE HRANI UMJETNO (4)
Prehrana u kojoj nije zastupljeno
majCino mlijeko




PREHRAMBENE NAVIKE

Jeste li se tijekom trudnocée kojim slué¢ajem hranili na nac¢in na koji to nikada
prije niste ¢inili?

1. Da

2. Ne

Ukoliko jeste, iz kog razloga (mimo trudnoce) ?

1. Mijenjala sam poslove

2. Pridrzavala sam se to¢no odredene dijete (molimo navedite razlog zbog kojeg ste
LCo TN | 1) TP )

3. Bila sam bolesna

4. 1z drugog razloga, molimo navedite

[0T0] o] 172 Y

Ukoliko jeste, iz kojih razloga (povezanih s trudno¢om) ?

1. zbog mucnine

2. zbog povracanja

3. zbog boli u trbuhu/refluksa-povrata ZeluCanog sadrzaja/Zgaravice
4. iz drugih razloga (molimo, navedite poblize)

Jeste li tijekom trudnoée uzimali kakvih vitamina, minerala ili drugih
nadomjesnih tvari (uklju€ujuci tu i proizvode na bazi ljekovitog bilja)?
1. Da

2. Ne

U zadnja 3 mjeseca koja su prethodila trudnodi, jeste li uzimali folnu kiselinu
(folate)?

1. Da

2. Ne



PREHRAMBENE NAVIKE NAMIRNICAMA MORSKOG PORIJEKLA

Glavno
jelo
(1509)

Riba:
kuhana,
,na
gradele,
pecena

Rakovi
(jastog,
rakovica,
Skamp,
itd.):
kuhani,

»na
gradele”

Mekusci
(lignja,
sipa,
jestiva
morska
Skoljka,
itd.):
kuhani,
Jna zaru“,
peceni

Przena
riba

Przeni
rakovi
(jastog,
rakovica,
Skamp,
itd.)

Przeni
mekusci
(lignja,
sipa,
jestiva
morska
Skoljka,
itd.)

Tuna,
skusa,
sardine u
ulju (1
mala
konzerva,
jedna

Manje od
1
mjesecno

1-3 puta
mjesecno

1
tjedno

2-4
puta
tjedno

5-6
puta
tjedno

1 puta
dnevno

2-3
puta
dnevno

Vise od
3 puta
dnevno

Domace
proizvodnje
ili
kupovno?




ALKOHOLNA PICA

Manje
Nika od
da jednom
mjesec
no

Bijelo vino,
pjenusac,Sampa
njac
(1 ¢asa)

Crno vino
(1 ¢asa)

Pivo (1 limenka)

Alkoholni
aperitivi: npr.
vermut, kampari,
marsala
(1 ¢asa)

Digestivi, slatki
likeri
(1 mala ¢asica)

Zestoka piéa

(1 mala ¢asica)
(Viski, konjak,
grappa itd.)

1-3
puta
mjesec
no

Jedno
m
tjedno

2-4
puta
tjiedn

o

5-6
puta
tjedn

o

Jedno
m
dnevn
o

2-3
puta
dnev

no

4-5
puta
dnev

no

Spravlje
no
kod
kuce?




PODACI O OBITAVALISTU U ZADNJE 2 GODINE

Koliko dugo zivite u VaSem sadasnjem domu?
od: mj./_/ I god./_I_I

U kom dijelu grada zivite?
1. U gradskom sredistu
2. Na gradskoj periferiji
3. U seoskom podrucju

Vas dom je udaljen manje od 1 km od:
Industrijskih postrojenja
1. Da. Molimo navedite imena pogona

2. Ne

Autoputa
1. Da
2. Ne

Drzavne ceste
1. Da
2. Ne

Provincijske ceste
1. Da
2. Ne

Drugih visokofrekventnih prometnica
1. Da
2. Ne

Zeljezniéke stanice
1. Da
2. Ne

Zracéne luke
1. Da
2. Ne



RADNA ANAMNEZA - PODACI ZA ZADNJIH 5 GODINA

Jeste li u zadnjih 5 godina barem jednom bili zaposleni?
1. Da
2. Ne

Ukoliko je odgovor potvrdan, molimo opiSite profesionalne duznosti koje ste obnasali
u zadnjih najmanje 5 godina:

ZADNJE ZAPOSLENJE

Koliko dugo radite (ili ste radili) za tu tvrtku, u tom uredu, itd.?
od: mj./_/ I god./_/_Ido:mj./_/_/god.l_I_/

Koje su (bile) Vase glavne profesionalne aktivnosti?

11111

Sto je bila glavna djelatnost tvrtke, ureda, itd.?
DJelatnost: ...

Imate li drugi posao?
1. Da. Koji: 11111
2. Ne

RANIJE ZAPOSLENJE

Koliko dugo radite (ili ste radili) za tu tvrtku, u tom uredu, itd.?
od: mj./_/_Igod./_/_Ido:mj.l_/_/god.l_I_/
Koje su (bile) Vase glavne profesionalne aktivnhosti?

N

Sto je bila glavna djelatnost tvrtke, ureda, itd.?
D elatnOSt: .



[

PROFESIONALNa IZLOZENOST

Predstavlja li nesto od nize navedenog Vase zanimanje, odnosno jeste li ikada
bili zaposleni u nekom od navedenih gospodarskih sektora?

Stomatolog ili stomatolo$ki tehnicar

Draguljarski zanati

Razvijanje fotografija

Zaposlenik kemijskogpostrojenja za proizvodnju klor-alkalnih proizvoda

Proizvodnja ili uporaba boja na bazi metala

Rudarstvo (metalne rudace)

Proizvodnja ili uporaba elektri¢nih i/ili elektromedicinskihuredaja (npr.toplomjera,
sfingomanometara, ili drugih uredaja koji u sebi sadrze zivu)

Industrija papira

Farmaceutska industrija

Tiskarska industrija

Zaposlenje koje podrazumijeva doticaj s prometom (npr. prometna policija, radnici u
servisima motornih vozila)

Poljoprivreda

U Vase radno ili slobodno vrijeme 1, jeste li ikada rabili ili dosli u doticaj s:
Olovom i olovnim proizvodima

Zivom

Kromiranom zivom

Zlatom (uporabljenim u industrijske ili umjetnicke svrhe)
Metalima

Kromom i kromovim proizvodima

Otapalima

Bojama, pigmentima, bojama baziranim na metalima
PCB-ima (polikloriranim bifenilima)

Starim transformatorima i kondenzatorima

|zvorima zraCenija ili radioaktivnim izotopima

Dimom iz talionica olova

Amalgamima za zubne ispune

Jeste li ikada dosli u doticaj s zivom uslijed puknuca toplomjera ili nekog
drugog medicinskog proizvoda?

1. Da

2. Ne

3. Ne znam



Ovime ste popunili upitnik!!
Datum popunjavanja: dan/_/ / mjesec/_/_/ godina/_/_/_/_|

Molimo ocijenite koliko Vam je vremena zapravo bilo potrebno da ispunite ovaj
upitnik, i iskazite ga u minutama:
minuta/_/ | |/

UISTINU SMO VAM ZAHVALNI NA VASOJ DRAGOCJENOJ SURADNJI I
VREMENU KOJE STE POSVETILI OVOM ISTRAZIVANJU.
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