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ORIGINALAN RAD - ORIGINAL PAPER

UDK 579.842.14:577.181:636.5

REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE I GENOTIPSKE
KARAKTERISTIKE SALMONELLA ENTERICA SUBSPECIES

ENTERICA SEROVAR MBANDAKA IZOLOVANIH OD ZIVINE®

RESISTANCE TO ANTIBIOTICS AND GENOTYPE CHARACTERISTICS
OF Salmonella enterica SUBSPECIES enterica serovar Mbandaka

ISOLATED FROM POULTRY

D. Vidanovié, Z. Sabo, Natasa Kilibarda, Mira Zivadinovié, A. Zarkovié,

K. Matovi¢™

*

Salmonele su jedan od vodecéih patogenih mikroorganizama koji
se sa Zivotinja mogu preneti i na ljude, a njihovi rezervoari su Zivina,
goveda i svinje. Na ljude se prenose putem kontaminirane hrane Zivoti-
njskog porekla. Posebnu opasnost predstavijaju multiplo rezistentni so-
Jjevi salmonela, koji mogu preneti gene rezistencije i na druge mikroor-
ganizme. Kontrola salmoneloze primarno zavisi od dobrog sistema nad-
zora i poznavanja prisustva serovarijeteta sojeva na epizootioloSkom
podrucju. Na pojedinim geografskim regionima obi¢no samo nekoliko
serovarijeteta salmonela ima epidemioloski i epizootioloski znacaj.
Zbog dominacije nekih serovarijeteta i fagotipova, kada je potrebno do-
datno razdvajanje unutar serovara i fagotipa, koristi se DNK genotipiza-
cija. U slucaju kada je potrebno da se uporede izolati koji su prouzroko-
vali trovanja ljudi sa izolatima iz hrane ili od Zivotinja, koristi se metoda
visoke mogucnosti razdvajanja, kao sto je elektroforeza u pulsiraju¢em
polju (pulsed field gel electrophoresis — PFGE). Zahvaljujuci visokom
stepenu razdvajanja, rezultati PFGE omogucavaju da se sa visokim ste-
penom pouzdanosti donose odluke u sprovodenju epizootioloskih i
epidemioloskih programa rada. Cilj ovog rada je bio da se ispita rezis-
tencija na antibiotike i utvrde genotipske karakteristike Salmonella en-

Rad saopsten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-
naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Mr sci. med. vet. Dejan Vidanovi¢, Veterinarski specijalisticki institut "Kraljevo", Kraljevo; Z.

Sabo, dr vet. - spec, dr sci. med. vet. NataSa Kilibarda, Veterinarski specijalistiCki institut
"Subotica’, Subotica; Mira Zivadinovié, dr vet. - spec., Veterinarski specijalisticki institut
"Sombor" Sombor; mr sci. med. vet. Aleksandar Zarkovi¢, mr sci. med. vet. Kazimir Matovic,
Veterinarski specijalisticki institut "Kraljevo", Kraljevo
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terica subsp. enterica serovar Mbandaka izolovanih od Zivine sa neko-
liko lokaliteta u Republici Srbiji.

Kljucne reci: Salmonella Mbandaka, rezistencija, antibiotici,
PFGE profil

Uvod / Introduction

U vecini zemalja u svetu salmonela je zoonotski patogeni mikroor-
ganizam, €iji su primarni rezervoari zivina, goveda i svinje. Salmonele se prenose
na ljude kontaminiranom hranom Zivotinjskog porekla. Medunarodna trgovina
zivotinjama i hranom ¢&ini da su salmonele Siroko rasprostranjene i da se trovanja
hranom ¢&iji su uzrok salmonele pojavljuju redovno. Pod dejstvom selektivnog pri-
tiska nametnutog velikom upotrebom antibiotika u odgoju zZivotinja salmonele raz-
vijaju ili stiCu veliki broj gena, kompleksa gena ili mutacija koje izazivaju rezisten-
ciju na antibiotike. Posebnu opasnost predstavljaju multirezistentni sojevi salmo-
nela koji mogu preneti gene rezistencije na antibiotike i na druge vrste mikroor-
ganizama.

Na pojedinim geografskim regionima obi¢no samo nekoliko sero-
varijeteta salmonela ima epidemiolo$ki i epizootioloSki zna¢aj. Dominantni sero-
varijeteti se menjaju tokom vremena i razlikuju u zavisnosti od zemlje i regije.
Zbog toga je izuzetno vazna identifikacija i karakterizacija dominantnih serovara
salmonela kod Zivotinja i ljudi, posebno onih koji nose gene rezistencije na
odredene antibiotike. Analizom salmonela izolovanih od ljudi i Zivotinja moze se
utvrditi postojanje i Sirenje istih ili sli€énih dominantnih klonova salmonela nosioca
gena rezistencije. Medunarodno priznate metode za tipizaciju salmonela su sero-
tipizacija i fagotipizacija, kao i ispitivanje rezistencije na antibiotike. U slu€ajevima
kada je potrebno da se izvr§i dodatna diskriminacija unutar serovarijeteta i fagoti-
pova kod izolata koji su izazvali trovanje kod pacijenata, koristi se metoda gel-
elektroforeze sa visokom moci razdvajanja u pulsiraju¢em polju (Pulse-Field Gel
Elektrophoresis — PFGE). U sustini PFGE se zasniva na razdvajanju fragmenata
DNK nakon digestije restriktivnim enzimima. Posto je bakterijska DNK kruzni mo-
lekul nakon digestije restriktivnim enzimima se dobija 10-20 fragmenata linearne
DNK razli¢itih duzina. Ovi fragmenti su suviSe veliki da bi se mogli razdvojiti
klasicnom elektroforezom u agarozi pa se primenjuje tehnika pulsirajuceg elek-
tricnog polja. U elektricnom polju koje menja pravac i duzinu trajanja, manji frag-
menti se brze kre¢u kroz agarozu od vecih. Tako, ako je nakon digestije i elektro-
foreze PFGE profil dve ili viSe bakterija identi¢an, one pripadaju istom klonu i
obratno, ako se nakon digestije i elektroforeze PFGE profil dve ili viSe bakterija
razlikuje, one ne pripadaju istom klonu. Pri tome se mora uzeti u obzir i to da neki
serovarijeteti salmonela imaju ograni¢enu klonalnu raznolikost.

U Republici Srbiji najéeSc¢e izolovani serovarijeteti kod ljudi su S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Paratyphi B, S. Infantis i S. Senftenberg. Poslednjih
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godina servarijetet Salmonella Mbandaka se nalazi medu 15 najeSce izolovanih
serotipova salmonela kod ljudi, a vrlo Cesto se izoluje i kod Zivotinja, pre svega
zivine. Budu¢i da u nasoj zemlji do sada nisu vr§ena obimnija ispitivanja ovog se-
rovarijeteta, cilj ovog rada je bio da se ispita rezistencija na antibiotike i utvrde
genotipske karakteristike i pripadnost serovarijeteta Salmonella Mbandaka izo-
lovanih iz Zivine na teritoriji Republike Srbije.

Materijal i metode / Materials and methods

U ispitivanju je kori§¢eno 19 izolata Salmonella Mbandaka od kojih je
12 izolovano u laboratoriji VSI "Subotica", 4 u laboratoriji VSI "Kraljevo" i 3 u labora-
toriji VSI "Sombor". Svi izolati su poticali od Zivine. Njihova biohemijska identifika-
cija je vrSena primenom klasi¢nih i komercijalnih testova, a seroloska tipizacija
prema Kauffman i White Semi .

Za ispitivanje osetljivosti na antibiotike koriS¢ena je disk difuziona me-
toda prema preporukama NCCLS, upotrebom komercijalnih diskova i Mueller-
Hinton agara (Bio-rad, USA). Ispitivani izolati su prvo presejani na triptikaza soja
agar (TSA) i inkubirani 24 h na temperturi od 37°C. Od izraslih kolonija pripre-
mane su suspenzije salmonela u fizioloSkom rastvoru koje su odgovarale gustini
0,5 McFarland standarda. Suspenzije salmonela su sterilnim brisevima nano$ene
na podloge Mueller-Hinton agara u petrijevim plo€ama, a zatim su na njih stavljani
diskovi antibiotika. Nakon 18 sati inkubacije ocitavane su zone inhibicije rasta, a
rezultati interpretirani po preporukama NCCLS ili CLSI iz 2006: osetljiv, intermedi-
jarno osetljiv i rezistentan. U ispitivanjima osetljivosti izolovanih serovarijeteta sal-
monela koriS¢eni su: amoksiciklin+klavulonska kiselina (10+20 ug), ampicilin
(10 ug), ceftiofur (30 ug), hloramfenikol (30 ug), ciprofloksacin (5 ug), kolistin
(50 ug), enrofloksacin (5 ug), flumekvin (30 ug), gentamicin (10 ug), kanamicin
(30 ug), nalidiksinska kiselina (30 ug), neomicin (30 Ul), streptomicin (10 ug),
sulfametoksazol (1,25+23,75 ug), tetraciklin (30 ug) i trimetoprim (5 ug). Za ispiti-
vanje genotipske pripadnosti izolati salmonela su presejavani na TSA i inkubirani
14-18 sati na temperaturi 37°C. Nakon inkubacije, kolonije salmonela su
prenoSene u sterilne epruvete sa puferom za suspenziju ¢elija do gustine od 1,3
do 1,4 koja je odredivanja primenom filtera od 610 nm talasne duzine na spektro-
fotometru. Od tako pripremljenih suspenzija po 200 uL je uno$eno u sterilne Ep-
pendorf epruvete, a zatim je dodavano po 10 uL (20 mg/ml) proteinaze K (Invitro-
gen, USA). Ova suspenzija je zatim meSana sa 200 uL otopljene i na temperaturi
od 50°C ohladene Megabase agaroze (Bio-Rad) i prenosena u kalupe za razli-
vanje i pripremu plagova. Nakon hladenja stvrdnuti plagovi su istiskivani iz kalupa
u epruvete sa puferom za liziranje ¢éelija. Liziranje sa proteinazom K je obavljano u
vodenom kupatilu sa Sejkerom na temperaturi od 54°C u trajanju od 16 sati.
Nakon liziranja, plagovi su ispirani u dejonizovanoj vodi dva puta i u Tris-EDTA
puferu 4 puta na temperaturi od 50°C. Plagovi su nakon liziranja podvrgnuti di-
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gestiji restriktivnim enzimom XBal na temperaturi od 37°C u termostatu uz doda-
tak H pufera u trajanju od 16 sati. Nakon digestije restriktivnim enzimom plagovi
su podvrgavani elektroforezi u 1% Megabase agarozi. Elektroforeza je vrSena na
CHEF DRIl sistemu (Bio-Rad), a njeni parametri su bili poCetno vreme 2,2
sekunde, zavréno vreme 63,8 sekunde pri naponu struje od 200 volti. Duzina tra-
janja elektroforeze je iznosila 18 sati, a temperatura pufera 14°C. Vizuelizacija
fragmenata DNK je vrSena bojenjem etidijum bromidom (Bio-Rad), a zatim izla-
ganjem UV zracima. Snimanije je vrSeno GelDoc sistemom, primarna analiza gela
je vrSena GelDoc softverom, a analiza fragmenata FPQuest softverom (Bio-Rad).

Rezultati ispitivanja / Results

Od ukupno 19 izolata Salmonella koji su bili obuhvaéeni ispitivanjem,
18 je bilo osetljivo na sve antibiotike. Kod jednog izolata oznagenog SU020
utvrdena je multipla rezistencija na flumekvin, nalidiksinsku kiselinu, neomicin i
tetraciklin (FINaNeTe profil). Analizom podataka pomoc¢u FPQest softvera do-
bijeni su PFGE profili koji su svrstani u tri grupe. Profilima su dodeljeni kodovi koji
su se sastojali od prvog slova vrste bakterije, tri slova serovara, dva slova

Dice (Opt:1.00P6) (Tol 5.096-5.0%) (H>0.0% 5=0.0%) [0.0°¢-100.074] g Profil osetljivost
PFGE na antibiotike
profil

SMBAXBO0002 SU031 VSI Subotica Oselljiv
SMBAXB0002 SU032 VS! Subotica Osetljiv
SMBAXBO0003 SU0M VSI Subolica Osetljiv
SMBAXB0003 SU025 VS| Subotica Osetljiv
SMBAXB0001 KV264 VSI Kraljevo Osetljiv
SMBAXBO001 KV087 VSI Kraljevo Osetljiv
SMBAXBOOO!  KV134 VSI Krallevo Osetijiv
SMBAXBO00] KV135 VS| Kraljevo Osetljiv
SMBAXBO00O1 S0002 VSI Sombor  Osetljiv
SMBAXBO000] SO0010 VS Sombor  Osetljiv
SMBAXBOOO1 S0011 VS Sembor  Osetljiv
SMBAXB0001 ~ SU019 VSI Subotica Ogetljiv
SMBAXB000] SU020 VSI Subotica FINaNeTe
SMBAXBOOOI SU021 VS! Subotica Oselljiv
SMBAXBO00] SU022 VSI Subotica Osetljiv
SMBAXBOOO] SU026 VS Subotica Osetljiv
SMBAXB0O00]1 SU027 VSI Subolica Osetljiv
SMBAXBOOO1 SU028 VSI Subotica Osetljiv
SMBAXBO0O] SU029 VSI Subotica Osetljiv

Slika 1. Dendogram iz FPQuest softvera koji pokazuje koeficijent sli¢nosti (Dice koeficijent,
UPGMA) izmedu ispitivanih izolata S. Mbandaka, (Levo). Profili osetljivosti na antibio-
tike ispitivanih izolata (Desno). Antibiotici: FI - flumekvin; Na — nalidiksinska kiselina;
Ne — neomicin; Te — tetraciklin

Figure 1. Dendogram from FPQuest software showing similarity coefficient (Dice coefficient, UPGMA) between
examined Isolates of S.Mbandaka, (left). Profile of sensitivity to antibiotics of examined isolates (right).
Antibiotics: FI— flumequine; Na — nalidixic acid; Ne — neomycin; Te — tetracycline
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kori§¢enog restriktivnog enzima i ¢etvorocifrenog broja pocev od 0001. Profil S.
Mbandaka pod oznakom SMBAXBO0001 je utvrden kod 15 izolata, dok su profili
pod oznakama SMBAXB0002 i SMBAXBO0003 ustanovljeni u po 2 izolata. 1z den-
dograma, za €iju izradu je koriS¢en Dice koeficijent, moze se videti da je koefi-
cijent slinosti izmedu razli¢itih PFGE profila ve¢i od 96%. Dendogrami, koefi-
cijenti sliénosti, PFGE i antimikrobni profili su prikazani na slici 1.

Diskusija / Discussion

Cilj epidemioloSkog ispitivanja je da se prati Sirenje mikroorganizamaii
da se utvrdi da li su prikupljeni izolati iz razli€itih izvora u istom regionu epidemi-
oloSki povezanii da li pripadaju istom klonu (Tenover i sar., 1995). Tacna karakteri-
zacija sojeva je odlu¢ujuéa u kontroli infekcija salmonelama, ali valjanost metoda
za tipizaciju moze znac¢ajno da varira. Prva ispitivanja S. Mbandaka koja su izvrsili
Hoszowski i sar., (1999) pokazala su da su biotipiziranje, rezistencija na antibio-
tike i analiza plazmida nedovoljni za karakterizaciju ovog serovara poreklom od
zivotinja i hrane za Zivotinje. U kasnijim ispitivanjima (2001) isti autori su utvrdili
pojavu rezistencije na antibiotike kod 23 od 62 izolata. Ustanovili su i 7 profila
rezistencije na antibiotike od ¢ega su dva profila pripadala multirezistentnim izo-
latima, a od 59 izolata genotipizacijom sa XBal restriktivnim enzimom su utvrdili 15
PFGE profila. Autori su zakljucili da PFGE predstavlja metodu izbora u subtipizi-
ranju ovog serovara. Moguénost tipizacije se pove¢ava kombinovanjem vise me-
toda. Takode, autori smatraju da je S. Mbandaka preko hrane za Zivotinje dospela
do populacije zivine, a odatle namirnicama animalnog porekla do ljudi. Liebana i
sar., (2001) navode da su kod 15 izolata S. Mbandaka elektroforetskom analizom
(PFGE) ustanovili 13 profila. Ispitivani izolati su ispoljili rezistenciju na antibiotike u
10 slu€ajeva. Kod pet izolata je ustanovljena multipla rezistencija na 4 i viSe anti-
biotika.

Od 19 izolata S. Mbandaka utvdenih na teritoriji Republike Srbije, kod
18 je ustanovljena osetljivost na 16 antibiotika koji su ispitivani. Kod jednog izolata
je utvrdena multipla rezistencija na Cetiri antibiotika. Rezistencija na flumekvin,
nalidiksinsku kiselinu, neomicin i tetraciklin nije neoCekivana jer se navedeni anti-
biotici naj¢es¢e koriste u zivinarskoj proizvodnji. Rezultati genotipske karakteriza-
cije S. Mbandaka koje su izolovane na teritioriji Republike Srbije pokazuju da pos-
toji najmanije 3 razli¢ita PFGE profila. Od 19 izolata S. Mbandaka koji su pticali sa
podrucja sva tri veterinarska specijalisticka instituta kod 15 je utvrden profil
SMBAXBO001. Profili SMBAXB0002 i SMBAXBS0003 su utvrdeni kod po dva izo-
lata koji su poticali sa podrucja VSI Subotica. Ako se rezistencija na antibiotike is-
koristi za dodatno razdvajanje unutar PFGE profila, onda bi se iz grupe od 15 izo-
lata sa profilom pod oznakom SMBXB0001 mogao da izdvoji profil sa oznakom
SU020. Kod ovog izolata je otkrivena multipla rezistencija na 4 antibiotika za raz-
liku od ostalih 14 izolata kod kojih nije otkrivena rezistencija na ispitivane antibio-
tike. Posto je koeficijent sliCnosti izmedu PFGE profila ve¢i od 96%, moze se
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zakljuciti da su ispitivani izolati medusobno srodni i da verovatno predstavljaju
podtipove jednog istog soja. Izolacija identi¢nih PFGE profila u laboratorijama
koje se nalaze na razli¢itim lokacijama je o€ekivana zbog relativnhe geografske
blizine epizootioloskih podruéja i razvijene trgovine hranom za Zivotinje, zivinom i
zivinskim proizvodima. Stepen genotipske raznolikosti ne mora biti konstantan i
moze se menjati u vremenu i prostoru.

Zakljuéak / Conclusion

Od molekularnih metoda koje se koriste u epidemioloskim ispitivanji-
ma PFGE predstavlja jednu od najpouzdanijih metoda za subtipizaciju mnogih
mikroorganizama. Visoka mo¢ razdvajanja PFGE se moze povecati upotrebom
viSe restriktivnin enzima, kao i u kombinaciji sa drugim metodama za subtipiza-
ciju.

Rezultati dobijeni u ovom ispitivanju posluzili su kao osnov za izradu
baze podataka o prevalenciji pojedinih klonova serovara Salmonella u Republici
Srbiji. Dobijena baza podataka treba da posluzi za poredenje u€estalosti horizon-
talnog transfera i konverzije gena, preuredenja genoma i modularne organizacije
hromozoma kroz vreme.
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ENGLISH

RESISTANCE TO ANTIBIOTICS AND GENOTYPE CHARACTERISTICS OF
Salmonella enterica SUBSPECIES enterica serovar Mbandaka ISOLATED FROM
POULTRY

D. Vidanovié, Z. Sabo, Natasa Kilibarda, Mira Zivadinovié, A. Zarkovié, K. Matovié

Salmonellas are one of the main zoonotic pathogens whose reservoirs are
poultry, cattle and pigs. By means of the food chain salmonellas can be transferred to hu-
mans through contaminated food of animal origin. Multiresistant strains Salmonella are
particularly dangerous since they can transfer genes of resistance to antibiotics to other mi-
croorganisms. Control of salmonellas primarily depends on a good surveillance system
and knowledge of the strain types present in the epizootiologic area. In some geographical
regions only a few Salmonella serotypes are usually of epidemiological importance. Due to
the predomination of some serotypes and fagotypes, when an additional discrimination
within serotypes and fagotypes is needed, DNA genotyping is used. In cases when it is
necessary to compare the strains which caused the poisoning of patients, with strains iso-
lated from food or animals, a highly discriminatory method is used — pulsed field gel elec-
trophoresis (PFGE). Due to a high degree of discrimination the results of PFGE testing en-
able decision making with a higher degree of certainty in epizootiologic and epidemiologic
research work.

The aim of this testing was to determine the antibiotics resistance and geno-
type characteristics of Salmonella enterica subsp. enterica serovar Mbandaka isolated
from poultry from some areas of the territory of Serbia.

Key words: Salmonella Mbandaka, serovar, antibiotics resistance, PFGE profile
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PYCCKUA

COMPOTUBJIEHME HA AHTUBUOTUKU N TEHOTUMNOBbLIE XAPAKTEPUCTUKH
SALMONELLA ENTERICA SUBSPECIES ENTERICA SEROVAR MBANDAKA,
N30JIMPOBAHHbIX OT JOMALUHUX NMTUL

. BugaHosuy, 3. Ca6o, Hatawa Kunnéappga, Mupa XXusaguHosuy, A. XKapkosuu,
K. MaTtoBuu

CanbMoHennbl OAMH N3 BeAyLUMX NaToOreHHbIX MUPKOOPraHU3MOB, KOTOpbIe
C >KMBOTHBIX MOryT nepefaTbCa M Ha NoAen, a UX pe3epByapbl AOMAaLUHWE MTULbI,
KPYMHbIN poraTbii CKOT M CBUHbMW. Ha nogen nepegaloTca nyTéM KOHTaMUHUPOBaHHOTO
KOpMa >XXMBOTHOIO NPOMCXoXaeHns. OTAenbHy0 0NacHOCTb NPEACTaBNS0T CO60M MyIb-
TUNO COMPOTUBISEMbIE LUITAMMbI CaflbMOHESST, KOTOPbIE MOTYT NEPEHECTU FEHbl COMpPO-
TUBIEHNS U Ha ApYyrve MUKpoopraHuamMbl. KOHTpOnb canbMOHENé30B8 NepBUYHO 3aBK-
CUT OT XOpOLLEeW CUCTEMbI HaA30pa M MO3HaHWSA NPUCYTCTBUSA CEpPOBapneTeToB LUTaMMOB
Ha 3NU300TONIONMYECKOM panoHe. Ha HeKOoTopbIX reorpaduyecknx permoHax O6blHHO
TONbKO HECKOSIbKO CEpOBapmeTeToB CanbMOHEN MMEET 3NUAEMUONIOrNYecKoe 1 anu-
300TONOrMYecKoe 3Ha4eHne. V13-3a JommHaumMm HEKOTOPbIX CepoBaprMeTeToB 1 haroTu-
NnoB, KOrA4a Hy>XHO AOMOMHUTENBHOE pa3fBOEHNE BHYTPU cepoBapa v tharotuna, nonb-
3yeTtca [OHK reHoTunusauusa. B cnydae, korga HY>KHO CPaBHUTb U30NATbI, KOTOpble
NPUYYHUIIN OTPaBIIEHNSA MIOAEN C U30IATaMU U3 KOPMa UIN OT XKUBOTHbIX, MNOMb3YyeTCA
MeTOZ BbICOKON BO3MOXXHOCTW pa3fBOeHuUs, Kak aneKTpodopes B NyNbCUpyoLem none
(pulsed field gel electrophoresis — PFGE). Bnarogaps BbICOKOW CTENEHN pasfBOeHusi, pe-
3ynbTatbl PFGE pgaBaloyT BO3MOXHOCTb, YTO C BbICOKON CTEMNEHbIO HAAEXHOCTU Npu-
HOCAT pelleHna B npoBeaeHUN ann3o0TOoNIOrM4eCcKnxX n anngeMmnosiorm4eCckmnx nporpamMmm
paboTbl. Llenb aTon paboTbl 6bina ucnbiTaTb CONPOTUBMIEHNE HA aHTUOUOTUKK U yTBEP-
OWNTb reHOTUNOBbIE XapakTepuctuku. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Mban-
daka, n30nMpoBaHHbIX OT AOMALLHUX MTUL, C HECKONbKO MecT B Pecny6nvke Cepbum.

KntoueBble cnosa: Salmonella Mbandaka, conpoTuBneHne, aHTMbMoTuKu,
PFGE npodunb
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UTICAJ PRISUSTVA REZIDUA OHRATOKSINA A I
TOKSICNIH ELEMENATA U TKIVIMA NA BEZBEDNOST

SVINJSKOG MESA’

PRESENCE OF OCHRATOXIN A AND TOXIC ELEMENTS RESIDUE IN

TISSUES AND THEIR IMPACT ON SAFETY OF PORK

D. Milicevi¢, M. Jovanovié¢, Verica Juri¢, Aleksandra Dakovi¢,

S. Stefanovié, Z. Petrovié™

*

Cilj ovog rada je bio da se utvrdi prisustvo rezidua ohratoksina A
(OTA) i toksicnih elemenata (kadmijum, olovo, Ziva i arsen) u tkivima
zaklanih, tovnih svinja, poreklom iz razlicitih regiona Srbije. Tokom
veterinarsko-sanitarnog pregleda zaklanih svinja, na liniji klanja, meto-
dom slu¢ajnog uzorkovanja uzimani su uzorci krvi, a zatim pripadajuca
jetra i bubrezi, odgovarajuce Zivotinje (n=90). Prisustvo rezidua OTA
utvrdeno je u 26,6% uzoraka jetre u koli¢ini od 0,22 do 14,5 ng/g, dok
je zastupljenost rezidua OTA u uzorcima Krvne plazme i bubrega bila
skoro identi¢na (31,1 i 33,3%, ponaosob). SadrZzaj OTA u uzorcima
krvne plazme kretao se od 0,22 do 220,8 ng/mL, dok se u uzorcima bu-
brega kretao od 0,17 do 52,5 ng/g. Distribucija OTA u ispitanim tkivima
(u %) u odnosu na sadrZaj kretala se slede¢im redosledom: krvna
plazma> bubrezi>jetra (100>34>17), dok se u odnosu na zastuplje-
nost rezidua kretala slede¢im redosledom bubrezi>krvna plazma>je-
tra (100> 93,4>79,9). Rezultati nasih istraZivanja ukazuju na to da je u
2,2% ispitanih uzoraka bubrega utvrden sadrZaj OTA iznad maksimalno
dozvoljene granice (10 ng/g). Nizak stepen pozitivne korelacije utvrden
je izmedu sadrZaja OTA u krvnoj plazmi i jetri (r=0,319), kao i izmedu
sadrZaja OTA u jetri i bubrezima (r=0,341). Vrlo visok stepen pozitivne
korelacije utvrden je izmedu sadrzaja OTA u krvnoj plazmi i bubrezima
(r=0,973).

Rad saopsten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Dr sci. med. vet. Dragan Mili¢evi¢, Institut za higijenu i tehnologiju mesa, Beograd; dr sci.
med. vet. Milijan Jovanovi¢, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine, Katedra za pa-
tolosku morfologiju, Beograd; dr. sci. med. vet. Verica Juri¢, profesor, Poljoprivredni fakultet
Novi Sad, Departman za sto¢arstvo, Novi Sad; Aleksandra Dakovi¢, Institut za tehnologiju
nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Beograd; Srdan Stefanovi¢, dr vet. med., Zoran

Petrovi¢, dr vet. med., Institut za higijenu i tehnologiju mesa, Beograd
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Prisustvo rezidua Zive utvrdeno je u 33,3% uzoraka bubrega, u od-
nosu na ucestalost nalaza rezidua kadmijuma koja je bila nesto manja
(27,7%). SadrZaj Zive kretao se u granicama predvidenim pravilnikom
(0,005-0,055 mg/kg), dok je sadrzaj kadmijuma u jednom uzorku bio
iznad maksimalno dozvoljene granice (1,23 mg/kg). Prisustvo arsena
utvrdeno je samo u jednom uzorku, dok prisustvo olova nije utvrdeno.

Klju¢ne reci: svinje, ohratoksin A, toksi¢ni elementi, rezidue
Uvod / Introduction

Ohratoksin A je nefrotoksi¢an mikotoksin, proizvod sekundarnog me-
tabolizma relativno malog broja plesni iz roda Aspergillus i Penicillium, prven-
stveno P, verrucosum u hladnim podrucjima i A. ochraceus u tropskim i suptrop-
skim krajevima (Frisvad i Thrane, 2000; Larsen i sar., 2001), poseduje teratogeno,
imunotoksi¢no (Creppy, 1999; WHO/IPCS, 2001), genotoksi¢no i verovatno neu-
rotoksi¢no dejstvo (Bruinink i Sidler, 1985), kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta, a
narocito kod svinja.

Posebnu opasnost predstavlja moguénost da se u organizmu Zivoti-
nja koje su uzimale kontaminiranu hranu mogu naci rezidue (mikotoksini i/ili nji-
hovi metaboliti) u razli¢itim koncentracijama, pa moze do¢i do ispoljavanja $tetnih
efekata i kod ljudi. Na taj nacin preko namirnica animalnog porekla, OTA ulazi u la-
nac ishrane. Na bazi velikog broja podataka o kancerogenom dejstvu OTA na
razliCite Zivotinjske vrste i za sada nedovoljnom broju podataka na ljude, Interna-
cionalna agencija za izu¢avanje raka (IARC) je 1993. klasifikovala OTA kao
mogudéi kancerogeni agens za ljude i svrstala ga u grupu 2B (IARC, 1993).

U nasSem regionu OTA predstavlja poseban problem zbog poveza-
nosti sa oboljenjem ljudi poznatim kao balkanska endemska nefropatija (BEN)
(Krogh, 1979). Balkanska endemska nefropatija (BEN) je degenerativno, ireverzi-
bilno oboljenje bubrega, terminalnog stadijuma, sa smrtnim ishodom, zastup-
lieno u odredenim delovima Evrope i severne Afrike. Novija istrazivanja ukazuju
na moguénost uloge OTA u razvoju kancera testisa kod ljudi (Schwartz, 2002).
Ucestalost pojave kancera testisa u 20 zemalja bio je u signifikantnoj korelaciji sa
konzumiranjem kafe i svinjskog mesa po stanovniku (r=0,49 i r=0,54). Ohratok-
sin A se smatra primarnim uzro¢nikom BEN-a, medutim nefrotoksi¢no dejstvo is-
poljavaju Citav niz bioloskih i hemijskih agenasa.

Zagadenje zivotne sredine i prisustvo toksi¢nih elemenata u lancu
ishrane predstavlja globalan, sve veéi problem u svetu. Po svojoj toksi¢nosti
najznacajniji su olovo (Pb), kadmijum (Cd), ziva (Hg) i metaloid arsen (As). To su
stabilni elementi, ne metaboliSu se, imaju jako dugo vreme polueliminacije, pose-
duju bioakumulativno svojstvo i ispoljavaju opstu toksi¢nost za sve ¢elije organi-
zma. Procenjuje se da se svake godine u zivotnu sredinu oslobodi od 25.000 do
30.000 tona kadmijuma (ATSDR, 1999) i oko 10.000 tona zive (UNEP/GEMS,
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1992). Kadmijum je kao pulmonalni kancerogen svrstan u grupu 1 (human car-
cinogen) (IARC, 1993).

Uzimajuci u obzir da bezbednost hrane predstavlja jedan od drzavnih
prioriteta, kako u pogledu unapredenja javnog zdravlja tako i u pogledu harmoni-
zacije nacionalnih propisa sa regulativama EU, cilj nasih istrazivnja je bio da se
stekne detaljniji uvid u prisustvo rezidua OTA i toksi¢nih elemenata u tkivima zak-
lanih, tovnih svinja, poreklom iz Vojvodine i dela zapadne Srbije.

Materijal i metode / Materials and methods

Za ispitivanja prisustva rezidua OTA i toksi¢nih elemenata u tkivima
zaklanih svinja poreklom sa farmi iz Vojvodine i dela zapadne Srbije, na liniji klanja
metodom slu¢ajnog uzorkovanja uzimani su uzorci krvi (Hult i sar., 1980), a zatim
pripadajuca jetra i bubrezi, odgovarajuce Zivotinje. Tokom Sestomesenog perio-
da ispitivanja (septembar 2006 — februar 2007) ukupno je zaklano 762 svinje iz re-
giona Vladimirci, 363 svinje iz regiona Senta i 322 svinje iz regiona Bogati¢, a za
analizu je uzeto po 90 uzoraka krvi, jetre i bubrega svinja iz svakog regiona.

Ispitivanje prisustva rezidua OTA izvr§eno je tehnikom visoko efikasne
te€ne hromatografije sa fluorescentnim detektorom (HPLC-FL, Waters Alliance,
kolona Waters Symmetry Shield RP 18, 150x4,6 mm, 5 um). Uzorci krvne plazme
analizirani su po metodi Curtui i Gareis (2001) (Curtui i Gareis, 2001a), a uzorci je-
tre i bubrega po metodi Matrella i sar., (2006) (Matrella, 2006). U uzorcima u ko-
jima je utvrdeno prisustvo rezidua OTA iznad maksimalno dozvoljene koli¢ine
(10 ng/g), izvrSena je konfirmacija metodom te¢ne hromatografije sa masenom
detekcijom (LC-MS/MS).

Odredivanje prisustva rezidua toksi¢nih elemenata izvrSeno je teh-
nikom atomske apsorpcione spektrometrije, uz prethodnu pripremu uzorka po
metodi proizvodaca uredaja za mikrotalasnu digestiju Milestone TC (Touch Con-
trol). Detektovanje kadmijuma i olova izvr§eno je plamenom tehnikom (acetilen-
skim plamenom). Detektovanje zive izvr§eno je hidridnom tehnikom hladne pare,
a arsena hidridnom tehnikom u plamenu uz kori§éenje uredaja za generisanje
hidridnih para sa kontinuiranim protokom Varian VGA-77. Ocitavanje apsorbanci
vr$eno je na uredaju Varian SpectrAA 220, a svi rezultati izraZzeni su na vlaznu
masu (mg/kg). Za proveru kvaliteta ispitivanja koriS¢en je liofilizovan bubreg
svinje u formi homogenizovanog praha, registrovan kao sertifikovani referentni
materijal BCR No. 186.

Statisticka obrada podataka / Statistical analysis
Rezultati ispitivanja grupisani su u odgovarajuce statistiCke serije i

obradeni kori§¢enjem standardnih programa i to OriginLab 7 i MS Excel 2003.
Analiza statistiCke znacajnosti sadrzaja OTA i toksi¢nih elemenata izmedu prace-
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nih regiona, izvr§ena je one-way ANOVA (p<0,05), a naknadne analize statisti¢kih
razlika izmedu pojedinih regiona izvr§ene su Studentovim t-testom (p<0,05).

Rezultati i diskusija / Results and disussion

Zastupljenost rezidua OTA i toksi¢nih elemenata u tkivima zaklanih
svinja poreklom sa pracenih regiona prikazana je u tabeli 1 i slikom 1. Dobijeni re-
zultati analize uzoraka krvne plazme i organa klini¢ki zdravih, zaklanih, tovnih
svinja, poreklom iz razli¢itih lokaliteta Vojvodine i Srbije, ukazuju na prisustvo
rezidua OTA i toksi¢nih elemenata. O nalazu rezidua OTA u krvnoj plazmi i jestivim
tkivima svinja postoje obimni podaci (Curtui i sar., 2001; Gareis i Scheuer, 1999;
Jorgensen and Vahl, 1999; Lusky i sar., 1997; Mili¢evi¢ i sar., 2007; Stoev i sar.,
1998). Rezultati ovih istrazivanja priblizno su jednaki rezultatima dobijenim u
nasim ispitivanjima.

U tabeli 1 prikazana je zastupljenost rezidua ohratoksina A u uzorcima
krvne plazme, bubrega i jetre poreklom iz pracenih regiona. Iz prikazane tabele se
moze uociti da je najveca zastupljenost rezidua OTA utvrdena u uzorcima bu-
brega (33,3%), dok je zastupljenost rezidua OTA u uzorcima krvne plazme bila
neznatno niza (31,1%), ali su zato prose¢ne vrednosti bile daleko viSe. U pogledu
zastupljenosti i sadrzaja rezidua OTA u ispitanim tkivima, najmanja zastupljenost i
prose€an sadrzaj rezidua OTA utvrden je u uzorcima jetre (26,6%). Analizirajuci
rezultate ispitivanja prisustva rezidua OTA u tkivima po regionima, moze se uociti
da je zastupljenost rezidua OTA u uzorcima bubrega poreklom iz lokaliteta Senta i
Bogati¢ bila podjednaka (36,6%), dok je u uzorcima poreklom iz lokaliteta Vladi-
mirci prisustvo rezidua OTA utvrdeno u 26,6% uzoraka. Posmatrajuéi zbirno za
ceo period ispitivanja, sadrzaj OTA u ispitanim uzorcima kretao od 0,17 do
52,5 ng/g. Najveci sadrzaj rezidua OTA (52,5 ng/g) utvrden je u uzorku poreklom
iz lokaliteta Bogati¢. Analizom uzoraka krvne plazme utvrdene su dosta velike
varijacije kako u zastupljenosti tako i u sadrzaju OTA izmedu regiona sa kojih su
uzorci uzimani za analizu. Najveéa zastupljenost rezidua OTA utvrdena je u uzor-
cima poreklom iz lokaliteta Senta (43,3%), u odnosu na uzorke poreklom iz lo-
kaliteta Vladimirci gde je utvrdena najmanja zastupljenost (16,6%) rezidua OTA.
Sadrzaj OTA u uzorcima krvne plazme kretao se od 0,22 do 220,8 ng/mL, a
najvedi sadrzaj rezidua OTA (220,8 ng/mL) utvrden je u uzorku poreklom iz re-
giona Bogati¢. Kao i u prethodnom sluc¢aju, analizom uzoraka jetre zabeleZene su
dosta velike varijacije u zastupljenosti rezidua OTA izmedu prac¢enih regiona, ali
su zato prosecne vrednosti sadrzaja OTA bile dosta sli¢ne. Najvecéa zastupljenost
rezidua OTA utvrdena je u uzorcima jetre poreklom iz regiona Vladimirci (36,6%),
dok je najmanja zastupljenost rezidua OTA utvrdena u uzorcima poreklom iz re-
giona Senta (13,3%). Medutim, najveci sadrzaj rezidua OTA utvrden je u uzorku
poreklom iz lokaliteta Senta (14,5 ng/g).
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I Cd

%

Vladimirci Senta Bogatic Ukupno /
Region Total

Slika 1. Zastupljenost rezidua toksi¢nih elemenata u uzorcima bubrega poreklom sa
pracenih regiona /
Figure 1. Representation of toxic elements residue in kidney samples originating from monitored regions

Analiziraju¢i rezultate ispitivanja sadrzaja OTA, moze se konstatovati
da je u najve¢em broju ispitanih uzoraka (66,6-73,3%), sadrzaj OTA bio ispod
limita detekcije. U uzorcima tkiva u kojima je utvrdeno prisustvo rezidua OTA,
sadrzaj OTA kretao se u veoma Sirokom opsegu. U uzorcima krvne plazme
sadrzaj OTA kretao se od 0,22 do 220,8 ng/mL, Sto je i uticalo da prosecne vred-
nosti sadrzaja budu visoke, dok je u bubrezima utvrden sadrzaj od 0,17 do
52,5 ng/g. lako je opseg koncentracija bio veoma Sirok, najve¢a zastupljenost
rezidua OTA utvrdena je u koli¢ini do 1 ppb. Sadrzaj OTA u uzorcima jetre kretao
se od 0,22 do 14,5 ng/g, a u najve¢em broju ispitanih uzoraka (15,5%) utvrden je
sadrzaj izmedu 1 i 5 ng/g. Rezultati nasih istraZivanja pokazuju da je u 2,2% ispi-
tanih uzoraka bubrega utvrden sadrzaj OTA iznad maksimalno dozvoljene gra-
nice (10 ng/g). | pored postojanja izrazenih razlika, sadrzaj rezidua OTA u uzor-
cima poreklom sa ispitanih regiona nije se statisticki znacajno razlikovao
(p>0,05).

Relativno nizak sadrzaj OTA u krvnoj plazmi potvrduje &injenicu da
nivo OTA u krvi veoma pouzdano reflektuje prisustvo ovog toksina u hrani kojom
su Zivotinje bile hranjene. Zbog visoke konstante asocijacije OTA za proteine
krvne plazme (Hagelberg i sar., 1989) i relativho dugog vremena polueliminacije iz
organizma zivotinja (do 6 dana) (Kihn i sar., 1993), heterogena distribucija OTA,
Cesto zabeleZena u hrani, pojaviée se u homogenoj formi u krvi, ¢ak i u slu¢aje-
vima ingestije vrlo malih koli¢ina OTA. Primenom regresione jednacine moguce je

.....

poznate koncentracije OTA u krvi (Mortensen, 1983). Krvni serum i urin su se po-
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kazali kao odli¢ni biomarkeri izlozenosti ljudi i zivotinja ovom toksinu putem
hrane, te se analiza krvi moZe uspesno koristiti kao sredstvo u dijagnostici ohra-
toksikoza, narocito supklinickin (Gremmels i sar., 1995) koje su najceSce za-
beleZzene na nasim prostorima.

Prisustvo rezidua OTA u bubrezima svinja predstavlja rezultat selek-
tivne akumulacije (glomerularna filtracija) u bubreznom tkivu i spore eliminacije
(reapsorpcija u proksimalnim tubulima bubrega). Nalaz OTA u jetri ukazuje na
pretezno alimentarnu izlozenost Zivotinja toksinu. Nakon resorpcije, najveci deo
ohratoksina se nalazi u jetri, gde se vrsi njegova detoksifikacija, a u znatno manjoj
meri u bubrezima i muskulaturi. Veliki broj mikotoksina izaziva promene na jetri,
koja je zbog svog topografskog polozaja, izloZena tzv. prvom prolazu celokupne
koli¢ine mikotoksina nakon ingestije (Sinovec Snezana, 1996). Analizirajuéi rezul-
tate ispitivanja medusobne zavisnosti izmedu sadrzaja OTA u ispitanim tkivima,
nizak stepen pozitivne korelacije utvrden je izmedu sadrzaja OTA u krvnoj plazmi i
jetri (r=0,319), kao i izmedu sadrzaja OTA u jetri i bubrezima (r=0,341), dok je vrlo
visok stepen pozitivhe korelacije utvrden izmedu sadrzaja OTA u krvnoj plazmi i
bubrezima (r=0,973).

Distribucija OTA u ispitivanim tkivima u odnosu na sadrzaj kretala se
slede¢im redosledom: krvna plazma>bubrezi>jetra (100>34>17), dok se u od-
nosu na zastupljenost rezidua, kretala slede¢im redosledom: bubrezi>krvna
plazma>jetra (100>93,4>79,9). Rezultati nasih ispitivanja distribucije OTA u ispi-
tanim tkivima u skladu su sa rezultatima dobijenim u istrazivanjima drugih autora
(Curtui i sar., 2001; Kuhn, 1993; Mortensen i sar., 1983).

Odnos izmedu sadrzaja OTA u misiénom tkivu i bubrezima bio je pred-
met istrazivanja mnogih autora (WHO/IPCS, 2001; Curtui i sar., 2001; Madsen i
sar., 1982). Rezultati ovih istrazivanja pokazuju da se odnos izmedu sadrzaja OTA
u bubrezima i miSiénom tkivu kretao u Sirokom opsegu, od 10:1 do 10:9. Sadrzaj
OTA u misi¢énom tkivu i bubrezima, kao i njihov odnos, zavisi od viSe faktora od ko-
jih su najznacajniji: sadrzaj OTA u hrani, period ishrane kontaminiranom hranom,
nacin na koji je hrana kontaminirana (prirodno ili veStacki), kao i poStovanje karen-
ce. Na osnovu poznate koli¢ine OTA u bubrezima primenom regresione jed-
nacine moze se odrediti sadrzaj OTA u tkivima (Tabela 2).

Tabela 2. Regresiona jednacina za izracunavanje sadrZaja OTA u tkivima (Krogh i sar., 1976)
Table 2. Regression equation for calculating OTA content in tissues (Krogh et al, 1976)

Tkivo / Regresiona jednacina /
Tissue Regression equation
Jetra / Liver y =-0,7+0,7x
Misic¢no tkivo / Muscle tissue y = -0,6+0,4x
Masno tkivo / Fatty tissue y = -0,840,3x

y — rezidue OTA u tkivima (ng/g), x — sadrzaj OTA u bubrezima (ng/g) X>2 /
y — residue of OTA in tissues (ng/g). x — content of OTA in kidneys (ngjg) X>2
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Danski sistem kontrole prisustva rezidua OTA u mesu uspostavljen
1978. zasniva se na analizi makroskopski promenjenih bubrega ("bledi, mekani i
uvecani") i prediktivnom modelu odnosa sadrzaja OTA u miSi¢énom tkivu/bubreg
oko 40% (Buchmann i Hald, 1985). Prema tom modelu, pri nalazu OTA u bu-
brezima od 25 ng/g, sadrzaj OTA u mesu bi trebao da bude oko 10 ng/g. Medutim,
uzimajuéi u obzir preporuke organizacija kao Sto su Nauc¢ni komitet za hranu
(SCF- Scientific Committee on Food) i JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives) o tolerantnom dnevnom unosu (TDI) OTA (1,5-14 ng/kg™* TM
dnevno), sa stanovista zastite zdravlja ljudi, sadrzaj OTA u mesu od 10 ng/g ne
zadovoljava pomenute preporuke (JECFA, 2001; SCF, 1998).

Rezultati ispitivanja prisustva rezidua toksi¢nih elemenata u bubre-
zima svinja poreklom sa ispitanih regiona ukazuju na to da je tokom nasih ispiti-
vanja najcesc¢e utvrdeno prisustvo rezidua zive (33,3%), dok je uCestalost nalaza
rezidua kadmijuma bila neSto manja (27,7%) (Slika 1). Prisustvo rezidua zZive
najCesce je utvrdeno u uzorcima poreklom iz regiona Senta (43,3%), u odnosu na
rezultate analize uzoraka iz regiona Vladimirci, gde je utvrdena najmanja zas-
tupljenost rezidua Zzive (23,3%). Medutim, proseCan sadrzaj Zive u uzorcima
poreklom iz ova dva regiona bio je isti (0,003 mg/kg). Rezultati ispitivanja poka-
zuju da je prisustvo rezidua kadmijuma naj¢e$ée utvrdeno u uzorcima bubrega
poreklom iz regiona Vladimirci (40%), dok je najmanja ucestalost pojave rezidua
kadmijuma zabelezena u uzorcima poreklom iz regiona Bogati¢ (16,6%). Sadrzaj
zive u ispitanim uzorcima kretao se u granicama predvidenim Pravilnikom (Pravil-
nik o koli¢inama..., "Sl. list SRJ", br. 5/92) (0,005-0,055 mg/kg), dok je sadrzaj
kadmijuma u jednom uzorku poreklom iz regiona Vladimirci bio iznad maksi-
malno dozvoljene granice (1,23 mg/kg). Osim numerickih, razlike u sadrzaju Cd u
ispitanim uzorcima poreklom iz regiona Vladimirci i Senta, kao i razlike u sadrzaju
Cd u uzorcima poreklom iz regiona Vladimirci i Bogati¢, pokazale su se statisticki
visoko znacajne (p<0,001).

Dobijeni rezultati u skladu su sa rezultatima istrazivanja drugih autora
(Gillian i sar., 1997; Karavoltsos i sar., 2002) i potvrduju ¢injenicu da ziva predstav-
lja jedan od najznacajnijih kontaminenata zivotne sredine (Storelli i Marcotrigiano,
1999). Nizak sadrzaj Zive i kadmijuma ukazuju na pretezno alimentarnu izlozenost
zivotinja, odnosno upotrebu kontaminirane hrane. Zivaje Cesto prisutna u ribljem
brasnu, dok se kadmijum pojavljuje kao strukturni kontaminent mineralnih hra-
niva. Kadmijum je pored Zive najznacajniji i najéeSce zastupljeni nefrotoksicni
metal (Friber i sar., 1986; Goyer i Cherian, 1995). Pored zagadene vode i mulja,
glavniizvori Cd su industrijski otpad i fosfatna dubriva (Menzer, 1991). U nasim is-
pitivanjima prisustvo olova nije utvrdeno i to se moze smatrati rezultatom globalne
redukcije njegove primene u industriji. Zbog svoje ekskretorne funkcije i dobre
vaskularizovanosti bubrezi predstavljaju ciljno tkivo hroni¢ne izlozenosti teSkim
metalima (Friberg i sar., 1986; Goering i sar., 1995). U bubreznom korteksu i jetri
se vezuju za protein metalotionien. Vezivanje toksi¢nih elemenata za ovaj protein
predstavlja klju¢ njihovog dugog vremena polueliminacije (10 do 30 godina) (Ja-
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rup i sar., 1998). Sadrzaj toksi¢nih elemenata u misi¢nom tkivu je daleko nizi u od-
nosu na sadrzaj u bubrezima i jetri (Kostal, 1986). Hroni¢na trovanja Cd, osim §to
dovode do oStec¢enja bubrega, ostecuju jetru, dovode do pluénog emfizema,
kostanih oboljenja (osteomalacija i osteoporoza) i kancera razli¢itih organa,
posebno bubrega (Waalkes i Misra, 1996).

Zakljuéak / Conclusion

Rezultati ispitivanja prisustva rezidua OTA i toksi¢nih elemenata u
tkivima zaklanih, tovnih svinja poreklom sa razli¢itih lokaliteta Srbije i Vojvodine,
potvrduju prisustvo rezidua OTA i toksi¢nih elemenata. Najve¢a zastupljenost
rezidua OTA utvrdena je u uzorcima bubrega (33,3%), dok je u uzorcima krvne
plazme zastupljenost rezidua OTA bila neznatno niza (31,1%). U pogledu zas-
tupljenosti i sadrzaja rezidua OTA u ispitanim tkivima, najmanja zastupljenost i
prose¢an sadrzaj rezidua OTA utvrden je u uzorcima jetre, gde je prisustvo
rezidua OTA utvrdeno u 26,6% uzoraka u koli¢ini od 0,22 do 14,5 ng/g. Sadrzaj
OTA u uzorcima krvne plazme kretao se od 0,22 do 220,8 ng/mL, u odnosu na bu-
brege gde se sadrzaj OTA kretao od 0,17 do 52,5 ng/g. Rezultati nasih istraZivanja
ukazuju da je u 2,2% ispitanih uzoraka bubrega utvrden sadrzaj OTA iznad maksi-
malno dozvoljene granice (10 ng/g). Prisustvo rezidua zive utvrdeno je u 33,3%
uzoraka bubrega, a uclestalost nalaza rezidua kadmiuma bila nesto manja
(27,7%). Sadrzaj Zive kretao se u granicama predvidenim pravilnikom (0,005-
0,055 mg/kg), dok je sadrzaj kadmijuma u jednom uzorku bio iznad predvidene
granice. Prisustvo arsena utvrdeno je samo u jednom uzorku, dok prisustvo olova
nije utvrdeno.

lako su dobijene vrednosti sadrzaja OTA i toksi¢nih metala u tkivima
niske i u skladu su sa preporukama internacionalnih agencija (SCF, JECFA) o tole-
rantnom dnevnom unosu, treba napomenuti da analiza rizika od mikotoksina i
upravljajnje ovom vrstom hemijske opasnosti jo$ uvek nije dovoljno razvijeno u
nasoj zemlji. Sinergisticko dejstvo pojedinih kontaminenata Zivotne sredine na
zdravlje ljudi i zivotinja predstavlja nedovoljno istrazenu oblast, naro¢ito u uslo-
vima prisustva kontaminenata u niskim koncentracijama zabelezenih u nasim is-
pitivanjima. lako nasa zemlja pripada malobrojnim zemaljama koje reguliSu mak-
simalno dozvoljeni sadrzaj OTA u hrani za Zivotinje i Zivotnim namirnicama, neo-
phodno je da se postoje¢a zakonska regulativa uskladi sa regulativama EU i no-
vim nauénim saznanjima i preporukama medunarodnih organizacija (JECFA,
IARK) u pogledu MDK i TDI. Primena integrisanih sistema menadzmenta bezbed-
nosti hrane zasnovanih na standardima serije ISO 22000 predstavljaju osnovne
preduslove za bezbednost hrane.

367



Vet. glasnik 62 (5-6) 359 - 371 (2008) D. Mili¢evi¢ i sar.: Uticaj prisustva rezidua
ohratoksina A i toksi¢nih elemenata u tkivima na bezbednost svinjskog mesa

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Literatura / References

. Agency for Toxic Substances and Disease (ATSDR), Toxicological profile for cadmium.

Registry, Atlanta, GA, 1999.

. Bruinink A, Sidler C. The neurotoxic effects of ochratoxin A are produced by protein

binding but are not affected by/phenylalanine. Toxicol Appl Pharmacol 1997;
146: 173-9.

. Buchmann NB, Hald B. Analysis, occurrence and control of ochratoxin A residues in

Danish pig kidneys. Food Addit Contam 1985; 2: 193-9.

. Creppy EE. Human ochratoxicosis. J Toxicol Toxin Rev 1999; 18: 277-93.
. Curtui VG, Gareis M. A simple HPLC method for the determination of the mycotoxins

ochratoxin A and B in blood serum of swine. Food Addit Contam 2001a; 18(7):
635-43.

. Curtui VG, Gareis M, Usleber E, Martlbauer E. Survey of Romanian slaughtered pigs for

the occurrence of mycotoxins ochratoxins A and B, and zearalenone. Food
Addit Contam 2001; 18: 730-8.

. Friberg L, Elinder C-G, Kjellstrom T, Nordberg GF (Eds.). Cadmium and Health: A Toxi-

cological and Epidemiological Appraisal, 1986. CRC Press, Boca Raton, FL,
1: 103-78.

. Frisvad JC, Thrane U. Mycotoxin production by common filamentous fungi. In: Introduc-

tion to food-and airborne fungi. R.A. Samson, E.S. Hoekstra, J. C. Frisvad and
O. Filtenborg (eds.). Sixth Edition. Centraalbureau voon Schimmelcultures,
Utrecht, The Netherlands. ISBN 90-70351-42-0. 2000.

. Gareis M, Scheuer R. Prevention of mycotoxin contamination of meat and meat prod-

ucts. Proceedings of International Symposium of Mycotoxicology '99 Myco-
toxin Contamination: Health Risk and Prevention Project (Chiba, Japan) My-
cotoxins Supplement '99 1999; 101-7.

Goering PL, Waalkes MP, Klaassen CD. Toxicology of cadmium. In: Goyer, R.A., Che-
rian, M.G. (Eds.), Toxicology of Metals: Biochemical Aspects. Handbook of
Experimental Pharmacology, Springer, New York, 1995; 115: 189-213.

Goyer RA, Cherian MG. Renal effects of metals. In: Goyer RA, Klaassen CD, Waalkes
MP (Eds.). Metal Toxicology. Academic Press, San Diego, 389-412, 1995.

Gremmels JF, Jahn A, Bloom MJ. Toxicity and metabolism of ochratoxin A. Natural Tox-
ins 1995; 3: 214-20.

Hagelberg S, Hult K, Fuchs R. Toxicokinetics of ochratoxin A in several species and its
plasma-binding properties. J Appl Toxicol 1989; 9: 91-6.

Hult K, Hokby E, Gatenbeck S, Rutquist L. Ochratoxin A in blood from slaughter pigs in
Sweden: use in evaluation of toxin content in consumed feed. Appl and Envi-
ron Microbiol 1980; 39: 822-30.

IARC. Beryllium, Cadmium, Mercury, and Exposures in the Glass Manufact Industry.
IARC, Lyon Monograph. 58, 1993.

IARC: Ochratoxin A. In IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenetic Risk to
Human, Lyon: IARC Press, 1993; 56: 489-521.

Jarup L, Berglund M, Elinder CG, Nordberg G, Vahter M. Health effects of cadmium a
review of the literature and a risk estimate. Scandinavian Journal of Environ-
mental Health 1998; 24(1): 1-51.

JECFA, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives. Fifty-sixth Meeting, Ge-
neva, Switzerland, 6-15 February, 2001.

368



Vet. glasnik 62 (5-6) 359 - 371 (2008) D. Mili¢evi¢ i sar.: Uticaj prisustva rezidua
ohratoksina A i toksi¢nih elemenata u tkivima na bezbednost svinjskog mesa

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Jorgensen K, Vahl M. Analysis of ochratoxin A in pig kidney and rye flour using liquid
chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). Food Addit Con-
tam 1999; 16: 451-6.

Karavoltsos S, Sakellari A, Dimopoulos M, Dasenakis M and Scoullos M. Cadmium
content in foodstuffs from the Greek market. Food Addit Contam 2002; 19(10):
954-62.

Kostal K. Cadmium. Trace Elements in Human and Animal Nutrition. 5% edn. Vol. 2 ed-
ited by W. Mertz (San Diego: Academic Press) 1986; 319-45.

Krogh P, Elling F, Hald B, Larsen AE, Lillehoy EB, Madsen A, Mortensen HP. Time-
dependent disappearance of ochratoxin A residues in tissues of bacon pigs.
Toxicology 1976; 6: 235-42.

Krogh P. Environmental ochratoxin A and Balkan (endemic) nephropathy: Evidence for
support of causal relationship. In: Strahinji¢ S, Stefanovi¢ V, ed. Endemic (Bal-
kan) nephropathy, Ni§, Yugoslavija, Grafika, 1979; 35-43.

Kihn I. Quantitative Untersuchungen zum Transfer und zur Elimination von Ochratoxin
A bei wachsenden Schweinen nach langfristiger oraler Aplikation. Landbau-
forschung volkenrode, Sonderheft 1993; 137.

Larsen TO, Svendsen A, Smedsgaard J. Biochemical characterisation of ochratoxin A
producing strains of the genus Penicillium. Appl And Environ Microbiol 2001;
67: 3630-5.

Lusky K, Tesch D, Gébel R, Haider W. Gleichzeitige Verabreichung der Mykotoxine
Ochratoxin A und Zearalenon Uber das Futter an Schweine- EinfluB auf, 1997.

Madsen A, Mortensen HP, Hald B. Feeding experiments with ochratoxin A contami-
nated barley for bacon pigs Part 2: Naturally contaminated barley given for 6
weeks from 20 kg compared with normal barley supplemented with crystalline
ochratoxin A and/or citrinin. Acta Agriculture Scandinavica 1982; 32: 369-72.

Matrella R, Monaci L, Milillo MA, Palmisano F, Tantillo MG. Ochratoxin A determination in
paired kidneys and muscle samples from swines slaughtered in southern It-
aly. Food control 2006; 17: 114-7.

Menzer RE. The basic Science of Poisons.4th ed. Mc Graw — Hill, New York 1991.

Mili¢evi¢ D, Juri¢ V, Mandi¢ M, Dordevi¢ M. The presence of ochratoxin A residue in
blood plasma of slaughtered swine. Zbornik Matice srpske za prirodne nauke,
Novi Sad 2007; 113: 55-62.

Mortensen HP, Hald B, Madsen A. Feeding experiments with ochratoxin A contami-
nated barley for bacon pigs. 5. Ochratoxin A in pigs blood. Acta Agric Scand
1983; 33: 235-9.

Pravilnik o koli¢inama pesticide, metala i metaloida i drugih otrovnih supstancija, he-
moterapeutika, anabolika i drugih supstancija koje se mogu nalaziti u namirni-
cama ("Sl. list SRJ", br. 5/92, 11/92 - ispr. i 32/2002).

Schwartz GG. Hypotesis: Does ocrhratoxin A cause testicular cancer? Cancer cause
and Control 2002; 19: 91.

Scientific Committee on Food (SCF). Opinion on Ochratoxin A. CS/CNTM/MYC/14 final
(September), 1998.

Sinovec Snezana. Patohistolo$ke i ultrastrukturne promene u jetri i srcu pacova trtira-
nih T-2 toksinom i procena mogucnosti njihove restitucije. Doktorska diserta-
cija, Veterinarski fakultet, Beograd, 1996.

Stoev SD, Grozeva N, Hald B. Ultrastructural and toxicological invastigations in spona-
taneous cases of porcine nephropathy in Bulgaria. Vet Arhiv 1998; 68: 39-49.

369



Vet. glasnik 62 (5-6) 359 - 371 (2008) D. Mili¢evi¢ i sar.: Uticaj prisustva rezidua
ohratoksina A i toksi¢nih elemenata u tkivima na bezbednost svinjskog mesa

37. Storelli MM, Marcotrigiano GO. Cadmium and total mercury in some cephalopods from
the South Adriatic Sea (Italy). Food Addit Contam 1999; 16(6): 261-5.

38. UNEP/GEMS, The contamination of food. Mercury. Environmental Library, 1992; 5: 22-
4.

39. Waalkes MP, Misra RR. Cadmium carcinogenicity and genotoxicity. In: Chang, L. (Ed.),
Toxicology of Metals. CRC Press, Boca Raton, 1996; 231-44.

40. WHO/IPCS, Safety evaluation of certain mycotoxins in food. 2001.

41. Ysart G, Miller P, Croasdale M, Crews H, Robb P, Baxter M, de L’Argy C, Harrison N.
1997 UK Total Diet Study dietary exposures to aluminum, arsenic, cadmium,
chromium, copper, lead, mercury, nickel, selenium, tin and zinc. Food Addit
Contam 2000; 17(9): 775-86.

ENGLISH

PRESENCE OF OCHRATOXIN A AND TOXIC ELEMENTS RESIDUE IN TISSUES AND
THEIR IMPACT ON SAFETY OF PORK

D. Mili¢evi¢, M. Jovanovi¢, Verica Juri¢, Aleksandra Dakovi¢, S. Stefanovic,
Z. Petrovié

The aim and task of this study was to determine the presence of ochratoxin A
(OTA) in blood serum, liver and kidneys of fattening swine, slaughtered regularly, origina-
ting from different areas of Serbia. During meat inspection on the slaughterhouse line sam-
ples of blood, kidney and liver per animal were randomly sampled (n=90) and analyzed by
HPLC for ochratoxin A. Also, the presence of nephrotoxic (cadmium, lead, mercury and ar-
senic) elements in kidneys was carried out. Of the 90 liver samples, 26.6% contained OTA
in the range of 0.22-14.5 ng/g, while the incidence of OTA in serum and kidney samples
were very similar (31 and 33.3%, respectively). The analyses showed that serum samples
were positive in the range of 0.22-221 ng/mL, while ochratoxin A concentrations in the kid-
ney were between 0.17 and 52.5 ng/g. The mean distribution of OTA residue followed the
pattern: serum>kidneys>liver (100>34>17), while in respect to occurrence it followed the
pattern: kidneys>serum>liver (100>93.4>79.9). The results of this study showed that
2.2% of kidney sample had a content of ochratoxin A above the maximum permitted limit in
Serbia of 10 ng/g. The results from this survey indicated that there was a low correlation be-
tween the OTA level in serum and liver as well as in the OTA level in kidney and liver
(r=0.319 and 0.341, respectively) while the strongest correlation was found between the
OTA level in serum and in kidney (r=0.973).

The presence of mercury was found in 33.3% of kidney samples in the range
of 0.005-0.055 mg/kg, while the presence of cadmium was found to a lesser degree
(27.7%). The Hg concentrations in the kidney samples were lower than 0.10 mg/kg and did
not exceed the guideline level established in Serbia, while concentration of cadmium in
only one kidney sample was greater than 1.0 mg/kg, and exceeded the limit proposed by
the Serbian Rule Book. The presence of arsenic was found only in one sample, while the
presence of lead was not established. This study shows the presence of OTA in Serbian
slaughtered pigs at levels comparable to those reported in other countries.

Key words: swine, ochratoxin A, toxic elements, residue
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PYCCKUA

BNNAHUE NMPUCYTCTBUA OCTATKOB OXPATOKCUHA A U TOKCUYECKUX
QJIEMEHTOB B TKAHAX HA BO30MACHOCTb CBUHOIO MSICA

[. Munuuesnu, M. MosaHosuuy, Bepuua I0puy, Anekcangpa Jakosuy,
C. CtedhaHoBwMY, 3. NMeTpoBUY

Llenb aTomn paboTbl 66112 yTBEPAUTL NPUCYTCTBME OCTATKOB OXpaTOKCMHA A
(OTA) 1 ToKCU4ECKMX ANEMEHTOB (KagMui, CBMHEL, PTYTb U MbIWbSK B TKaHAX yOUTbIX,
OTKOPMOYHbIX CBMHEN, NPOUCXOXAEHUEM U3 Pas3fn4HbiXx pernoHos Cepbun. B TeyeHne
BETEPUHAPHO-CAHUTAPHOrO OCMOTpa YOUTbIX CBMHEW Ha JMHUM Yy60s, MeToAOM
Cny4anHoro o6pasynmkoBaHusA 6paHbl 06pas3yqMKM KpoBW, a 3aTem npuHagnexaies
neyYeHb M MOYKWM, OTBEYawLero xmBoTHoro (H=90). MpucyTtcTeBne octatkoB OTA yT-
BEPXXAEHO Hamu B 26,6 % 06pa3ymkoB neveHu B konndectse ot 0,22 go 14,5 Hr/r, noka
npeacTaBneHHoCcTb ocTaTkoB OTA B 06pa3udnkax KpOBAHOM NiasMbl U NOYEK Hbiia moyTh
naeHTuyas (31,1 n 33,3%, no otaenbHocTu). CogepxxanHne OTA B 06pasumkax KpoBSHOM
nnasmbl ABuranocTtb oT 0,22-220,8 Hr/mJ1, Noka B obpa3ymkax noyek gsuranocts ot 0,17-
52,2 Hr/r. Quctpnbyumsa OTA B UCMbITaHHbIX TKAHSAX B OTHOLIEHWU COAEepXXaHus ABura-
nacb cnepytoLlen 04epEAHOCTbIO: KpoBsiHas NnasMa>noykun>nedeHb (100>34>17), noka
B OTHOLIEHWN NpPeACcTaBEHHOCTM OCTaTKOB ABuranacb cregyrouwein o4epéaHocTbio
NOYKM>KpOBSAHas nnasma>nedeHb (100>93,4>79,9). Pe3ynbTaTbl HaWNX NCCNEA0BaHNN
YyKas3bIBaloT, HTO B 2,2 % WCNbITaHHbIX 06Pa34MKOB NOYEK YTBEPXKAEHO HAMU COAEP>KaHne
OTA cBepx MakcuMmanbHO paspelleHHon rpanuudbl (10 Hr/r). Huskas cTeneHb
NONOXXUTENBHON KOppensaumn yTeep)xaeHa Hamm mexay cogepxxaHmem OTA B KPOBSHON
nnasme n nedenun (r=0,319), cnoBHo n mexay cogep>kaHmeMm OTA B neYeHn n novKax
(r=0,314). OyeHb BbICOKasA CTEMeHb MOJIOXKMTENIbHON KOppensuun yTBepXAeHa Hamu
mexay coaepxanvem OTA B KpoBsiHOM niia3me v noykax (r=0,973).

MpycyTcTBME OCTATKOB PTYTU YyTBEPXAEHO Hamu B 33,3% 06pa3qnkoB
noYyeK, B OTHOLEHUN YacTOTbl pe3yfbTaTOB OCTATKOB KaaMus, KoTopasi bbina HEMHOro
MeHbLue (27,7 %). CoaepxxaHue pTyTu ABUranochb B rpaHnLax, NpeaBUAEHHbIX pernaMmeH-
ToMm (0,005-0,055 mr/kr), noka coaep>kaHune KaaMmvsi B 04HOM 0b6pasymke 6bI1o CBEPX MaK-
cvManbHO paspelueHHon rpaHuubl (1,23 mr/kr). MNpucyTcTBME MblbsKa yTBEPXAEHO
Hamu TONbKO B OJHOM 06pa3yvKe, Moka NpucyTCTBUE CBMHLA HE YTBEPXXAEHO.

KntoueBble cnosa: CBUHbY, OXpaTOKCHUH A, TOKCMYECKMNE 3NIeMEHTbI, OCTaTKMN
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SAVREMENI TRENDOVI U BEZBEDNOSTI HRANE:
REZISTENCIJA ZOONOTSKIH PATOGENA PREMA

ANTIMIKROBNIM LEKOVIMA®

CONTEMPORARY FOOD SAFETY TRENDS: ANTIMICROBIAL

RESISTANCE IN ZOONOTIC PATHOGENS

Jelena Petrovié, Dubravka Milanov, R. Ratajac™

*

Upotreba antimikrobnih lekova u profilaksi i terapiji Zivotinja ciji se
proizvodi koriste u ishrani ljudi dovela je do pojave ozbiljnog problema
vezanog za rezistenciju zoonotskih bakterija. Danas je vrlo aktuelan
problem razvijanja rezistencije patogenih sojeva bakterija jos u orga-
nizmu Zivotinje i prenosenje rezistentnih bakterija od Zivotinja putem
namirnica na ljude, kao i pojava oboljenja ljudi koja se zbog rezisten-
cije tesko mogu leciti. Campylobacter spp. i Salmonella spp. su
najées¢i patogeni koji se prenose hranom, a upravo kod njih je usta-
novljen porast broja rezistentnih sojeva. Monitoring program za prace-
nje rezistencije jos uvek ne postoji u Srbiji. Zato su u okviru vise pro-
jekata Naucnog instituta za veterinarstvo "Novi Sad", koje je finansiralo
Ministarstvo poljoprivrede, vodoprivrede i sSumarstva Srbije — Uprava za
veterinu, izvrsena pilot ispitivanja rasirenosti rezistencije kod zoonot-
skih patogena izolovanih iz namirnica. Izvrsenim isptivanjima je us-
tanovijena situacija vrlo sli¢na onoj u Evropskoj uniji. Rezistencija
prema jednom li viSe antimikrobnih lekova je ustanovijena kod
25,00%—-40,58% Salmonella spp. i 40,00%-75,32% Campylobacter
Spp. sojeva izolovanih sa klani¢no obradenih trupova svinja i Zivine.
Kontrola zoonotskih patogena u hrani mora biti primenjena u komplet-
nom sistemu, pocev od primarne proizvodnje, preko klani¢ne obrade i
distribucije hrane sve do gotovog jela u tanjiru konzumenta tzv. farm-to-
fork sistem (eng.), odnosno od farme do viljuske.

Kljuéne recéi: bezbednost hrane, rezistencija, antimikrobni lekovi

Rad saopsten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Dr sci. med. vet. Jelena Petrovié, nauéni saradnik, dr sci. med. vet. Dubravka Milanov, is-
trazivac saradnik, mr sci. med. vet. Radomir Ratajac, istraziva¢ saradnik, Naucni institut za

veterinarstvo "Novi Sad", Novi Sad
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Uvod / Introduction

Vecina antimikrobnih lekova koja se koristi u terapiji zivotinja pripada
istim grupama kao antimikrobni lekovi koji se koriste u humanoj terapiji. Neki anti-
mikrobni lekovi (enrofloksacin, flumekvin) koji su razvijeni samo za upotrebu u
veterinarskoj medicini pripadaju istoj grupi kao i humani lekovi (fluorohinoloni),
dok se drugi antimikrobni lekovi koriste podjednako i u humanoj i u veterinarskoj
medicini (kloksacilin, dikloksacilin, gentamicin, ampicilin, amoksicilin). Ovi podaci
su bitni za problematiku antimikrobne rezistencije obzirom da je dobro poznato
da rezistencija prema jednom leku iz grupe moze predstavljati rezistenciju prema
celoj podgrupi ili grupi antimikrobnih lekova (beta laktamski antibiotici, makrolidi,
linkozamidi), (EFSA, 2008).

Upotreba antimikrobnih lekova kod Zivotinja namenjenih za proizvod-
nju hrane moze dovesti do razvijanja rezistencije kod bakterija u organizmu treti-
ranih zivotinja i mogucéeg prenosa kroz lanac ishrane na ¢oveka. Razvijanje rezis-
tencije kod Entero bakterija prema veterinarskim antibioticima je osnovni faktor
prezivljavanja ovih mikroorganizama u njihovom prirodnom okruzenju. Aplik-
ovanje lekova ne samo da dovodi do razvijanja rezistencije prema primenjenom
leku, ve¢ multirezistentni fenotipovi imaju selekcionu prednost. Danas je vrlo aktu-
elna rezistencija prema fluorohinolonima, cefalosporinima tre¢e i Cetvrte genera-
cije kao i prema makrolidima, s obzirom nato da su ovi lekovi neophodni u terapiji
sistemskih bakterijskih infekcija kod ljudi.

Zoonoze koje se najcescée javljaju u Evropi su alimentarna oboljenja
izazvana bakterijama iz roda Salmonella, Campylobacter, Yersinia, Listeria itd.
Rezistencija Salmonella spp., Campylobacter spp. danas ima veliki znacaj za
bezbenost hrane s obzirom na to da se upravo ovi patogeni najée$c¢e prenose ali-
mentarnim putem (kontaminirano Zivinsko meso, jaja, svinjsko i govede meso). U
USA i Holandiji je ustanovljena korelacija izmedu uvodenja fluorohinolona u tera-
piju bolesti zivine i znaajnog povecanja broja rezistentnih C. jejuni izolovanih iz
zivih jedinki, sa mesa zivine i od obolelih ljudi. Sta vige, pre uvodenja fluorohi-
nolona u terapiju obolele zivine nije bilo prijavljenih rezistentnih sojeva izolovanih
kod ljudi koji prethodno nisu bili leCeni ovim lekovima (Piddock, 1998; Endtz i sar.,
1991; Engberg, 2001). Upotreba avoparcina kao dodatka hranivima u indus-
trijskoj proizvodniji Zivine i svinja u Danskoj je dovela do pojave vankomicin rezis-
tentnih enterokoka u crevima svinja i Zivine (80% zivine) ali i crevima ljudi koji su
konzumirali namirnice poreklom od ovih Zivotinja. Nakon zabrane upotrebe avo-
parcina 1995, u€estalost nalaza vankomicin rezistentnih enterokoka je pao na 3%
(Prescott i sar., 2000). U Velikoj Britaniji je nakon izbijanja velike epidemije izaz-
vane sa rezistentnom S. Typhimurium DT29 tokom 1963-65. godine, Svanov
komitet predlozio da se kao promoteri rasta mogu koristiti samo oni antimikrobni
lekovi koji imaju malu ili nikakvu terapijsku upotrebu kod ljudi i zivotinja, i koji nece
uticati na efikasnost terapijskog leka u smislu razvijanja rezistencije. Takode,
komisija je preporucila da se terapijski antimikrobni lekovi mogu koristiti u le¢enju
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zivotinja samo ako ih propiSe veterinar (Aarestrup, 1999). Na Zalost, ovaj vodi¢
nije prihvacen i antibiotici su selektovali Siroko rasprostranjenu rezistenciju medu
bakterijama koje dovode do pojave oboljenja i ljudi i Zivotinja.

Od januara 2006. godine upotreba svih antimikrobnih lekova kao adi-
tiva za hranu za Zivotinje je zabranjena u EU upravo da bi se redukovao broj rezis-
tentnih bakterija kod farmskih zivotinja (Regulation (EC) No 1831/2003). Efekti ove
zabrane na raSirenost antimikrobne rezistencije kod farmskih Zivotinja, ali i poziti-
van uticaj na zdravlje ljudi jo§ uvek nisu poznati (EFSA, 2008). WHO, FAO,
uklju€ujuci Codex Alimentarius i OIE su obradivali ovu oblast i obezbedili vodice,
preporuke i liste klini¢ki znacajnih antimikrobnih lekova. Najnovija aktivhost u ovoj
oblasti je "Codex Task Force" eng. (radna grupa kodeksa alimentariusa), koja ima
za cilj da izvr§i analizu rizika za zdravlje ljudi vezanu za prisustvo organizama
rezistentnih prema antimikrobnim lekovima, gena vezanih za antimikrobnu rezis-
tenciju i rezidua antimikrobnih lekova u namirnicama i hrani za zivotinje kao i da
donese preporuke za upravljanje ovim rizikom.

Rezistencija patogena koji se prenose hranom /
Resistance of food-borne pathogens

lako razli¢ite vrste hrane mogu biti izvor alimentarnih oboljenja ipak su
meso i proizvodi od mesa najvazniji izvor Salmonella spp. i Campylobacter spp.
Ova dva patogena su najcesce prijavljeni uzroc¢nici zoonotskih bolesti. U EU je u
2005. godini ustanovljena incidenca od 38,2-51,6 slu€ajeva na 100 000 stanov-
nika (EFSA, 2005). Ove bakterije su prijavljene kod svih Zivotinja koje se uzgajaju
radi proizvodnje mesa, ali su u Evropi najviSe rasirene u populaciji zivine. C. jejuni
je Cest komensal kod zivine i goveda dok je C. coli viSe prisutan kod svinjai zivine.
Kod Zivotinja prizvodac¢a crvenog mesa Salmonella spp. je najceSce izolovana
kod svinja, a zatim i kod goveda. Meso Zivine kao i jaja predstavljaju vazan izvor
humanih infekcija izazvanih sa Salmonella spp. S. Enteritidis i S. Typhimurium su
najCesce prijavljeni sojevi izolovani kod humane salmoneloze i iz proizvoda od
mesa zivine. Naj¢esc¢i nacin da ljudi budu inficirani sa zoonotskim entero-pato-
genima je putem ingestije hrane kontaminirane animalnim fecesom. Ovakva kon-
taminacija obi¢no nastaje u preradi mesa. Oralna medikacija velike grupe Zivot-
inja narocito lako favorizuje nastanak i Sirenje rezistentnih mikroorganizama.
Pored toga nepovoljni uslovi animalne proizvodnje kao $to su prenaseljenost,
slaba ventilacija, slaba ishrana i neadekvatna kontrola bolesti olak§avaju Sirenje
bakterija. Alimentarna oboljenja izazvana sa Salmonella spp. i termofilnim Campy-
lobacter spp. obi¢no ne zahtevaju antimikrobnu terapiju, ali u slu¢ajevima imuno-
deficijentnih pacijenata (deca, stari i bolesni) terapija je neophodna i tada se
obic¢no koriste eritromicin i ciprofloksacin (Smith i sar., 1999).
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Rasirenost rezistencije medu patogenima koji se prenose hranom

Spread of resistance among food-borne pathogens

Rezistencija patogena koji se prenose hranom prema antimikrobnim
lekovima je Cest problem u evropskim zemljama. Monitoring program u EU obuh-
vata potro$nju antimikrobnih lekova u veterinarskoj medicini, ali i raSirenost rezis-
tencije kod humanih i zoonotskih patogena (Tabela 1).

Tabela 1. RaSirenost rezistentnih sojeva Campylobacter spp. i Salmonella spp. izolovanih
iz hrane (Mayhofer i sar., 2004; MARAN, 2002)

Table 1. Distribution of resistant strains of Campylobacter spp. and Salmonella spp isolated from food
(Mayhoter et al, 2004; MARAN, 2002)/

Rasirenost rezistentnih sojeva (%) /
Distribution of resistant strains (%)
Aﬁt?’ztri;?r";};%?r;riz:a?{?c;ne Austrija / Austria Holandija / The Netherlands
Salmonella | Campylobacter| Salmonella | Campylobacter
spp. spp. spp. spp.
Fluorohinoloni / Fluoroquinolones 420 40,7 32,7 26,9
Tetraciklini / Tetracyclines 33,0 / 21,5 57,1
Streptomicin / Streptomycin 27,0 9,7 0,0 51,3
Ampicilin / Ampicillin 17,0 8,6 43,9 16,8
Eritromicin / Erythromycin / 4,0 0,1 34,5
Gentamicin / Gentamicin / 1,5 0,0 16,8
Hloramfenikol / Chloramphenicol / 0,7 0,0 0,0
Trimetoprim / Trimetoprim / / 58,9 /
Trim/Sulfametoksaz / Trim/Sulfamethoxaz / / 48,6 37,0
Florfenikol / Florfenicol / / 0,9 0,0
Metronidazol / Metronidazole / / / 37,8

Monitoring program se jos$ uvek ne primenjuje u Srbiji, zato je Uprava
za veterinu Ministarstva za poljoprivredu, Sumarstvo i vodoprivredu finansirala tri
projekta Nau€nog instituta za veterinarstvo Novi Sad da bi se stekao uvid u situa-

ciju u nasoj zemlji.

1. Ispitivanje antimikrobne rezistencije bakterijskih vrsta: Salmonela
spp., Campylobacter spp. i E. coli iz kliniCkih uzoraka poreklom od zivine i svinja:
ugovor br. 401-00-02380/2004. Novi Sad, Naucni institut za veterinarstvo "Novi

Sad", 2005.

2. Monitoring rasirenosti rezistentnih zoonotskih bakterija u klani¢noj
obradi brojlera. Ugovor broj 104-00-6733/2005-05. Novi Sad, Nau¢ni institut za

veterinarstvo "Novi Sad", 2006.
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3. Monitoring raSirenosti rezistentnih zoonotskih bakterija na trupo-
vima klani¢no obradenih svinja. Ugovor br. 401-00-13675/2006-05. Novi Sad,
Naucni institut za veterinarstvo "Novi Sad", 2007.

Na osnovu izvr§enih ispitivanja ustanovljena je situacija slicna onoj u
EU. RaSirenost Salmonella spp. i Campylobacter spp. je vrlo velika i na trupovima
zivine i na trupovima svinja (Tabele 2 i 3). RaSirenost bakterija na klani¢no
obradenim trupovima varira u zavisnosti od velikog broja faktora: organizma, geo-
grafskih faktora, uslova uzgoja Zivotinja i klanja i prerade mesa. U nekoliko studija
je prikazano da zivina biva kontaminirana sa Salmonella spp. i Campylobacter
spp. jo$ na nivou farme (Stojanov i Orli¢, 2000; Stojanov i Orli¢, 2001). Ovi zoonot-
ski patogeni u objektu za klanje i preradu mesa mogu kontaminirati radnu
sredinu, opremu i finalni proizvod. Uticaj uzgojnih uslova na farmi i proizvodnih
uslova u klanici je veliki s obzirom na to da su sojevi Campylobacter spp. u nekim
klanicama izolovani svega sa 11,43% trupova zivine, a u drugim objektima Cak sa
90,00% trupova. Sli¢na situacija je ustanovljena i u objektima za klanje svinja.

Tabela 2. RaSirenost Salmonella spp. i Campylobacter spp. na trupovima svinja
(Petrovi¢ i sar., 2007a)
Table 2. Distribution of Salmonella spp. and Campylobacter spp. in pig carcasses (Petrovic et al, 2007a)

Rasirenost patogena na trupovima (%) / Oznaka klanice / Abattoir

Distribution of pathogens on carcasses (%) A B c D E
Salmonella spp. 1,85 6,06 3,70 1,85 0,00
Campylobacter spp. 3,70 22,22 14,81 5,55 1,85

Tabela 3. RaSirenost Salmonella spp. i Campylobacter spp. na trupovima Zivine
(Petrovi¢ i sar., 2007b)
Table 3. Distribution of Salmonella spp. and Campylobacter spp. in poultry carcasses (Petrovic et al, 2007b)

Rasirenost patogena (%) / Oznaka klanice / Abattoir
Distribution of pathogens (%) A B c D E E G

jetra / liver 22,86 | 32,50 | 11,43 | 6,00 [ 60,00 | 20,00 | 3,70
trup / carcass | 2,86 5,00 5,71 2,00 8,57 2,86 0,00
jetra / liver 40,00 | 5,00 8,56 6,00 | 3428 | 2,86 5,71

trup / carcass | 90,00 | 14,28 | 51,43 | 20,01 | 68,57 | 11,43 | 31,43

Salmonella spp.

Campylobacter spp.

Rezistentni sojevi Salmonella spp. su izolovni sa 40,57% trupova
zivine i 25,0% trupova svinja (tabela 4). Rezistencija je najéeSc¢e ustanovljena
prema amoksicilinu i sulfametoksazolu. Vecina izolovanih sojeva S. Enteritidis je
bila senzitivha (66,67% sojeva poreklom od Zivine odnosno svi sojevi 100% porek-
lom od svinja). Samo jedan soj je bio rezistentan prema tri antimikrobna leka: dok-
siciklin, hloramfenikol i sulfametoksazol. Ustanovljena rezistencija prema hloram-
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fenikolu je vazna Cinjenica s obzirom na to da je ovaj lek zabranjen za upotrebu
kod Zivotinja za proizvodnju hrane. Posto S. Typhimurium izaziva daleko ozbiljnije
posledice po zdravlje ljudi u odnosu na S. Eneritidis, alarmantna informacija je da
je raSirenost rezistencije kod izolovanih sojeva S. Typhimurium veoma visoka;
76,92% sojeva S. Typhimurium izolovanih iz Zivine i 33,33% sojeva izolovanih iz
svinja su bili rezistentni. Sojevi izolovani od obe vrste Zivotinje su najcesce bili
rezistentni prema amoksicilinu i sulfametoksazolu. Sliéne podatke su ustanovili i
drugi autori. Prema MARAN izvesStaju 2002. godine u Holandiji sojevi Salmonella
spp. izolovani iz hrane su naj¢es$ce bili rezistentni prema amoksicilinu, doksicik-
linu, trimetoprimu i sulfametoksazolu.

Tabela 4. RaSirenost rezistentinih sojeva Campylobacter spp. i Salmonella spp. izolovanih
sa trupova Zivine i svinja (Petrovi¢ i sar., 2007a)
Table 4. Distribution of resistant strains of Campylobacter spp. and Salmonella spp. isolated from carcasses
of poultry and pigs (Petrovic et al, 2007a)

Rezistentni sojevi (% izolovanih) / Resistant strains (% isolated)
Antimikrobni lek / Salmonella spp. Campylobacter spp.
Antimicrobial medicine Trupovi Zivine / | Trupovi svinja / [ Trupovi Zivine /| Trupovi svinja /
Poultry carcasses| Plg carcasses | Poultry carcasses| Plg carcasses
Amoksicilin / Amoxicillin 23.19 25.00 40.51 10.00
Cefuroksim / Cefuroxime 0.00 0.00 / /
Imipenem / Imipenem 0.00 0.00 1.90 0.00
Gentamicin / Gentamicin 7.25 0.00 5.69 0.00
Doksiciklin / Doxyeycline 4.35 0.00 8.23 0.00
Trimetoprim / Trimetoprim 0.00 0.00 48.73 0.00
Ciprofloksacin / Ciprofloxacin 0.00 0.00 46.20 0.00
Hloramfenikol / Chloramphenicol 1.45 0.00 0.00 0.00
Streptomicin / Streptomyein 5.80 0.00 16.46 40.00
Sulfametoksazol / Sultamethoxazole 13.04 25.00 8.23 30.00
Eritromicin / Erythromycin / / 7.59 0.00

Campylobacter spp. je znatno ¢eSce izolovan sa trupova svinja u od-
nosu na Salmonella spp. RaSirenost kampilobakterija na trupovima je u velikoj
meri varirala po objektima. Samo su sojevi C. coli izolovani sa trupova svinja dok
su na trupovima Zivine dominirali sojevi C. jejuni (89,87% svih izolovanih sojeva
Campylobacter spp). Rezistencije je CeSc¢e ustanovljena kod izolovanih Campylo-
bacter spp. u odnosu na Salmonella spp.; 75,32% sojeva Campylobacter spp.
izolovanih sa trupova Zivine i 40,00% sojeva izolovanih sa trupova svinja su bili
rezistentni. Multipla rezistencija je ustanovljena kod 75% izolovanih sojeva Cam-
pylobacter spp. poreklom sa trupova svinja i kod 82.79% sojeva poreklom sa tru-
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pova zivine. Sojevi Campylobacter spp. izolovani sa trupova svinja su najcesce bili
rezistentni prema amoksicilinu, streptomicinu i sulfametoksazolu, dok su sojevi
Campylobacter spp. izolovani sa trupova zivine najcesce bili rezitentni prema tri-
metoprimu 48,73%, ciprofloksacinu 46,20%, i amoksicilinu 40,51%. Rezistencija
prema eritromicinu (7,59% sojeva) ima poseban znacaj obzirom da je on lek
prvog izbora u terapiji humanih enteri¢nih infekcija izazvanih sa C. jejuni’i C. coli.

Sojevi izolovani sa trupova zivine prema holandskom MARAN (2002)
izvestaju, kao i u nasoj studiji, su pokazali da Salmonella pokazuje najcesce rezis-
tenciju prema amoksicilinu, a sojevi Campylobacter spp. prema trimetoprimu i ci-
profloksacinu. Rezistencija izolovanih Campylobacter spp. i Salmonella spp. so-
jeva ustanovljena u ovoj studiji je u korelaciji sa antimikrobnim lekovima koji se
najCesce koriste u veterinarskoj medicini u Srbiji (beta-laktamski antibiotici i flu-
rohinoloni). lako je obrazac multiple rezistencije varijabilan, velika rasirenost mul-
tiple rezistencije kod izolovanih sojeva Campylobacter spp. ukazuje nato datreba
preduzeti striktne mere koje bi osigurale pravilnu upotrebu antimikrobnih lekova u
le€enju Zivotinja. U naSoj zemlji upotreba antimikrobnih lekova je vrlo liberalna i
zato se javljaju razliCiti vidovi nepravilne upotrebe: upotreba od strane nestru¢nih
lica, kod oboljenja i vrsta (kategorija) Zivotinja za koje primenjeni antimikrobni
lekovi nemaju indikacije, predoziranje, a naroCito subdoziranje, neadekvatna
duzina aplikovanja leka, upotreba antimikrobnih lekova kao precice za reSavanje
uzgojnih problema.

Zivotinje i hrana animalnog porekla imaju vaznu ulogu u prenoSenju
kampilobakterioze i salmoneloze na ¢oveka zato je neophodno primeniti epide-
miolo$ki nadzor i preventivne mere kojima se moze izbedi rasejavanje rezistentnih
sojeva u animalnoj i humanoj populaciji.

Zakljucak - kontrolne strategije / Conclusion — control strategies

Da bi se smanijio broj rezistentnih patogena partneri pocev od farme-
ra, veterinara, preradivac¢a mesa, lekara, drzavnih organa uprave pa sve do po-
troSaca treba da rade zajedno da bi sprecili nepravilnu i preteranu upotrebu anti-
mikrobnih lekova.

U primarnoj proizvodnji treba primeniti principe preduslovnih pro-
grama koji podrazumevaju primenu GHP i GMP tj. Dobre higijenske i Dobre proiz-
vodne prakse. Na taj nacina ¢e biti spre¢ena, odnosno zna¢ajno umanjena pojava
i Sirenje oboljenja medu Zivotinjama a samim tim i potreba za atnimikrobnom tera-
pijom. Ukoliko je terapija neophodna mora se aplikovati samo na pravilan nacin
uz nadzor veterinara. U objektima za klanje i preradu mesa primenom preduslov-
nih programa i HACCP koncepta moze biti znaajno umanjena moguénost kon-
taminacije mesa sadrzajem digestivnog trakta odnosno rezistentnim zoontoskim
patogenima. Takode, pravilna primena HACCP omoguduje spre€avanje umnoza-
vanja zoonotskih patogena i treba da bude aplikovana u daljoj distribuciji mesa.
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Osim preventivnih i kontrolnih mera u primarnoj proizvodnji i preradi
mesa neophodno je da se uvede sistem nadzora i kontrole distribucije, aplikacije
veterinarskih lekova kao i adekvatan monitoring rezistencije odnosno monitoring
svih podataka relevantnih za problematiku rezistencije. EU reguliSe uslove i
nacine sprovodenja monitoringa putem Direktive 2003/99EC. Takode 2001. go-
dine WHO je objavila Globalnu strategiju za ograni¢avanje antimikrobne rezisten-
cije gde su navedene preporuke i uputstva za pacijente, lekare, javnost i farma-
ceute.
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ENGLISH

CONTEMPORARY FOOD SAFETY TRENDS: ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN
ZOONOTIC PATHOGENS

Jelena Petrovié¢, Dubravka Milanov, R. Ratajac

Antimicrobial resistance is a daunting public health threat affecting both hu-
man and animal health and it is a cause for concern wherever antimicrobial agents are in
use. The usage of antimicrobial drugs in food producing animals could result in a signifi-
cant food safety issue —antimicrobial resistance among zoonotic bacteria in these animals.
The resistant bacteria may then be transmitted to humans through the food supply and in-
crease risk of treatment failures. Campylobacter spp. and Salmonella spp. are two exam-
ples of food borne pathogens in which increasing resistance gives rise to concern. No
monitoring program has been applied in Serbia. Therefore, the Veterinary Directorate of the
Ministry of Agriculture financed three projects of the Scientific Veterinary Institute "Novi
Sad" to screen the spread of resistant food borne pathogens. The examinations have
shown a similar situation as in the EU. Resistance to one or more antimicrobial drugs was
found in 25-40.58% Salmonella spp. and 40-75.32% Campylobacter spp. isolates from
poultry and pig carcasses. Zoonotic pathogens in food have to be controlled through a
complete, continuous farm-to-fork system. Application of prophylactic and sanitary meas-
ures in farm breeding, slaughtering, food distribution and preparation of food in the kitchen
may considerably reduce risk from the incidence of resistant zoonotic pathogens.

Key words: food safety, antimicrobial resistance

PYCCKUA

COBPEMEHHbIE TEHAEHUWN B BE3ONMACHOCTU KOPMA: CONPOTUBJIEHUE
300HOTUHECKUX NATOMEHOB K AHTUMUKPOBHbIM NEKAPCTBAM

Enena MNeTpoBuy, [ly6paBka MunaHos, P. PaTtajay

YnoTtpebneHne aHTUMMKPOOHbIX JIEKapCTB B NPOMNIaKTMKeE 1 Tepanum Xu-
BOTHbIX YbW MPOAYKTbI NOMb3YOTCSA B MMTAHUW NMIOAEV NPUBENO A0 SBIEHNS CEPbE3HON
npo6nembl, CBA3aHHON ANA COMPOTMBIIEHNS 300HOTUYECKMX b6akTepui. B HacTosee
BPEMS OYeHb akTyanbHasa npobfnema pasBuTUS CONPOTUBIIEHNS NATOreHHbIX LUTaMMOB
6aKTepuii ewé B opraHM3Me >XUBOTHOrO U MepeHocKa COMpoTUBNSAEMbIX 6aKTepuin OT
>KMBOTHBIX MYTEM MULLEBbIX MPOAYKTOB Ha NtOAeNn, CMOBHO U sBNEeHWe 3abonesaHui
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nofewn, KoTopble n3-3a CONPOTUNEHNS TSXKeno MoryT neuntcs. Campylobacter spp. v Sal-
monella spp. caMmble YacTble NaToreHbl, NEPEHOCMMblE KOPMOM @ UMEHHO Y HUX YCTaHOB-
J1eH POoCT 4ucna conpoTuendaemMblX WTaMMOB. MOHI/ITOpVIHF nporpamma ana cnexxku co-
npoTueneHns Bcé ewwé He cyuectsyeT B Cepbum noToMy B pamkax 66nblue npoeKToB
Hay4Horo nHctutyTa ans setepuarHpum "Hoeu Cag'”, kotopble hmHaHcupoBano MuHuc-
TEPCTBO CENTIbCKOro X03sMCcTBa, BOGHOMO X03ancTBa u necosogctea Cepbum - Ynpasne-
HMe N9 BETEpPMHAPWK, COBEPLLEHbBI MAMOT UCTMbITAHUS PACLUIMPEHHOCTM CONMPOTUBIIEHUS Y
300HOTMYECKMX MATOrEHOB, U30/IMPOBAHHbLIX U3 NULLEBLIX NPOAYKTOB. COBPEMEHHbIMU
UCMbITaHMAMMN YCTaHOBMEHA cUTyaums odeHb nogobHas Tom B EBponenckoin YHun. Co-
NPOTUBNIEHME K OLHOMY UK 66NbLUe aHTUMUKPOOHbIX fleKapcTB ycTaHoBneHo y 25,00-
40,58% Salmonella spp. n 40,00-75,32% Campylobacter spp. WuTaMMOB, N30/IMPOBaHHbIX
¢ 6onHen, 06paboTaHHbIX TYNOBULLEN CBUHEN N AOMALUHWX NTUL. KOHTpPONb 300HOTUYe-
CKUX NaTOreHoB B KOPMEe A0SMKEH OblTb NPUMEHEH B KOMMIIEKTHOM CUCTEME Ha4aB OT ne-
PBUMYHOrO MPOM3BOACTBA, 4Yepe3 OOMHIW 06paboTKy M AMCTPUOYLMIO KopMa BCé [0
roToBoro 6nw4a B Tapesnke notpebuTtens Tak Ha3biBaemas farm-to-fork cuctema (aHrn.)
TO eCTb OT pepMbl [0 BUIKM.

KntoyeBble crioBa: 6e30MacaHoCTb KOpMa, CONpOTUBIIEHUE, aHTUMUMKPOGHbIE TekapcTea
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MONITORING REZIDUA U ZIVOTINJAMA I PRIMARNIM
PROIZVODIMA ANIMALNOG POREKLA
MONITORING RESIDUE IN ANIMALS AND PRIMARY PRODUCTS OF
ANIMAL ORIGIN

S. Jankovié, Aurelija Spirié, Tatjana Radiéevi¢, S. Stefanovié™

Cilj kontrole i sistematskog prac¢enja (monitoringa) rezidua je da
se, ispitivanjem odgovaraju¢eg broja uzoraka, obezbedi efikasno
praéenje nivoa rezidua u tkivima i organima Zivotinja kao i u primarnim
proizvodima animalnog porekla. Time se stvara mogucénost za bla-
govremeno preduzimanje mera u cilju obezbedivanja bezbednosti
hrane Zivotinjskog porekla i zastite javnog zdravija. Rezidue mogu biti
posledica neadekvatnog koriS¢enja lekova u veterinarskoj medicini i
pesticida u poljoprivredi i veterini kao i zagadenja okoline toksi¢nim ele-
mentima, dioksinima, polihlorovanim bifenilima i dr. Monitoring rezidua
u Srbiji sprovodi se od 1972. godine, a 2004. godine znac¢ajnim ulagan-
jima Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede, nacionalni
monitoring doveden je do nivoa koji postoji u zemljama ¢lanicama EU.
O tome svedoce i direktive EU, kojima je nasoj zemlji dozvoljen izvoz
svih vrsta mesa i primarnih proizvoda animalnog porekla koji su obuh-
vaceni Programom monitoringa rezidua. Program sistematskog ispiti-
vanja rezidua usaglasen je sa zahtevima Evropske unije, kako po vrsti is-
pitivanih supstanci, tako i po broju uzoraka i primenjenim analitiC¢kim
tehnikama. Pored razvoja metoda i ukljuc¢ivanja novih Stetnih supstanci
u monitoring program, neophodno je i usaglasavanje nacionalnih
propisa, kojim se definiSu maksimalno dozvoljene koli¢ine pojedinih
lekova i kontaminenata, sa regulativom EU, kako bi se efikasnije stitilo
zdravlje potrosaCa, a nasa zemlja ravnopravno ucestvovala u medu-
narodnoj trgovini.

Kljucne recéi: monitoring, rezidue, primarni proizvodi animalnog
porekla

* Rad saops$ten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Sa$a Jankovi¢, dipl. farm. med. biohem, dr sci. med. vet. Aurelija Spiri¢, mr Tatjana Ra-
diCevi¢, istraZivac¢-saradnik, Srdan Stefanovi¢, dr vet. med., Institut za higijenu i tehnologiju
mesa, Beograd
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Uvod / Introduction

Savremeni uzgoj zivotinja ne moze se zamisliti bez upotrebe razli¢itin
hemioterapeutika, kako u cilju prevencije i le¢enja bolesti, tako i u cilju boljeg is-
koris¢enja hrane. llegalna i/ili neadekvatna primena, nepoStovanje propisanih
doza i karenci moze imati za posledicu kontaminaciju namirnica animalnog
porekla ostacima tih jedinjenja. Takode, u lanac ishrane mogu dospeti i kontami-
nenti okoline, posebno u industrijski razvijenim oblastima. Monitoring rezidua u
zivotinjama i primarnim proizvodima animalnog porekla predstavlja sistematsko
ispitivanje odgovarajuéeg broja uzoraka tkiva i/ili organa, ekskreta zivotinja, hrane
i vode za napajanje zivotinja i primarnih proizvoda Zivotinjskog porekla radi
utvrdivanja prisustva rezidua veterinarskih lekova, fitosanitarnih preparata i kon-
taminenata zivotne sredine. Rezultati takvog sistematskog ispitivanja treba da
omoguce blagovremeno preduzimanje mera neophodnih za obezbedivanje
zdravstvene ispravnosti namirnica i zastitu javnog zdravlja.

Pod reziduama podrazumevamo ostatke supstanci i njihovih me-
tabolita u tkivima i/ili organima i primarnim proizvodima zivotinjskog porekla.

U Srbiji se monitoring rezidua sprovodi od 1972. godine, kada je
zapocela kontrola prisustva teSkih metala, organohlornih pesticida i antibiotika u
tkivima zaklanih zivotinja. Sa povec¢anjem broja supstanci koje su se primenjivale
u veterini i agroindustriji, kao i usavrSavanjem analitickin metoda, povacavao se
broj jedinjenja koja su uklju¢ena u monitoring program. Od 2004. godine Ministar-
stvo poljoprivrede, vodoprivrede i Sumarstva Srbije preuzima finansiranje realiza-
cije monitoringa i, zna€ajnim ulaganjima, uz donacije Evropske agencije za rekon-
strukciju, osavremenjuje analititku opremu i intenzivira kontakt sa relevantnim
sluzbama Evropske unije, u cilju neophodne edukacije i logisti¢ke podrske. Sve to
ima kao rezultat ¢injenicu da nacionalni monitoring programi Republike Srbije
uspesno prolaze procese evaluacije od strane nadleznih sluzbi u EU. Odlukama
Komisije EU, od kojih je poslednja br 407 od 2. juna 2008. godine (Off. J. of the EU
2008; L 147), naSoj zemlji je dozvoljen izvoz svih vrsta mesa i primarnih proizvoda
animalnog porekla koji su obuhvaceni programom monitoringa rezidua.

Zakonodavstvo / Legislation

Osnovu Monitoring programa u Srhbiji Cini regulativa EU, prvenstveno
direktiva 96/23/EC (Off J of the EU 1996; L 125), kojom se definiSu principi i zadaci
monitoringa, grupe farmakolo$ki aktivnih supstanci i kontaminenata koje treba is-
pitivati, utvrduje se strategija uzorkovanja, kao i mere koje treba preduzeti ukoliko
se utvrdi prisustvo nedozvoljene koli¢ine rezidua. Direktivu 96/23/EC, u delu koji
se bavi minimalnim brojem uzoraka koji se moraju ispitivati u odnosu na proiz-
vodnju iz prethodne godine, dopunjuje odluka 97/747/EC iz 1997. godine (Off J of
the EU 1997; L 196), koja definiSe uzorkovanje mleka, jaja, divljaci i meda.
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Aneksom | direktive 96/23/ EC sve supstance koje se ispituju podel-
jene su u dve grupe - grupu A i grupu B. U grupu A spadaju supstance ¢ija je pri-
mena u veterinarskoj medicini zabranjena ili je ograni¢ena na izuzetna patolo$ka
stanja, uz striktnu kontrolu, a rezidue takvih supstanci ne smeju biti prisutne u
namirnicama. Cilj kontrole supstanci iz grupe A je spre€avanje ilegalne primene
anabolika i lekova, pa se stoga uzorkovanje obavlja i na farmama, a rezidue ispi-
tuju u odgovaraju¢em matriksu (urin, krv, voda za napajanje zivotinja, hrana za zi-
votinje). Grupa A je podeljena na 6 podgrupa. Grupu A1 &ine stilbeni, njihove soli i
estri (dietilstilbestrol, heksestrol, dienestrol); u grupu A2 spadaju tireostatici (tiou-
racil i njegovi derivati, tapazol); grupu A3 Cine steroidi (prirodni i sintetski hor-
moni); A4 grupa predstavljena je laktonima rezorcilne kiseline, ukljucujuéi i zera-
nol; u grupu A5 spadaju beta-agonisti (klenbuterol, salbutamol i dr.), dok su u
grupu A6 svrstane supstance Cija je primena zabranjena, a pripadaju razli¢itim
vrstama hemijskih jedinjenja (hloramfenikol, nitrofurani, nitroimidazoli, hlorpro-
mazin). Postoje i druge supstance Cija je upotreba zabranjena, a nisu navedene u
grupi Ag ve¢ su svrstane u druge grupe, kao Sto su malahit zeleno (upotrebljava se
ilegalno kao antiektoparazitik kod riba), zatim olakvindoks i karbadoks (antimik-
robni lekovi koji su se, u svojstvu stimulatora rasta, dodavali hrani za Zivotinje) i ni-
trofuran nifursol. Kontrola ovih jedinjenja je od najve¢eg znacaja u EU, a i od tre¢ih
zemalja, u koje spada i Srbija, imperativno se zahteva njihova kontrola u odgo-
varaju¢im matriksima. Nesprovodenje ovih ispitivanja moZze imati za posledicu ne-
prihvatanje plana kontrole rezidua kao i zabranu izvoza proizvoda na trziste EU
(Spiri¢ i sar., 2007).

U grupu B su svrstane farmakoloski aktivne supstance koje se mogu
koristiti u profilaksi i leCenju zivotinja, kao i kontaminenti okoline. Grupa B je,
takode, podeljena, pa su u grupu B1 svrstani antibiotici i sulfonamidi, u grupu B2
ostale farmakolo$ki aktivne supstance, podeljene na podgrupe: B2a (anthelmin-
tici), B2b (kokcidiostatici), B2c (karbamati i piretroidi), B2d (sedativi), B2e (nester-
oidni antiinflamatorni lekovi). Grupa B3 podeljena je na B3a (organohlorni pesti-
cidi i polihlorovani bifenili), B3b (organofosforna jedinjenja), B3c (hemijski ele-
menti), B3d (mikotoksini) i B3e (boje). Monitoringom supstanci iz grupe B se kon-
troliSe i spre¢ava neadekvatna primena lekova (nacin aplikovanja, doze, posto-
vanje karence) i prati nivo perzistentnih kontaminenata okoline u tkivima i or-
ganima zivotinja i primarnim proizvodima animalnog porekla. Za supstance iz
grupe B, u Evropskoj uniji, postoje definisane maksimalno dozvoljene koli¢ine
(MDK), obuhvacene aneksima |, Il i lll Regulative Saveta (EEC) No 2377/90 (Off J
ofthe EU 1990; L 67). Te se vrednosti redovno preispituju i usaglasavaju sa najno-
vijim nau¢nim, toksikolo$kim, farmakokineti¢kim i drugim saznanjima. Nazalost,
sem za toksi¢ne elemente, naSa zemlja nije, do sada, uskladila propisane MDK
vrednosti sa propisima EU, §to otezava interpretaciju i prezentaciju rezultata reali-
zacije nacionalnog Programa kontrole rezidua i, Sto je jo$ bitnije, ometa uklapanje
nase zemlje u medunarodne trgovinske tokove.
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Aneksom Il direktive 96/23/EC definiSe se za koje je vrste Zivotinja i pri-
marne proizvode animalnog porekla neophodno, odnosno preporuceno ispiti-
vanje pojedinih grupa iz aneksa I.

Minimalni broj uzoraka koje treba uzimati za ispitivanje, na godiSnjem
nivou, u okviru plana sistematske kontrole rezidua, po vrsti Zivotinje/proizvoda,
definisan je u aneksu IV direktive 96/23 i u odluci 97/747, a zasnovan je na obimu
proizvodnje u prethodnoj godini.

Lista supstanci koje se mogu kontrolisati, odn. koje se mogu nadéi u
namirnicama, broji preko 1000 jedinjenja. Zbog toga je za definisanje racionalnog
monitoring programa neophodno ostvariti saradnju svih relevantnih ¢inilaca
(agencija za lekove, inspekcijski organi, laboratorije), kako bi se planom obuhva-
tile one supstance koje se naj¢eSc¢e primenjuju, a koje mogu predstavljati prob-
lem sa toksikoloskog aspekta (Sanders, 2007).

Elementi pomenutih dokumenata Evropske unije uneti su i u nacion-
alno Uputstvo za uzorkovanje koje je Uprava za veterinu Ministarstva poljo-
privrede, Sumarstva i vodoprivrede donela u februaru 2005. godine.

Pored toga $to laboratorije koje u€estvuju u realizaciji monitoring pro-
grama moraju biti akreditovane u skladu sa zahtevima standarda ISO 17025, od-
lukom Komisije EU 2002/657 (Off J of the EU 2002; L 221), posebno se reguliSu
neophodne performanse analitiCkih metoda koje se mogu primenijivati, i to, kako
skrining (trijazne), tako i konfirmativnih, potvrdujuc¢ih metoda. Poseban deo nave-
dene odluke propisuje i procedure validacije primenjenih metoda uvodec¢i u
analiticku terminologiju pojmove granica odluke - Cco. i sposobnost detekcije -
Ccp, kao parametre koji uzimaju u obzir i mernu nesigurnost, a proistekli su iz pri-
menjenog postupka validacije. Takode, ovom odlukom se uvodi i MRPL (mini-
mum required performance limit-najmanja zahtevana granica izvodenja), pojam
koji se definiSe kao minimalna koli¢ina analita u nekom uzorku koja se moze de-
tektovati i konfirmisati (potvrditi). Ove vrednosti predstavljaju referentne nivoe ak-
cije kod procene ispravnosti uzoraka, odnosno proizvoda za koje nije us-
tanovljena maksimalno dozvoljena koli¢ina.

Rezultati i diskusija / Results and disussion

U tabeli 1 dat je prikaz rezultata ispitivanja po monitoring programu u
Srbiji u 2006. godini.

U tabeli 2 dat je prikaz rezultata ispitivanja po monitoring programu u
Srbiji u 2007. godini.

U 2006. godini, u 58 uzoraka utvrden je sadrzaj rezidua iznad maksi-
malno dozvoljenih koli¢ina propisanih domacim pravilnicima.

Od 95 uzoraka junadi ispitanih na prisustvo benzimidazola (B2a gru-
pa) dva uzorka su bila pozitivha, dok je u jednom bubregu, od ispitanih 34, sadrzaj
kadmijuma bio iznad MDK. Ponovljenim uzorkovanjem i ispitivanjima na prisustvo
benzimidazola u klanici u kojoj je prekoracenje ustanovljeno, pozitivan nalaz nije
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utvrden, dok se povecéan sadrzaj kadmijuma, kao kontaminenta okoline, objasnja-
va staro$¢u zivotinje i akumulacijom kadmijuma u bubrezima Zivotinja, vezivan-
jem za protein metalotionein.

Kod svinja u 2006. godini problem je predstavljao karbadoks. Primena
karbadoksa u zemljama ¢lanicama EU nije dozvoljena, a kao reakcija na €injenicu
da je od ispitanih 209 u 10 uzoraka utvrdeno prisustvo kvinoksalinske kiseline
(metabolita karbadoksa), doneta je odluka da se od 2007. godine karbadoks ne
koristi ni u Srbiji.

U ispitanim uzorcima tkiva i organa ovaca detektovana su dva po-
jedinaéna slu¢aja poveéanog sadrzaja salinomicina, koja, u ponovljenom uzor-
kovanju, nisu potvrdena. Kada se govori o pove¢anom sadrzaju neophodno je
naglasiti da se vaze¢im Pravilnikom o koli¢inama pesticida, metala i metaloida i
drugih otrovnih supstancija, hemioterapeutika, anabolika i drugih supstancija
koje se mogu nalaziti u namirnicama (Sl list SRJ br. 5/92), u delu koji se odnosi na
lekove, sem ograni¢enja od 0,1 mg/kg sulfonamida kao grupe, ne postoje defini-
sane vrednosti MDK, kao $to je to slu¢aj u zemljama EU. U navedenom Pravilniku
je naznaéeno da u namirnicama ne sme biti rezidua lekova "u koli¢inama koje se
mogu dokazati propisanim ili priznatim metodama", pa je svaka dokazana koli¢ina
ujedno i nedozvoljena. Naravno, od 1992. godine analitika je napredovala i limiti
detekcije primenjivanih metoda su sve nizi, pa je neophodno usaglasavanje na-
cionalnih propisa, kojim se definiSu maksimalno dozvoljene koli¢ine pojedinih
lekova sa regulativom EU.

Kada su konji u pitanju, uocen je problem poveé¢anog sadrzaja kadmi-
juma u bubrezima i jetri kod svih 12 ispitanih uzoraka. Sli¢éno kao i kod starijih
goveda, vezivanjem kadmijuma za metalotionein, koga najviSe ima u bubrezima,
dolazi do njegove akumulacije, a s obzirom na to da se u Srbiji kolju, uglavnom,
starija grla, za posledicu imamo izuzetno visoke koli¢ine kadmijuma. Sli¢an prob-
lem javjao se i kod divljaéi, gde je sadrzaj kamijuma bio iznad MDK u 26 od ispi-
tanih 130 uzoraka.

Imajuéi u vidu navedeno, Institut za higijenu i tehnologiju mesa je bio
inicijator i nosilac projekta "Sadrzaj kadmijuma u proizvodima od iznutrica konja i
goveda" koji je finansirala Uprava za veterinu Ministarstva poljoprivrede, vodo-
privrede i Sumarstva Srbije. U okviru tog projekta na sadrzaj kadmijuma ispitano je
240 uzorka proizvoda iz prometa i samo u jednom uzorku je sadrzaj kadmijuma
bio iznad MDK. Zaklju€ak je da bi se iznutrice (prvenstveno konja), s obzirom na
dokazane koli¢ine kadmijuma, mogle koristiti isklju€ivo u preradi, jer ne postoji
nacin da se koli¢ine kadmijuma smanje.

Kod brojlera je u 2006. godini, od 43 ispitana uzorka u jednom doka-
zano prisustvo kvinolona, odnosno u dva od 49 ispitanih uzoraka dokazan je kok-
cidiostatik salinomicin. Dokazane vrednosti su bile ispod normi EU, a ponovljenim
ispitivanjima uzoraka istog porekla kvinoloni,odnosno salinomicin nisu detek-
tovani.
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Jedini slu¢aj u 2006. godini kod kojeg je detektovano prisustvo sup-
stanciiz A grupe je uzorak jaja, u kojem je dokazan hloramfenikol (A6). Akcijom in-
spekcijske sluzbe, farma sa koje je uzet navedeni uzorak stavljena je pod nadzor,
a pojacanim uzorkovanjima nije dokazano prisustvo hloramfenikola.

U 2006. godini, u svim ispitanim uzorcima mleka i meda rezidue nisu
detektovane, ili su vrednosti bile ispod MDK.

U 2007. godini problemi sa nalazom kadmijuma u bubrezima i jetri
konja i bubrezima divlja¢i su se ponovili. Svih 12 uzoraka konja imali su povisen
sadrzaj kadmijuma, a od 130 ispitanih uzoraka divljaci, u 36 je sadrzaj kadmijuma
bio iznad MDK.

U okviru grupe A ponovo je detektovan hloramfenikol, i to u dva
uzorka mleka i u dva uzorka urina junadi. Poja¢ano uzorkovanje pokazalo je da su
u pitanju pojedinacni izolovani slu€ajevi €iji uzrok nije utvrden.

Kod svinja, ovaca, riba i u medu, rezidue lekova i kontaminenata nisu
detektovane ili su utvrdene vrednosti ispod MDK. Kod brojlera samo je jedan uzo-
rak, od 24 ispitana, bio pozitivan na kokcidiostatik maduramicin.

Razvojem osetljivije metode za odredivanje kokcidiostatika, u 2007.
godini ustanovljen je problem sa detektovanjem ove grupe lekova u jajima. U 15
uzoraka dokazano je prisustvo salinomicina, u 22 lasalocida i u 6 uzoraka madu-
ramicina, od ukupno ispitanai74 uzorka. Problem sa kokcidiostaticima, koji su
dozvoljeni u profilaksi kokcidioze kod Zivine, je tzv. unakrsna kontaminacija u
meSaonama stoCne hrane, kada se kokcidiostatik javlja i u hrani u kojoj nije
predvideno da ga bude.

Poslednji dostupan izvestaj zemalja ¢lanica EU o primeni i realizaciji
monitoring programa je za 2006. godinu (Working document, Brussels, SEC,
2008).

U tabeli 3 dat je prikaz rezultata realizacije monitoring programa u
zemljama ¢lanicama EU za 2006. godinu.

Za razliku od Srbije, u EU su, pored hloramfenikola, iz grupe nedoz-
voljenih sredstava detektovani i hormoni (grupa A3), zeranol (grupa A4) i  ago-
nisti iz grupe A5. U grupi A6 dokazano je prisustvo hloramfenikola u 41 uzorku, od
ukupno 48 pozitivnih uzoraka. Detektovano je jo$ i prisustvo 4 metabolita nitro-
furana i 3 nitroimidazola, $to vodi ka zaklju¢ku da i u zemljama ¢lanicama EU pos-
toji problem ilegalne primene hloramfenikola.

Dok u Srbiji problem primene antibiotika i sulfonamida nije uocen, u
EU preko polovine (52%) svih pozitivnih uzoraka potiCe od rezidua bas tih sup-
stanci.

Sistematskim pracenjem rezidua kod riba u EU, utvrdeno je da prob-
lem predstavlja i ilegalna primena boje malahit zeleno, kao antiektoparazitika. De-
tektovan je kod 68 od 2374 ispitana uzorka.

Kod jaja je izrazen problem kokcidiostatika. Od 3508 ispitanih uzoraka
neispravna su bila 82 uzorka, od kojih ¢ak 63 zbog povec¢anog sadrzaja kokcidi-
ostatika.
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Od kontaminenata, u EU najzastupljeniji je kadmijum. Kod junadi je
63 uzorka bilo neispravno zbog povecane koli¢ine toksi¢nih elemenata, a od toga
je 48 uzoraka bilo sa sadrzajem kadmijuma iznad MDK. Kod konja je, od 109 neis-
pravnih uzoraka, 97 njih imalo poviSen sadrzaj kadmijuma, dok je kod divljaci od
ukupno 185 neispravnih uzoraka, 133 imalo nedozvoljenu koli¢inu kadmijuma.

Poredenjem rezultata dobijenih u toku realizacije nacionalnog pro-
grama kontrole rezidua sa rezultatima u EU mozZe da se konstatuje da postoje
mnogi zajednicki problemi, kao $to su rezidue hloramfenikola, kokcidiostatika,
kadmijuma. Moze se oCekivati da u narednom periodu, uvodenjem savremenijih,
kako trijaznih, tako i konfirmativnih metoda, i eventualna neadekvatna primena
antibiotika i sulfonamida bude otkrivena i da se blagovremeno preduzmu mere da
rezidue ne udu u lanac ishrane.

Zakljuéak / Conclusion

Osavremenijivanjem analitiCkih tehnika i kontinuiranom edukacijom,
monitoring program rezidua u Srbiji daje rezultate u smislu otkrivanja potencijal-
nih problema, §to omogucava da se, pre svega, preventivno, a zatim i primenom
restriktivnih mera oCuva bezbezbednost hrane, a time $titi i zdravlje potroSaca.

Naravno, od interesa za nasu zemlju je i usaglaSavanje nacionalnih
propisa sa regulativom EU, kako bi se dobijeni rezultati adekvatno tumacgili i pri-
menjivale sankcije samo u slu¢ajevima gde je to, po evropskim standardima, zas-
novanim na dugogodi$njim toksikoloSkim studijama, opravdano.
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ENGLISH

MONITORING RESIDUE IN ANIMALS AND PRIMARY PRODUCTS OF ANIMAL
ORIGIN

S. Jankovié, Aurelija Spiri¢, Tatjana Radicevi¢, S. Stefanovi¢

The objective of control and systematic monitoring of residue is to secure, by
the examination of a corresponding number of samples, the efficient monitoring of the resi-
due level in tissues and organs of animals, as well as in primary products of animal origin.
This creates possibilities for the timely taking of measures toward the securing of food hy-
giene of animal origin and the protection of public health. Residue can be a consequence
of the inadequate use of medicines in veterinary medicine and pesticides in agriculture and
veterinary medicine, as well as the polluting of the environment with toxic elements, diox-
ins, polychlorinated biphenyls, and others. Residue is being monitored in Serbia since
1972, and in 2004, national monitoring was brought to the level of EU countries through sig-
nificant investments by the Ministry of Agriculture, Forestry and Water Management. This is
also evident in the EU directives which permit exports of all kinds of meat and primary prod-
ucts of animal origin, covered by the Residue Monitoring Program. The program of system-
atic examinations of residue has been coordinated with the requirements of the European
Union, both according to the type of examined substance, as well as according to the
number of samples and the applied analytical techniques. In addition to the development
of methods and the including of new harmful substances into the monitoring programme,
it is also necessary to coordinate the national regulations that define the maxiumum permit-
ted quantities of certain medicines and contaminants with the EU regulations, in order to
protect the health of consumers as efficiently as possible, and for the country to take equal
part in international trade.

Key words: monitoring, residue, primary products of animal origin

PYCCKUN

MOHUTOPUHIT OCTATKOB B XKMUBOTHbIX N MEPBUYHbIX MPOAYKTAX
AHUMANBHOIO NMPOUCXOXXAEHUA

C. flHkoBwuy, Aypenusa Cnupuy, TatbsiHa PaguyeBud, C. CtechaHoBuY

Llenb KOHTPONS U CUCTEMATUHECKOW CNEXKN (MOHUTOPUHIa) OCTAaTKOB, YTO
UCMbITaHMEM OTBEYarLLEero Ymcna o6pasymnkoB, obecnednTb 3PHEKTUBHYIO CNIEXKY YPO-
BHSI OCTaTKOB B TKaHSX W OpraHax >XUBOTHbIX CMIOBHO M B MEPBUYHbIX MPOAYKTAX aHu-
MasibHOro NMPOUCXOXAEHUSA. Tem co34aéTCA BO3MOXXHOCTb AJ19 CBEBPEMEHHOIO MPUHSA-
TNS Mep C uenbko obecneyeHnss 6e30MacHOCTN KOPMa XXUBOTHOMO MPOUCXOXAEHUA 1
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oXpaHbl ABHOr 340poBbsA. OcTaTKm MOryT 6bITb NOCNEACTBME HEaAEeKBATHOMO NoOMb30Ba-
HMSA NeKapcTB B BETEPUAHPHON MeAULUMHE U NeCcTULMAOB B CEMbCKOM XO3SNCTBE U BET-
eprHapuu CNOBHO 3arpsi3HEHNS OKPECTHOCTU TOKCUHECKUMU dNIEMEHTaMU, ANOKCUHAMW,
NONMXNopoBaHHbIMK GudeHnnamm n ap. MoHnTopuHr octatkos B Cepbun npoBOAMTCS OT
1972 roga, a 2004 roga 3HaunTENbHBIMY BIIOXKEHNAMU MUHMCTEPCTBA CEbCKOro X035iM-
CTBa, TEeCHOro X03AWCTBa N BOAHOIO X035MCTBA, HALMOHa IbHbI MOHUTOPUHT JOBEAEH A0
YPOBHS, MMetoLme cTpaHbl 4neHbl EY. O6 3ToMm cBUAETENbCTBYIOYT 1 ANpeKTrBbl EVY, Ko-
TOPbIMM HaLLeW CTpaHe paspeLleH BbIBO3 BCEX BUAOB MSiCa U NePBUYHbIX MPOAYKTOB aHu-
MarnbHOro NPOUCXOXAEHWS, OXBadeHHbIe [TporpaMmon MOHUTOPUHIa ocTaTkoB. MNporpam-
Ma CUCTEeMaTU4eCcKOoro WMCMbiTaHUS OCTaTKOB corflacoBaHa ¢ TpeboBaHusamu EBponen-
CKOW YHUK, KaK No BUAY UCMbITAHHbIX CyOCTaHUUMIA Tak 1 No Yncny o6pasymnKkoB 1 npu-
MEHEHHbIM aHanMTUYEeCKUM TexHukam. Boane pa3Bntns MeTo4oB M BKOYEHMSA HOBbIX
BpeAHbIX Cy6CTaHUMN B MOHUTOPUHI NporpamMmMy, HEO6XOAMMO U COrnacoBaHne Haumo-
HarbHbIX NPaBWI1, KOTOPbIM ONPEANAT MaKCUManbHO paspeLleHHOe KONMHYECTBO HEKO-
TOPbIX NPaBW/l, KOTOPbIM OMPeAnsioT MakCUMasnbHO paspelleHHOe KONMYecTBO HeKo-
TOPbIX NEKApPCTB M KOHTaMMHEHTOB C perynaTtueon EY, kak 6bl 60nee ahdeKTUBHO
OXpaHsAocb 340pOBbe NoTpebuTenein a Hawa cTpaHa paBHOMPAaBHO yyacTBoBana B
MeXAyHapoAHOW TOproBrie.

KntoueBble cnosa: MOHUTOPWHI, OCTaTKW, NepBUYHbIe NPOAYKTbI aHUMaJiIbHOro
nponcxoxxaeHua
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MERENJE FIZICKO-HEMIJSKIH KARAKTERISTIKA
OTPADNIH VODA MLEKARE®
MEASUREMENTS OF PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERISTICS OF
DAIRY PLANT WASTE WATERS

D. Stefanovi¢, Mirjana Vojnovié-Miloradov, J. Lemié¢, M. Kurajica,
Dragana Kovacevié¢™

Karakteristike otpadnih voda mlekarske industrije su specificne i
bitno se razlikuju od otpadnih voda drugih grana prehrambene indus-
trije. SloZenost proizvodnje u mlekarama sa viSe pogonskih jedinica za
razli¢ite proizvode ¢ini problem otpadnih voda ove industrije posebno
kompleksnim.

IzvrSeno je uzorkovanje a zatim ispitivanje hemijskih karakteris-
tika otpadnih voda mlekare AD "Imlek" u razli¢itim godisnjim dobima i
razli¢itim periodima dana 2001. i 2007. godine. Dobijene koncentra-
cije su uporedene sa maksimalno dozvoljenim koncentracijama datim
"Pravilnikom o tehniCkim i sanitarnim uslovima za upustanje otpadnih
voda u gradsku kanalizaciju grada Beograda".

Kljuéne reci: HPK — hemijska potrosnja kiseonika, BPK — bioloska
potrosnja kiseonika, otpadne vode mlekare, maksimalno
dozvoljene koncentracije

Uvod / Introduction

Karakteristike otpadnih voda mlekarske industrije su specificne i bitno
se razlikuju od otpadnih voda drugih grana prehrambene industrije. Slozenost
proizvodnje u mlekarama sa viSe pogonskih jedinica za razli¢ite proizvode, Cini
problem otpadnih voda ove industrije posebno kompleksnim.

Pogonske jedinice za prijem mleka, pasterizaciju, sterilizaciju i pako-
vanje mleka, proizvodnju kiselomle¢nih proizvoda, sira, maslaca, mleka u prahuili

*  Rad primljen za $tampu 19. 12. 2008. godine

** Mr sci. Dragoslav Stefanovi¢, AD "Imlek" Padinska Skela, Beograd; dr sci. Mirjana Vo-
jnovi¢-Miloradov, profesor emeritus, Tehni¢ki Fakultet, Novi Sad; dr sci. Jovan Lemi¢, "Lad
Group" Beograd; dr sci. Milorad Kurajica, Fizi¢ki fakultet, Beograd; mr sci. Dragana
Kovacevi¢, ITNMS - Institut za tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Beograd
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drugih mle¢nih proizvoda, tokom proizvodnje dovode do stvaranja otpadnih
voda. Sadrzinu ovako nastalih otpadnih voda &ini surutka, sa primesama kazeina
i drugih proteina, laktoze i masti, kao i sredstva za CiSCenje sistema. Ostaci sred-
stava za €iS¢enje sistema u ovoj vodi uti¢e na velika variranja pH otpadnih voda.

U otpadnim vodama se mogu nadi laktoze i masti, Sto su takode
nepozeljni elementi u otpadnim vodama mlekarske industrije. Ukoliko se u otpad-
noj vodi ne nalaze dovoljne koli¢ine kiseonika dolazi do anaerobnog razlaganja
laktoze, a nastala mle¢na kiselina uti¢e na pH i omogucava taloZenje kazeina. Na
taj nacin se stvaraju jaki i neugodni mirisi. Svojom hidrofobnom prirodom otezava
¢iSCenje sistema. Ostaci masti prisustni u otpadnim vodama povecavaju bioloSku
potrosnju kiseonika, zadrzavajuéi se na zidovima kanalizacinog sistema i sistema
za preciSCavanije otpadnih voda (Stefanovi¢, 2004).

Kljuéni parametri kvaliteta otpadnih voda mlekarske industrije su: bi-
oloska potrosnja kiseonika (BPKs), sa proseénom vredno$c¢u od 0,8 do 2,5 kg/t
mleka u netretiranom efluentu; hemijska potrosnja kiseonika (HPK), normalno
oko 1,5 puta vec¢a od vrednosti BPK; ukupne suspendovane materije, sa vred-
no$¢u od 100 — 1 000 mg/l; ukupne rastvorene materije: fosfor (10 — 100 mg/l) i
azot (oko 6% vrednosti za BPK) (Dairy Industry, 1998).

Za pravovremeno preduzimanje mera u cilju spre¢avanja nepozeljnog
opterecenja otpadnih voda mlekarske industrije, vazno je kontinuirano uzimanje
uzoraka i merenje kljuénih parametara. PreporuCuje se najmanje jednomesecni
monitoring finalnog efluenta na kljuéne parametre, a ako protok znacajnije varira i
CeSce (Stefanovi¢, 2004).

Dobijeni podaci su statisticki obradeni.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Predmet ovih istraZivanja je ispitivanje kvaliteta otpadnih voda mleka-
ra. Uzorkovanje je radeno tri puta pri ¢emu su obavljena fiziCko-hemijska ispiti-
vanja otpadnih voda mlekare.

Kontinuirano uzorkovanije i ispitivanje fizicko—hemijskih karakteristika
otpadnih voda mlekare AD "Imlek" radeno je u periodu od minimalno 24 sata
2001. i 2007. godine.

2001. godine uzorkovanije je vrSeno viSe dana, u dva godi$nja dobaiu
odredenim vremenskim intervalima u toku 24 sata u razli€itim periodima dana.

U toku 2007. godine uzorkovanje je radeno u toku jednog dana od
1490_2200 ha svaka dva sata (ukupno &etiri uzorka) i od toga je pripremljen i anali-
ziran kompozitni uzorak. Od 2290-06% izvréeno je uzorkovanje otpadne vode
Cetiri puta na svaka dva sata i analiziran kompozitni uzorak kvaliteta otpadne
vode. Drugog dana u periodu od 08%0-22% izvr&eno je uzorkovanje i analiza kvali-
teta pojedinacnih uzoraka otpadnih voda. Frekvenca uzorkovanja iznosila je dva
sata tako da je analizirano ukupno osam uzoraka.
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Sva uzorkovanja, ispitivanja i tumacenja izvrSena su u skladu sa "Zak-
onom o vodama" ("Sl. glasnik SRS", br. 46/91), "Pravilnikom o nacinu i minimal-
nom broju ispitivanja otpadnih voda" (SI. glasnik SRS br. 47/83) i "Pravilnikom o
tehniCkim i sanitarnim uslovima za upustanje otpadnih voda u gradsku kanaliza-
ciju grada Beograda" ("Sl. list grada Beograda", 1986).

Tokom uzorkovanja 2001. godine, na osnovu koli€ine potroSene pitke
vode, sezonski promenljive koliine preradenog mleka (pa time i koli€ine ispuste-
ne otpadne vode iz mlekare) ustanovljeno je da je prosecni protok otpadnih voda
mlekare Qg gnevno=1920 m3/dan ili preradunato u druge jedinice (Stefanovié,
2004):

Qgr Gasovno (m3/&as) 80,00
Qgr Min (m3/min) 1,33
Qg SEC (m3/sec) 0,022
Qg sec (I/sec) 22,22

Tokom uzorkovanja 2007. godine, od pocetka ispitivanja, kontinuirano
je meren protok otpadne vode ultrazvuénim meracem na bazi doplerovog efekta —
"Nivus". Srednja vrednost protoka, maksimalni protok, minimalni protok i ukupni
protok u toku 33h. Obracunato je merenje srednjeg, maksimalnog, minimalnog i
ukupnog protoka otpadne vode tokom uzorkovanja 2007. godine.

Qsr  (I/s) celo merenje 22,00
Qmax (I/s) celo merenje 43,67
Qmin (I/s) celo merenje 6,86
Quk (m3/33h) celo merenje 2638,65

Odmah po uzorkovanju tokom 2001. godine izvr§ena su "in situ" mere-
nja sledecih parametara kvaliteta otpadnih voda: temperatura vode, pH vrednost.

Za odredivanje kvaliteta otpadnih voda 2001. godine, uradena je
fizicko—hemijska analiza vode u labaratoriji ,Ekolab“ — Padinska skela standar-
dnim i akreditovanim metodama.

Temperatura — termometrom (0°-100° C ); pH — potenciometrijski pH-
metar (EL 113050055-21); HPK — hemijska potrosnja kiseonika, bihnromatna me-
toda; (mg O,/L); BPKs5 — bioloSka potro$nja kiseonika za 5 dana; (mg O,/L); N; —
ukupan azot (Kjeldahl); (mg/L); amonijak (NH,*), spektrofotometrijski (Nessler);
(mg/L); NO3™ (N), volumetrijski; (mg/L); NO,", (N) volumetrijska metoda); (mg/L);
ukupni fosfati PO,3", spektrofotometrijska metoda (mg/L); sulfati (SO,%), gra-
vimetrijska metoda; (mg/L); hloridi (CI'), volumetrijska metoda (mg/L); kalcijum
(Ca2*), atomska apsorpciona spektrometrija (mg/L); alkalitet HCO5", metoda po
Winnkleru; (mg/L); ukupne masti, ekstrakcija petroletrom, gravimetrijski; (mg/L).
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Slika 1. Uzorkovanje otpadne vode /
Figure 1. Sampling of waste waters

Odmah po uzorkovanju 2007. godine izvr§ena su "in situ" merenja
sledecih parametara kvaliteta otpadnih voda: temperatura vode, vidljive otpadne
materije, vidljiva boja, miris, pH vrednost i specificna elektroprovodljivost. Fizicko
hemijska ispitivanja vrSena su u laboratoriji Instituta za vodoprivredu "Jaroslav
Cerni" — Beograd. lzvréena je analiza slede¢ih parametara: uto$ak KMnO,, hemij-
ska potro$nja kiseonika — HPK, bioloSka potreba za kiseonikom — BPKsg, ukupni is-
parni ostatak na 105°C, ukupni ostatak posle Zarenja na 550°C, talozenje po Im-
hofu nakon 2 sata, nitrati, nitriti, amonijum jon, ukupni Kjeldal azot, ukupni fosfor,
suspendovane materije, deterdzenti i ukupna ulja i masti.

I Rezultati rada i diskusija / Results and Discussion

Rezultati naSeg rada pokazali su sledece:

U monitoring programu odredivanja kvaliteta otpadne vode mlekare
definisane su njene hemijske karakteristike koje su prikazane u tabelama 1, 2i 3.

U tabeli 1 prikazane su hemijske karakteristike otpadne vode mlekare
uzorkovane u periodu januar—februar 2001. (Stefanovi¢ i sar., 2001).

U tabeli 2 prikazane su hemijske karakteristike otpadnih voda u peri-
odu juni/juli 2001. (Stefanovi¢ | sar., 2001).

Prikazane su maksimalne, srednje i minimalne vrednosti pojedinih
parametara, kao i maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK). Uocava se Sirok
dijapazon vrednosti parametara, Sto je karakteristicno za otpadne vode viSepo-
gonskog tehnoloSkog procesa, kakav je u mlekari AD "Imlek".
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U uzorcima uzimanim svakodnevno u toku 15 dana utvrdeno jedasu i
minimalne vrednosti za hemijsku i bioloSku potrosSnju kiseonika, HPK i BPKs,

iznad maksimalno dozvoljenih vrednosti.

Tabela 1. Hemijske karakteristike uzoraka otpadne vode mlekare AD "Imlek"

(Uzorkovano januar/februar 2001) /

Table 1. Chemical characteristics of samples of waste waters from AD Imlek dairy plant
(Sampled in January/February 2001)

of oxygen 1n five days (mg Oy/l)

MDK* / Maksimalna Srednja Minimalna

Paremetri / Parameters MPC* vrednost / vrednost / vrednost /
Maximum value | Mean value | Minimum value

HPK — hemijska potrosnja kiseonika
(mg Oo/l) / Chemical utilization of oxygen| 450 9600 1777 580
(mg Odl)
BPKs5 — bioloSka potrosnja kiseonika za
pet dana (mg Oo/l) / Biological utilization| 300 2740 1322 430

*MDK - maksimalno dozvoljene koncentracije ("Pravilnik o tehnikim i sanitarnim uslovima za
upustanje otpadnih voda u gradsku kanalizaciju grada Beograda"; "Sl. list grada Beograda, 1986; Mi-

lojevi¢, 1993) /

* MPC- maximum permitted concentration (Regulations on technical and sanitary conditions for release of waste

waters into Belgrade City Sewers; City of Belgrade Official Gazette, 1986; Milojevic, 1993)

Tabela 2. Hemijske karakteristike uzoraka otpadne vode mlekare AD "Imlek"
(Uzorkovano juniljuli 2001) /

Table 2. Chemical characteristics of samples of waste waters from AD Imlek dairy plant
(Sampled in JuneJuly 2001)

of oxygen in five days (mg Oy/l)

MDK* / Maksimalna Srednja Minimalna

Paremetri / Parameters MPC* vrednost / vrednost / vrednost /
Maximum value | Mean value | Minimum value

HPK — hemijska potroSnja kiseonika
(mg Oo/l) / Chemical utilization of oxygen| 450 13335 2145 115
(mg Odl)
BPKs5 — bioloska potrosnja kiseonika za
pet dana (mg Oo/l) / Biological utilization| 300 5250 845 82

U tabeli 3 prikazane su hemijske karakteristike uzoraka otpadnih voda
uzorkovane dva dana u toku decembra 2007. godine.

Za vode uzorkovane 2001. godine karakteristicno je da su maksi-
malne i srednje vrednosti HPK i BPK5 vece od dozvoljenih. (Stefanovi¢, 2004)

Za vode uzorkovane 2007. godine karakteristicno je da su maksi-
malne, srednje i minimalne vrednosti HPK i BPK5 vece od dozvoljenih.
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Tabela 3. Hemijske karakteristike uzoraka otpadne vode mlekare AD "Imlek"
(Uzorkovano dva dana u decembru 2007. godine) /

Table 8. Chemical characteristics of samples of waste waters from AD Imlek dairy plant (Sampled in two
days in December 2007)

of oxygen 1n five days (mg Oy/l)

MDK* / Maksimalna Srednja Minimalna

Paremetri / Parameters MPC* vrednost / vrednost / vrednost /
Maximum value| Mean value | Minimum value

HPK — hemijska potro$nja kiseonika
(mg Oo/l) / Chemical utilization of oxygen| 450 2163 1786 1450
(mg Odl)
BPKs5 — bioloSka potrosnja kiseonika za
pet dana (mg Oo/l) / Biological utilization| 300 1610 892 256

Iz histograma 1 vidi se HPK u decembru 2007. godine: MDK, maksi-
malne, srednje i minimalne vrednosti merenja dok histogram br. 2 prikazuje vred-
nosti za BPKg u januaru, februaru 2001: MDK, maksimalne, srednje i minimalne

vrednosti merenja.
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Zakljucéak / Conclusion

Na osnovu iznetih podataka ispitivanja, o otpadnim vodama mlekare
mozemo zakljuciti sledece:

- HPK (hemijska potro$nja kiseonika) uzoraka (uzorkovano: januar/
februar 2001, juni/juli 2001, dva dana — decembar 2007. g) kretao se za maksi-
malne vrednosti od 2163 do 13600, srednje vrednosti od 1777 do 2145 i minamine
vrednosti od 115 do 1450 (mg O,/l);

- BPKs (bioloSka potrosSnja kiseonika za pet dana) uzoraka (uzor-
kovano: januar/februar 2001, juni/juli 2001, dva dana — decembar 2007. g) kretao
se za maksimalne vrednosti od 1610 do 5250, srednje vrednosti od 845 do 1322 i
minimalne vrednosti od 82 do 115 (mg Oy/l).

Na osnovu srednjih vrednosti HPK (hemijska potros$nja kiseonika) i
BPK; (bioloSka potroSnja kiseonika za pet dana) ova tri merenja, zakljucili smo da
je u pogonu u kome su zastupljene sve faze prerade mleka, od prijema preko pas-
terizacije i sterilizacije do proizvodnje kiselomle¢nih proizvoda, srednja vrednost
HPK za otpadne vode industrije mleka oko 2000 mg/lit, $to je oko pet puta vise od
MDK, a srednja vrednost BPK5 izmedu 800 i 900 mgy/lit, Sto je oko tri puta viSe od
MDK.

Ovi parametri pokazuju da su otpadne vode mlekare izuzetno op-
terecene i da se moraju preci§éavati pre upustanja u kanalizacioni sistem PKB En-
ergotehnika.
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ENGLISH

MEASUREMENTS OF PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERISTICS OF DAIRY PLANT
WASTE WATERS

D.Stefanovi¢, Mirjana Vojnovié¢é-Miloradov, J. Lemié¢, M. Kurajica, Dragana Kovacevi¢

Characteristics of waste waters of the dairy industry are specific and differ es-
sentially from waste waters of other branches of the food industry. The complexity of pro-
duction in dairy plants with several units for different products render the problem of waste
waters of this industy particularly complex.

Waste waters of the AD Imlek dairy plant were sampled and their chemical
characteristcs were determined at different seasons of the year and at different times of the
day in the years 2001 and 2007. The obtained concentrations were compared with the
maximum permitted concentrations listed under the Regulations on technical and sanitary
conditions for releasing waste waters into the City Sewers of the City of Belgrade.

Key words: chemical utilization of oxygen, biological utilization of oxygen, dairy plant
waste waters, maximum permitted concentrations

PYCCKUA

M3MEPEHUE ®U3NYECKO XUMUYECKUX XAPAKTEPUCTUK CTOYHbIX BOA
MOJIOYHOM

[. CteBaHOBMY, Mupsina BoitHoBuy-Munopapos, M. Nlemuu, K. Muopgpar,
[OparaHa KoBayeBu4

XapaKTep1CTUKN CTOYHOW BOAbI MOJTOYHOW NMPOMBILLIIEHHOCTM crieumdunyec-
KNE U CYLLECTBEHHO PasnMyaloTCs OT CTOYHbIX BOA APYrMX OTpacsiiel MULEBOR Mpo-
MbILLIEHHOCTU. CNOXXHOCTb NMPOU3BOACTBA B MOJSIOYHbIX C 60MbLUe ABVKYLUMX €4WNHNL,
A1 pas3nMyHbIX NPOAYKTOB, MPUYMHAET NPo6eMy CTOYHbLIX BOZ 3TOW MPOMbILLNIEHHOCTH
OTAENbHO KOMMJIEKCHOW.

Hamu coBpLueHO 06pa3ymMKoBaHMe a 3aTeM UCMbITaHNE XMMUYECKUX XapaK-
TEPUCTUK CTOYHbIX BOA MonoyHon AO "MMnek" B pasnuyHbIX BpeMeHax roga u pas-
nn4Hom Bpemenu ansa 2001 n 2007 roga. MNony4eHHble KOHLEHTpaLum cpaBHEHHbIE C Mak-
CMManbHO Pa3peLleHHbIMU KOHLEHTPaUMAMU, AaHHBbIM "PernamMmeHToM O TEXHUYECKUX U
CaHUTapHbIX YCMOBUAX ANS BbIMYCKaHUA CTOYHbIX BOA B FOPOACKYK KaHanusauuio ro-
pona benrpaga".

Kntouesble cnoea: XIMK - xemudeckoe notpebnexne kucnopoga, brK - 6uonormyeckoe

noTpebrieHne KUCNopoaa, CTOYHbIe BOAb! MOMIOYHOM, MakcumarbsHo
paspeLleHHble KOHLeHTpaLuum
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ZNACAJ SALMONELA U PROIZVODNJI MESA SVINJA®
SIGNIFICANCE OF SALMONELLA IN PORK PRODUCTION CHAIN

N. Karabasil, Mirjana Dimitrijevi¢, NataSa Kilibarda, V. Teodorovi¢,
M. Z. Balti¢™®

Zivotinje, sto¢na hrana, meso i proizvodi od mesa cesto se trans-
portuju na velike razdaljine i predstavljaju znacajan deo medunarodne
trgovine, sto omogucava i diseminaciju salmonela, ukljucujuci i rezis-
tentne sojeve. Svinje su Zivotinje sa kojima se relativno tesko mani-
pulise, zbog njihovog temperamenta, grade, ostrih zuba, lake nadraZlji-
vosti, dobrog ¢ula mirisa, slabog vida i osetljivosti na stres. Zivotinje iz
razlicitih uzgajivalista treba da su razdvojene u sto¢nom depou da bi se
preventivno sprecila kontaminacija patogenima kao sto su salmonele,
ali i uznemirenost i agresivnost Zivotinja usled mesanja sa drugim svi-
njama. Ove Zivotinje predstavljaju znaCajan rezervoar salmonela, koje
se nalaze "unutar" gastrointestinalnog trakta i pripadaju¢em limfnom
tkivu. Za razliku od nas, u Evropskoj uniji ¢ak i zemlje koje istorijski
gledano imaju nisku prevalencu salmonela, kao Sto je Finska, imaju
svoj program kontrole. Osnova programa mora biti garancija da ¢e svi
relevatni faktori imati u¢es¢a u prevenciji kontaminacije salmonelom.

Kljucne reci: kontrola, klanica, meso svinja, salmonela, svinje, higijena

Uvod / Introduction

Salmoneloza je zoonoza i uzro€nici koji izazivaju oboljenja zivotinja i
ljudi, mogu dovesti i do letalnog ishoda. Veéina salmonela ulazi u organizam
domacina per os kontaminiranom hranom ili vodom. Infektivha doza, kada su u pi-
tanju infekcije salmonelama varira i zavisi od soja i imunolo$kog statusa pacijenta.
Dostupni epidemioloski podaci ukazuju na to da infekcija moze nastati ingestijom

* Rad saops$ten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Dr sci. med vet. Nedeljko Karabasil, docent, dr sci. med. vet. Mirjana Dimitrijevi¢, asistent,
Katedra za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla, Fakultet veterinarske medi-
cine, Beograd; mr sci. med. vet. NataSa Kilibarda, Veterinarski specijalisticki institut
Subotica; dr sci. med. vet. Vlado Teodorovi¢, redovni profesor, dr sci. med. vet. Milan Z.
Balti¢, redovni profesor, Katedra za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla, Fa-
kultet veterinarske medicine, Beograd
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10 — 45 bakterijskih ¢elija (D'Aoust i sar., 1985; Lehmacher i sar., 1995). Infektivha
doza je niza ukoliko se salmonele nalaze u namirnicama sa visokim sadrzajem
masti i proteina, koji Stite bakterijsku ¢eliju od uticaja niskog pH Zeluda¢nog soka
(Blaser i Newman, 1982).

U vecini zemalja Evropske unije, najéesS¢i nalaz kod gastroenteritisa
ljudi, ¢ine S. Enteritidis (narocito fagotip 4, PT4) i S. Typhimurium (Anon, 2001b,
2001c, 2001d). Od ostalih serotipova koji se relativno ¢esto spominju kao uz-
roCnici alimentarnih trovanja su: S. Agona, S. Hadar, S. Heidelberg, S. Infantis, S.
Newport, S. Panama, S. Saint-Paul, S. Thompson i S. Wirchow (Anon, 2001c).

Prema podacima iz GodiSnjeg izvestaja Instituta za zaStitu zdravlja
Srbije kod nas je najzastupljenija S. Enteritidis, koja je u odnosu na ostale seroti-
pove prisutna sa 90.05 % (podaci za 2000-2004) (Anon, 2001a; 2002a; 2003;
2004a; 2005a). Ovi podaci nisu vezani samo za sojeve izolovane iz klinickog/hu-
manog materijala nego i iz namirnica, sa radnih povrsSina i dr. Ostali serotipovi
imaju znacajno manju procentualnu zastupljenost. Na drugom mestu se nalazi S.
Typhimurium koja procentualno ¢ini 3,21 % od ukupnog broja izolovanih sojeva.
Zatim slede S. Hadar (1.91 %) i S. Infantis (1.33 %), dok je nalaz S. Stanleyville, S.
Agona, S. Tompson, S. Virchow, S. Paratyphi B i S. Bovismorbificans ispod 0,5 %
za svaki navedeni serotip od ukupnog broja sojeva.

Hrana kao vektor u nastanku alimentarnih trovanja /
Food as vector in occurrence of alimentary poisonings

Maniji broj epidemija je istrazen u potpunosti, dok je u vecini slu¢ajeva
ostalo nerazjasnjeno o kojoj namirnici kao izvoru patogenog agensa se radi u
odredenom sluc¢aju. U WHO izvestaju (Anon, 2001c) za period 1993-1998. godine
navode se namirnice koje su bile izvor patogena, a salmonela vrste su oznacene
kao naj¢eséi uzrok trovanja i Cinile su 54,6 % prijavijenih slu¢ajeva. NajceScée
izolovani serotipovi u 2000. godini prema podacima Evropske Komisije (Anon,
2002b) za devet zemalja EU, bili su S. Enteritidis (59,14 %), S. Typhimurium
(13,03 %), S. Hadar (1,36 %) i S. Virchow (1,36 %). Tokom vremena, primetne su
varijacije u procentu zastupljenosti serotipova kao i animalni izvori iz kojih su izo-
lovani.

Pored mesa Zivine i jaja, meso svinja i proizvodi od mesa svinja su je-
dan od vaznijih izvora infekcije salmonelama, najéesce kao rezultat kontaminacije
sa Salmonella Typhimurium (Berends i sar., 1998a; 1998b; 1997). U Holandiji, od
alimentarne salmoneloze, svake godine oboli priblizno 450 ljudi na 100.000
stanovnika, a od tog broja oko 15 % slucajeva su posledica konzumacije kon-
taminiranog mesa svinja. Podaci za Dansku su sli¢ni kao za Holandiju (Dahl i sar.,
1997), dok je u Nemackoj oko 20 % slu¢ajeva alimentarne salmoneloze vezano za
meso svinja (Steinbach i Hartung, 1999).

Prevalenca salmonela u svezem mesu je u direktnoj vezi sa nalazom
kod Zivotinja i naravno zavisi od daljeg tehnoloskog procesa kojim se podvrgava
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trup/meso kao namirnica. Prevalenca salmonela na trupovima svinja (bris sa
trupa) prema prijavljenim podacima za Belgiju iznosi 17,4 %; Norvesku i Finsku
0,0 %, a Svedsku 0.03 % (Anon, 2002b). Nalaz salmonela u mesu svinja u malo-
prodajnoj mrezi je sledeci: 1,12 % Danska, 0,27 % Norveska, 0,0 % Finska i 3,7 %
Nemacka (Anon., 2002b). Prema D’Aoust-u (2000) prevalenca salmonela u mesu
svinja kre¢e se od 0,8 % do 17,5 %, na osnovu pregledanih 57540 uzoraka (zbirni
prikaz za Australiju, Kanadu, Dansku, Nemacku, Indiju, Japan, Portugal, Rumu-
niju i SAD).

Sposobnost salmonela kao i drugih patogena da se adaptiraju na
uslove sredine, npr. na kiselu sredinu, predstavlja rizik sa aspekta higijene namir-
nica. Izlaganjem salmonela uslovima subletalne kisele pH reakcije, moze dovesti
do adaptacije i posledi¢no tome bolje sposobnosti da prezive ekstremne uslove
istog ili nekog drugog faktora sredine (Leyer i Johnson, 1993; Fratimico, 2003).

Rasprostranjenost salmonela /
Distribution of salmonella

Salmonela je ¢esto izolovana iz vode (Cherry i sar., 1972), koja moze
da sluzi kao bakterijski rezervoar i, naravno, za transmisiju izmedu domacina
(Foltz, 1969). Salmonele se stalno izlu¢uju u spoljasnju sredinu od inficiranih ljudi,
farmskih Zivotinja, ku¢nih ljubimaca i divljih zivotinja (Baudart i sar., 1992). Salmo-
nele mogu biti diseminovane u zemlji i sedimentu (Abdel-Monem i Dowider, 1990;
Chao i sar., 1987). Za partikule zemlje i sedimenta se veruje da predstavljaju mik-
roekoloSku niSu u kojoj bakterijske vrste mogu da preZive i verovatno se raz-
mnoZzavaju (Brettar i Hofle, 1992).

Prema fizioloSkim i metaboli¢kim osobinama salmonele nisu ogra-
ni¢ene na odredeni habitat. Vecina serotipova je Siroko rasprostranjena i to omo-
gucava transmisiju na Goveka, biljke, Zivotinje, povrSine. Salmonele mogu da
prezive na razli¢itim povr§inama kao $to su keramika, staklo, metal (McDade i
Hall, 1964). Patogeni mikroorganizmi mogu preziveti na razli¢itim povr§inama na
farmi tokom duzeg vremenskog perioda (Bale i Hinton, 1992; Heard, 1969). Rela-
tivno manje ima dostupnih podataka vezanih za prezivljavanje patogena na
povrSinama i u sredinama gde borave Zivotinje pre klanja.

Higijena povrsina, poda i zidova u stoénom depou moZze znac¢ajno uti-
cati na vidljivu (ne)cistoéu i nalaz patogena na kozi Zivotinja za klanje. Posto su
¢esto kontaminirani patogenima, podovi su znacajni kao potencijalni izvor kon-
taminacije, kako u sto€énom depou tako i u boksu za omamljivanje (Small i sar.,
2002). Small i sar. (2003) navode da patogeni mikroorganizmi (Salmonella Kedou-
gou, E.coli 0157 i Campylobacter jejuni) bolje prezivljavaju u prostirci (slama)
nego na ostalim materijalima koji se koriste u klanici (beton, metal). Isti autori na-
vode da je manja redukcija patogena (tokom vremena) u uzorcima materijala koji
su kontaminirani fecesom. Pri 10° C, D-vrednost za S. Kedougou u uzorcima
slame kontaminiranim fecesom, i uzorcima koji nisu kotaminirani fecesom je suk-
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cesivno 31,2 22,2 dana. Pri viSoj temperaturi (25° C) prose¢na D-vrednost je niza
(22,51 7,9 dana sukcesivno za uzorke slame kontaminirane fesecom i uzorke koji
nisu kontaminirani fecesom).

Epidemije alimentarnih oboljenja naj¢esée su vezane za sledece fak-
tore: neadekvatan termicki rezim, kontaminirana sirovina, kros-kontaminacija, ali i
loSa higijena personala koji radi sa namirnicama. Na primer, dostupni podaci go-
vore da 25 % ljudi uopste ne pere povrsine na kojima je prethodno seceno sirovo
meso, dok sapunom ove povrsine pere 66 %, a pribor kojim je vr§eno seenje njih
55 % (Klontz i sar., 1995; Anon, 1995). Samim tim higijena povrsina i higijena "infi-
ciranog" osoblja je odgovorna za najmanije 45 % slu€ajeva alimentarnih trovanja
(Bean i sar., 1990).

Nalaz salmonela kod svinja /
Salmonella findings in pigs

Blagovremeno utvrdivanje prisustva salmonela kod svinja je od vital-
nog znacaja iz viSe razloga. Prvo pomaze doktorima veterinarske medicine da na
terenu odrede efektivan tretman klini¢kih slu¢ajeva oboljenja. Drugo, unapreden-
jem interventnih mera moze se smanijiti prevalenca salmonela kod svinja. Na
kraju, najveca korist jeste u tome da $to maniji broj klicono$a dospe u klanicu,
¢ime se smanjuje rizik od kasnije kontaminacije trupa na liniji klanja i eventualnih
alimentarnih oboljenja ljudi.

Van der Wolf i sar. (2001) navode da je salmonela u proseku izolovana
iz 11 % uzoraka fecesa sa farmi i 2,3 % iz postmortalnog materijala (sadrzaj intes-
tinalnog trakta uginulih Zivotinja). Ovako nizak procenat pozitivnih postmortem
uzoraka, ukazuje na to da salmonele imaju mali udeo u klinickom oboljenju svinja.
Bilo da se radi o fecesu ili postmortalnom materijalu, S. Typhimurium je pred-
stavljala naj¢eséi nalaz (88 %).

Stocna hrana moze biti izvor salmonela. Kod peletirane hrane zbog
primenjene temperature/vremena smanjuje se broj ovih bakterija. Naravno reduk-
cijaili, Sto je jos pozeljnije, eliminacija salmonela iz sto€ne hrane ne obezbeduje u
potpunosti na$ cilj — svinje slobodne od salmonela. Postoje brojni drugi izvori sal-
monela — povrsine na farmi, boksevi, ptice, pacovi i druge Zivotinje. Svinje mogu
biti nosioci ve¢eg broja serotipova, najéeS¢e samo kao tranzitne flore, bez vidljivin
kliniCkih znakova. Kretanje stoke na farmi moZze dovesti do diseminacije salmo-
nela. Kontrola ovih bakterija na farmi podrazumeva strukturne promene na ob-
jektu, ograni¢eno kretanje Zivotinja i personala, dezinfekciju bokseva, kori§¢enje
peletirane hrane dobijene pri visokim temperaturama i sl. Medutim, i pored svih
napora veoma je teSko eliminisati salmonele iz uzgajivalista svinja (Osterom i No-
thermans, 1983).

Danska ima Nacionalni program za kontrolu salmonela koji je integri-
san u lanac proizvodnje svinja "od farme do trpeze". Tokom uzgoja vrsi se testi-
ranje uzoraka krvi seroloskim testovima, dok se na klanici rade seroloska ispiti-
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vanja iz mesnog soka. Od momenta uvodenja programa 1993. godine pa do
1998. godine, bakterioloSkim pregledom uzoraka evidentirano je smanjenje infici-
ranih svinja salmonelama za 50 % (sa 14,7 % na 7,2 % na manjim farmama; i sa 22
% na 10,4% na velikim farmama svinja) (Christensen i sar., 2002).

Brojne studije ukazuju na to da je prevalenca Salmonella enterica 3-10
puta veéa kod svinja nakon transporta (sto¢na pijaca) i klanja u poredenju sa nala-
zom na samoj farmi (Berends i sar., 1995; Hurd i sar., 2001; Hurd i sar., 2002). Je-
dan od razloga za povecéanje nalaza, jeste dug period tokom koga se zivotinje
drze u "kontaminiranom" prostoru sto¢nog depoa (preko 12 h) (Morgan i sar.,
1987). Na vecini klanica u SAD-u, zivotinje se ne zadrzavaju duze od 6-8 h u
sto¢nom depou. U eksperimetalnim uslovima svinje se mogu inficirati S. Ty-
phimurium za ne viSe od dva ¢asa tokom boravka u kontaminiranim boksevima.
Salmonella Typhimurium je izolovana iz fecesa i cekuma 30 do 60 minuta nakon
ekspozicije zivotinja sa infektom (Hurd i sar., 2001a, Hurd i sar., 2001b). Sa druge
strane, sa aspekta kvaliteta i poboljSanja kvaliteta mesa preporu¢eno je da se
svinje drze najmanje dva ¢asa u stoénom depou. Ovaj vremenski period smatra
se minimalnim periodom neophodnim da bi se zivotinje oporavile nakon trans-
porta (Warris i sar., 1992).

Stres kao posledica transporta predstavlja jedan od razloga veéeg na-
laza S. enterica u fesecu i prostirci (McGlone i sar., 1993). Isaacson i sar. (1999)
beleze veci nalaz S. enterice nakon transporta, ali naglasavaju da samo transport
bez ostalih faktora ne doprinosi ovom poveéanju. Kao potpora ovakvom za-
kljuku, govore rezultati studije po kojoj nije primeéena razlika u nalazu salmonela
kod svinja koje su direkino transportovane i onih koje su bile izlozene stresu
mesSanjem sa drugim svinjama, ishranom i drzanjem 18 h u Cistom i dezinfikova-
nom objektu (Hurd i sar., 2001).

Prema opseznom istrazivanju u Holandiji, sprovedenom 1996. i 1999.
godine prevalenca salmonela bila je sledeca: za svinje koje su pred kraj tova izno-
silaje 23,7 % i24,5 %: i krmace 40,5 % i 60,4% sukcesivno. Izolovani su sledeci se-
rotipovi: S. Typhimurium, S. Infantis, S. Panama, S. London, S. Bovismorbifikans
(Van der Wolf i sar., 2001a i 2001b).

U poredenju sa ostalim zemljama EU, prevalenca salmonela kod
svinja u Norveskoj je relativno niska. Prema objavljenim podacima, farme retko
kada imaju problem sa salmonelom i procenjuje se da oko 2,5-10 % farmi ima za-
belezen slucaj salmonele (Sandberg i sar., 2002). Izvor infekcija salmonelama na
Norveskim farmama nije poznat i verovatno nastaje kontaktom svinja-feces, ptica
ili spoljasnja sredina. Inace S. Typhimurium predstavlja naj¢e$éi nalaz, ne samo
kod svinja nego i kod ptica i iz pijace vode (Knapperud i sar., 1998). Postavlja se
pitanje zasto je infekcija salmonelama u Norveskoj tako niska? Jedan od odgo-
vora mozda bi bio da su u Norve$koj uglavhom zastupljene male farme sa malim
brojem Zivotinja (Anderson i May, 1991). Do sada je zabeleZena samo jedna farma
gde je salmonela bila prisustna tokom dve godine (S. Derby), a farma je za
NorveSke standarde bila velika. Sigurno da strikino poStovanje higijene na farmi,
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ograni€eno kretanje osoblja i Zivotinja, ishrana sa termicki tretiranom hranom, ni-
ske temperature tokom zimskim meseci, geografski polozaj koji omogucava efek-
tivnu izolaciju realtivno malih farmi jedne od druge, jesu faktori koji doprinose ni-
skom nalazu salmonela.

Nalaz salmonela u klanici i lancu proizvodnje mesa svinja /
Salmonella findings in abattoir and pork production line

Prethodno je naglaseno da meso svinja predstavlja zna¢ajan izvor sal-
monela i samim tim proizvodnja svinja "slobodnih od salmonela" zna¢ajno bi
smanijio rizik od ovih zoonoza. Nazalost, infekcija salmonelama je priliéno Cesta
kod svinja (Van der Wolfi sar., 1999), pa dok ne budemo u moguénosti da proizve-
demo svinje "slobodne od salmonela’, razdvajanje inficiranih i neinficiranih grupa
svinja je jedini nacin da se spreci unakrsna kontaminacija tokom transporta, bo-
ravka zivotinja u sto€nom depou i prilikom klanja.

Da bi se utvrdili izvori kontaminacije salmonelama u lancu proizvodnje
mesa, znac¢ajan podatak predstavlja informacija o nalazu ovih bakterija na farmi
(Korsak i sar., 2003; Letellier i sar., 1999a, 1999b). Prilikom transporta svinja od
farme do klanice prevalenca salmonela priblizno se poveca za jednu trecinu, sto
ukazuje na to da se radi o unakrsnoj kontaminaciji. BakterioloSkom analizom, pet
od Sest pregledanih briseva koZe svinja bilo je pozitivho, dok su uzorci limfnih ¢vo-
rova i cekalnog sadrzaja bili negativni na salmonele. Ovaj podatak ide u prilog &in-
jenici da je unakrsna kontaminacija u klanici znaCajan problem sa aspekta
bezbednosti hrane (Kranken i sar., 2003; Alban i Stark, 2002; Hurd i sar., 2002). Is-
traZivanjima u SAD-u i Evropi zaklju¢eno je da je S. enterica Siroko rasprostra-
njena na povrSinama u stoénom depou svinja (Karabasil, 2006; Rostagno i sar.,
2003; Swanenburg i sar., 2001a). Sli¢ni rezultati su objavljeni u Velikoj Britaniji za
povrSine u stoénom depou goveda i ovaca (Small i sar., 2002).

Transport i boravak Zivotinja u sto€nom depou su glavni razlog vece
prevalence S. enterice kod svinja. Prema rezultatima Hurd-a i sar. (2001) utvrden
je sedam puta ¢e$¢i nalaz salmonela u uzorcima svinja uzetih iz sto¢nog depoa
(39,9 %; 114 od 286 pregledanih uzoraka svinja) u odnosu na uzorke svinja sa
farme (5,3 %; 15 od 281). Izolacijom na klanici, serotipova koji nisu detektovani na
farmi, ukazuje da su svinje naknadno inficirane ovim sojevima na samoj klanici.
Ovi rezultati ukazuju da su boksevi za drzanje Zivotinja u sto€nom depou vazan iz-
vor S. enterica i predstavljaju kontrolnu ta¢ku u proizvodnom lancu dobijanja
mesa svinja. Od 353 izolata salmonela poreklom iz uzoraka svinja (244 uzoraka -
cekalni sadrzaj i 109 uzoraka - ileocekalni limfni &vorovi), 19 % su identifikovani
kao isti serotip izolovan sa povrSina u boksu u kome su drzane svinje, 27 % je
identifikovano kao isti serotip izolovan sa povrsina u transportnom sredstvu, dok
se 23 % izolata poklapao sa serotipovima koji su izolovani sa povrsina u stoénom
depou i povr§inama u transportnom sredstvu (Rostagno i sar., 2003).
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Svinje se mogu inficirati salmonelama direktno preko kontaminirane
hrane ili kontaktom sa drugim Zivotinjama iz grupe ili indirektno putem kontamini-
ranih povrSina u boksu, opreme ili personala. S obzirom da se ove Zivotinje drze u
stoénom depou najmanje od dva do osam ¢asova pre klanja, ovaj prostor moze
predstavljati vazan izvor infekcije salmonelama. Prema jednom istrazivanju u Bra-
zilu, 20 % uzoraka je bilo pozitivno na salmonele u stoénom depu (Lazaro i sar.,
1997). Salmonele veoma brzo, nakon eksperimentalne aplikacije, prodiru u orga-
nizam svinja (Fedorka-Cray i sar., 1995), pa se samim tim moze pretpostaviti da
svinje lako mogu biti inficirane tokom boravka u stoénom depou pre klanja. Rezul-
tati Swanenburg-a i sar. (2001a) jasno pokazuju da sto¢ni depo predstavlja znaca-
jan izvor salmonela i moze imati uticaj na broj inficiranih svinja koje dolaze na liniju
klanja. Svinje istrazuju sredinu, kao deo normalnog ponas$anja, njuskaju, riju, piju
vodu, prilikom ¢ega mogu da se inficiraju. Fedorka-Cray i sar. (1995) zaklju€uju na
osnovu sprovedenih eksperimenata da S. Typhimurium moze biti izolovana iz
tonzila, cekuma, kolona i torakalne muskulature tri ¢asa po intranazalnoj inokula-
ciji. Ovo potvrduju i radovi Blaha i sar. (1997) koji navode da se S. Typhimurium
moze izolovati Cetiri asa nakon oralne aplikacije iz ileocekalnih limfnih ¢vorova
kao i 30 minuta nakon aplikacije iz tonzila.

Premortalni pregled Zivotinja treba da omoguci da se za klanje koriste
samo vizuelno Ciste i zdrave Zivotinje, ali se njime ne moze prevenirati klanje svinja
koje u intestinalnom traktu ili na kozi nose potencijalne patogene za ¢oveka. Pri-
marna proizvodnja mesa svinja podrazumeva niz operacija kao $to je omamilji-
vanje, klanje, Surenje, uklanjanje povrSinskog epitela i dlake, poliranje, pranje pre
evisceracije, evisceraciju, rasecanje i pranje. Ovi brojni procesi na liniji klanja i
obrade nose i odgovarajuéi rizik od kontaminacije trupova patogenim mikroor-
ganizmima prilikom manipulacije.

Na liniji klanja svinja postoje brojne tatke na kojima je moguéa kon-
taminacija sa potencijalno patogenim mikroorganizmima i sam proces klanja i
obrade nema nijednu ta¢ku gde bi rizik mogao biti kompletno eliminisan. Izvori
kontaminacije na liniji klanja svinja su brojni: od samih Zivotinja, kao &to je fekalni i
faringealni sadrzaj i sredine u kojoj borave Zivotinje. U takvim uslovima salmonele
kontaminiraju povrsinu trupa uglavnom tokom evisceracije, pa postovanje dobre
proizvodne prakse i higijene pogona ima presudan uticaj na nivo bakterijske kon-
taminacije trupa. MaSine u kojima se obavlja uklanjanje dlake, mogu predstavljati
izvor kontaminacije. U nekim slucajevima feces iz anusa moze kontaminirati
masinu, preko koje se kontaminacija prenosi na sledeéi trup. Na ovaj nacin
masina moze biti kontaminirana i sa salmonelom (Gill i Bryant, 1993). Bakterijska
rekontaminacija trupova se smanjuje ako se koristi vru¢a voda (60-62° C) za uk-
lanjanje zaostale dlake i drugog materijala iz maSine. Zaostala dlaka sa trupa se
uklanja opaljivanjem, pri ¢emu se i prisutni mikrogranizmi na kozi unistavaju.
Medutim i ova operacija ne mora uvek da bude efikasna. Surenje pri temperatu-
rama od 60-62° C ostecuje pojedina podrucja koze (epitel) i prilikom uklanjanja
dlake (u narednoj fazi) mikroorganizmi mogu biti "potisnuti" u subepitelijalno tkivo
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gde su zasti¢eni. Naravno ako je ova faza efikasno izvedena ukupan broj mezofila
i enterobakterija na povrsini koze je najmaniji (Snijders i Gerats, 1976) u odnosu na
ostale operacije obrade trupa, s tim §to broj bakterija zavisi i od mesta sa koga se
uzima uzorak (ukupan broj bakterija sa koze vrata je 10 puta veéi nego sa koze ab-
domena) (Rahkio i sar., 1992). Prilikom evisceracije, trup i unutrasnji organi, vrlo
Cesto se kontaminiraju fekalnom florom. Narocito je osetljiva operacija odvajanja
anusa od trupa. Pri ovoj manipulaciji radnik moze preneti fekalne kontaminente
(E. coli, salmonele) na ostatak trupa i organe. Salmonele mogu biti prisutne u jetri,
slezini, hepati¢nim, pa i mandibularnim limfnim &vorovima (Wood i sar., 1989). In-
cizijom limfnih évorova prilikom pregleda mesa salmonela se moze nacéi na nozu
pregledaca mesa.

Pranjem trupova, ukloni se jedan deo povrSinske kontaminacije, ali
isto tako i redistribuiraju prisutni mikroorganizmi po trupu sa jednog mesta na
drugi. Sama operacija pranja izgleda da ima mali uticaj na E. coli i salmonele
(Childers i sar., 1973). Po zavr$enoj obradi, na trupu svinja nalazi se oko 102-
10% cm™ mezofila, dok je taj broj nedto veéi na organima. Enterobakterije, koli-
formi i E.coli su Cest kontaminent trupa svinja u poredenju sa trupovima goveda
(Mackey i Roberts, 1993), dok psihrotrofna flora se kreée u granicama oko 102 -
102 cm™. Hladenje predstavlja kritiénu kontrolnu tadku i onemoguéava rast me-
zofila i mezofilnih patogena (npr. salmonela), i ograni¢ava rast psihrotrofne flore.
Ukoliko na kraju procesa obrade na trupu ima mali broj salmonela, a ne poStuju se
temperaturni rezimi ispod 7 °C, broj im se moze i povecati.

Incidenca salmonela na trupu obradenih svinja varira u Sirokim grani-
cama. U Kanadi salmonele su detektovane na 11,2 % pregledanih trupova (uk-
upno pregledano 596 trupova svinja) (Lammerding i sar., 1988). Naravno, pri-
sustvo salmonele na trupu u velikoj meri zavisi i od prisustva u intestinalnom
traktu. Takode uticaj ima i nacin obrade i higijenske mere koje se preduzimaju
prilikom rada.

Bonardi i sar. (2003) su ispitivali prisustvo patogenih mikroorganizama
na trupovima svinja u klanici. Prema jednoj studiji uradenoj u Holandiji, priblizno
70 % kontaminiranih trupova svinja poti€u od zdravih nosioca salmonela (Ber-
ends i sar., 1997) i u najve¢em broju sluCajeva serotip koji je izolovan iz crevnog
sadrzaja izolovan je i sa povrSine trupa zaklanih svinja, pa se moze hipoteticki
pretpostaviti da je verovatno nastala "auto-kontaminacija". Kontaminacija trupa
moze nastati i pri uklanjanju tonzila. Serotipizacijom izolovanih sojeva utvrdeno je
da se radi o istom serotipu izolovanom sa povrSine trupa i tonzila sa tog istog
trupa (Bonardi i sar., 2003).

Berends i sar. (1997) zaklju€uju, posto su svinje najvazniji izvor salmo-
nela u klanici i kasnije u mesu svinja, da je kontaminacija trupa neminovna koliko
god se industrija trudila da postuje dobru proizvodacku praksu (GMP) dok god u
klanicu ulaze salmonela pozitivne svinje. Jasno je da neke operacije na liniji
klanja, o kojima je govoreno ranije u tekstu, uti¢u na kontaminaciju trupova salmo-
nelama. Po zavr§enoj obradi, nalaz salmonela moze varirati od 0 - 100 %, premda
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je najcesce izmedu 5 — 30 % trupova kontaminirano (Osterom i Notermans, 1983;
Morgan i sar., 1987). Surenije i uklanjanje dlake obi¢no redukuju broj salmonela na
povrsini trupa, ¢ak i do 97 % (Kampelmacher i sar., 1963). Gerats (1990) na primer,
nije izolovao nijednu salmonelu sa 105 trupova nakon uklanjanja dlake, ali je
izolovao salmonelu sa trupova (21 %) na kraju linije obrade. Sigurno da eviscera-
cija, rasecanje i druge manipulacije sa trupom kao $to je pregled mesa imaju
udela u ukupnoj kontaminaciji trupa. Operacija evisceracije doprinosi oko 55 - 90
% kontaminaciji trupa salmonelama, dok oprema za poliranje 5 - 15 %, rasecanje i
pregled mesa sa oko 5 - 30 %. Da bi se postigla bolja kontrola kontaminacije sal-
monelama, operacija evisceracije treba da bude §to paZljivije izvrSena, a osoblje
upoznato sa problemom. Kada se jednom linija klanja i obrade kontaminira sal-
monelama ona moze biti izolovana sa masina, ruku radnika pa sve do zavrSetka
radnog vremena, do ¢iSéenja i dezinfekcije. Tokom radnog vremena kontamina-
cija i unakrsna-kontaminacija se ne moze izbeéi (Berends i sar., 1995). Verovatno
su radnici vazniji izvor kontaminacije nego oprema koja se koristi za klanje i
obradu trupa svinja posto su ruke, noZevi i kanije za nozeve mnogo ¢esce i vise
kontaminirani salmonelama (Gerats, 1990; Berends i sar., 1995). Sto se tige pre-
gleda mesa i zasecanja na trupu, sam ¢in pregleda bi trebalo da podrazumeva vi-
zuelni pregled, jer patoloSke promene koje se u dana$nje vreme sre¢u na mesu
svinja u Evropi prakti¢éno nemaju uticaj na zdravlje ljudi nego na sam kvalitet mesa
(Berends i sar., 1993).

Swanenburg i sar. (2001b) istrazivali su kakav je efekat ukoliko se kolju
odvojeno seropozitivne (salmonela) i seronegativne zivotinje. Rezultati su poka-
zali da je kontaminacija trupa jednim delom vezana za nalaz salmonela pre klanja
a jednim delom i za rezidentnu floru u samoj klanici. Trupovi koji potiCu od sero-
negativnih zivotinja bili su kontaminirani salmonelom ali sa nizom prevalencom
nego trupovi koji poti€u od seropozitivnih Zivotinja. Naravno odvojeno klanje sero-
negativnih i seropozitivnih grupa svinja ima svog smisla, jer se na taj nacin sman-
juje prevalenca salmonela na trupu nakon klanja i obrade. Da bi se izbegla
unakrsna kontaminacija rezidentnim mikroorganizmima neophodno je unaprediti
mere CiS¢enja i dezinfekcije prevoznog sredstva, stoénog depoa i same linije
klanja. Naj¢es¢i nalaz Cinili su sledeéi serotipovi: na trupu - S. Typhimurium, S. In-
fantis i S. Brandemburg; a na povrsinama u klanici: S. Vichow, S. Infantis i S. Ty-
phimurium.

U SAD-u je uveden PR/HACCP sistem (Pathogen Reduction/Hazard
Analysis and Critical Control Point) fazno u industriju hrane, shodno broju za-
poslenih i godiSnjoj zaradi. Velike klanice (>500 zaposlenih) imale su obavezu da
implementiraju PR/HACCP do 26. januara 1998., srednje klanice (>10, <500 za-
poslenih) do 25. januara 1999. i male klanice (<10 zaposlenih) do 25. januara
2000. godine. FSIS (USDA) je od 1998. do 2000. sproveo niz uzorkovanja mesa
(pilece, svinjsko, govede, junece i td), sa ciliem da utvrdi prevalencu salmonela
vrsta. Odabran je ovaj mikroorganizam posto predstavlja naj¢esc¢i nalaz kod ali-
mentarnih trovanja, a ¢esto se moze izolovati iz svih vrsta mesa i relativno se lako
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detektuje. Takode, ako se interventnim merama eliminiSu salmonele u sirovom
mesu, trebalo bi takode efikasno da se eliminiSu i ostali patogeni mikroorganizmi.
Rose i sar. (2002) ukazuju da je prevalenca salmonela opala za veéinu testiranih
vrsta mesa po uvodenju PR/HACCP sistema. Norma koju mora da zadovolji in-
dustrija mesa sa aspekta higijene proizvodnje, a kada je meso svinja u pitanju to
je: maksimalan broj koji sme da bude pozitivan na salmonele - Sest od 55 pre-
gledanih trupova svinja. Pored praéenja salmonele na trupovima industrija mora
da zadovolji jo$ jedan parametar a to je E. coli kao indikator fekalne kontaminacije
i predstavljan je u vidu broja E. coli kao prihvatljiv (log 1 CFU cm™?), graniéni (log 1-
4 CFU cm™) i neprihvatljiv (log 4 CFU cm™). Vige od tri rezultata sa graniénom
vredno$¢u (za broj E.coli) od 13 pregledanih uzoraka smatra se da industrija nije
uspela da zadovolji trazene kriterijume i signalizira na preispitivanje procesa pro-
izvodnje i primenu korektivnih akcija ukoliko je to neophodno. Kao u SAD-u i u EU
postoje zadati kriterijumi za pra¢enje higijene proizvodnje. Atributi higijene u EU
su pracenje ukupnog broja bakterija (UBB), enterobakterija (UBE) i salmonele
(Anon, 2005). Za trupove svinja UBB je predstavlien kao prihvatljiva
(log<4 CFU cm™), grani¢na (log 1-4 CFU cm™) i neprihvatljiva (log > 5 CFU cm™)
vrednost. Za enterobakterije takode kao prihvatljiva (log < 2 CFU cm), graniéna
(log 2-3 CFU cm™) i neprihvatljiva (log > 3 CFU cm™) vrednost. Za razliku od
SAD-a gde je navedeno da su viSe od tri marginalna rezultata neprihvatljiva, EU
regulativa navodi da marginalni rezultat (ne govori o broju) znaci da proces proiz-
vodnije treba ispitati. Norma koju mora da zadovolji industrija, po pitanju salmo-
nela na trupovima svinja, iskazana je kao maksimalan broj koji sme da bude
pozitivan na salmonele — pet od 50 pregledanih trupova svinja.

Zakljuéak / Conclusion

Sistematsko pracenje i primena programa za suzbijanje salmonela u
EU doveli su do opadanja prevalence kod zivotinja. Sve te aktivnosti imaju za cilj
povecanje bezbednosti namirnica, odnosno smanjenje rizika od nalaza salmo-
nela u namirnicama animalnog porekla. S obzirom na to da u Srbiji ne postoji
sveobuhvatni i multidisciplinarni program monitoringa salmonela, kao ni odgova-
rajuéa regulativa koja bi ga pordzavala, trebalo bi ga uspostaviti kao garanciju da
¢e svi relevantni faktori imati u¢esS¢a u njemu.
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ENGLISH

SIGNIFICANCE OF SALMONELLA IN PORK PRODUCTION CHAIN
N. Karabasil, Mirjana Dimitrijevié, Natasa Kilibarda, M. Z. Balti¢, V. Teodorovié

Animals, feed, meat and meat products are often transported across long dis-
tances, being an important part of international trade, which enables a dissemination of sal-
monella, including even of some resistant strains. Pigs are animals which are difficult to ma-
nipulate because of their temperament, build, sharp teeth, irritability, good sense of smell,
bad sight and their sensitivity to stress. Animals coming from different farms should be
separated in stock yards to prevent both contamination with pathogens such as salmonella
and their irritation and aggressiveness caused by contacts with other pigs. These animals
are usually a significant reservoir of salmonella which are "inside" the gastrointestinal tract
and gut associated lymph tissue. In contrast to our country, in the EU, even countries which
have always had low salmonella prevalence, e.g. Finland, have a control program. The pro-
gram has to be based on a guarantee that all relevant factors will participate in the preven-
tion of salmonella contamination.

Key words: abbatoir, control, hygiene, pigs, pork, salmonella

PYCCKUA
3HAYEHUE CAJIbMOHENNOB B MPOU3BOACTBE MACA CBUWHEMN

H. Kapabacun, MupsiHa Qumutpuesud, Hatawa Kunubappga, M. XK. BanTtuu,
B. TeopgopoBuy

YK1BOTHbIE, KOPM /15 CKOTA, MSCO M NPOAYKThI M3 MACA 4acTo TPaHCMOPTK-
pytoTca Ha 60sbLlMe YAANEHHOCTM M MPEACTaBMSOT COG0M 3HAYUTENBHYIO LOSTH0 MEXAY-
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Hapo4HOW TOProBfK, YTO AaBaeT BO3MOXXHOCTb U UCCEMMHALIMIO CalTbMOHENST, BKJto4as
1 conpoTuBnsiemble WTamMmbl. CBMHbY XXUBOTHbIE C KOTOPbLIMW PENSIMBHO TSHXKENO ma-
HUMYNMPYeTCs, M3-3a WX TEeMMNepaMeHTa, TeSIOCMOXKEHUs, OCTpbIX 3y60B, NErkom
pas3gpakuTeNbHOCTM, XOpOWero 4YyTbsl OOOHSAHMS, Craboro 3peHus M YyTKOCTM Ha
cTpecc. )K1BOTHbIE U3 Pa3fINYHbIX KOMMIIEKCOB BblpalnBaHns HAA40 pPa3fBovTb B CKOTO-
BOM €m0, 4TOObl MPEBEHTUBHO Npeaynpeannia KOHTammHaums naTtoreHaMmm Kak canbmo-
Hennbl, HO 1 6ECMOKONCTBO N arpeCCUBHOCTb XXMBOTHBIX BCIIEACTBNE MELLAHUSA C APYTMMU
CBUHbAMW. OTU XXUBOTHbIE MPEACTaBMAT COOON 3HAYUTENbHBIN pe3epByap caslbMo-
Henn, HaxoAuMmble "BHYTPWU" racTPOMHTECTUHANBHOIO TpakTa U NpuHaafexallen nuv-
bHOM TKaHu. B oTnuume oT Hac, B EBponeinckon YHUM faxke v cTpaHbl, Metowme uc-
TOPUYECKN CMOTPEHO HU3KYK MPEBafieHTHOCTb CaflbMOHEs, KakK OUHNAHANSA UMET
CBOIO nporpamMmMy KoHTponsi. OcHoBa nporpamMmmbl 4OJHKHA ObITb FapaHTUEN, YTO BCE pere-
BaHTHbIE (haKTopbl MMEIOT y4acTus B NpeaynpexAeHn KOHTaMmmnHaumMm canbMOHEION.

KntouyeBble cnoBa: KOHTPOIib, GOMHS, MACO CBUHEN, CanbMOHeNna, CBUHbW, rMreHa
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ZNACAJ KOAGULAZA POZITIVNIH STAFILOKOKA ZA
MIKROBIOLOSKU ISPRAVNOST HRANE®
SIGNIFICANCE OF COAGULASE-POSITIVE STAPHYLOCOCCI FOR
MICROBIOLOGICAL FOOD SAFETY

Vera Kati¢™

Alimentarne intoksikacije hranom, kod kojih je glavni simptom
povracanje i dijareja, nastaju posle unosa enterotoksina koje su u hrani
stvorili enterotoksogeni sojevi koagulaza pozitivnih stafilokoka. Entero-
toksini stafilokoka se normalno ili veoma malo inaktivisu za vreme pro-
cesa proizvodnje, skladistenja, distribucije ili za vreme kulinarske pri-
preme hrane. Stoga, ukoliko koagulaza pozitivne stafilokoke mogu da
se razmnoZavaju u hrani do broja ve¢eg od 105 - 108 cfu/g/ml pre nego
Sto budu unistene, konzumiranje takve hrane predstavija rizik od intok-
sikacije.

U "Pravilniku o mikrobioloSkoj ispravnosti namirnica u prometu"
(Sl. list SRJ 26/93) propisani su kriterijumi za koagulaza pozitivne stafi-
lokoke u hrani. Medutim, broj koagulaza pozitivnih stafilokoka nije
uvek dobar indikator za prisustvo enterotoksina stafilokoka, buduci da
broj ¢elija moZe da se smanji, a da enterotoksin bude prisutan u hrani.
Mikrobiolo$ki kriterijum za koagulaza pozitivne stafilokoke ifili entero-
toksine stafilokoka u hrani su neophodni i korisni za zastitu zdravija
ljudi.

Klju¢ne reci: koagulaza pozitivne stafilokoke, enterotoksini stafilokoka,
hrana, bezbednost hrane

Uvod / Introduction

Alimentarne intoksikacije, kod kojih su dominantni simptomi povra¢a-
nje i dijareja, nastaju posle konzumiranja hrane koja sadrzi termostabilne entero-
toksine koagulaza pozitivnih stafilokoka uglavnom Staphylococcus aureus (S. au-
reus). U vecini zemalja intoksikacija enterotoksinima stafilokoka jedna je od
najCe$c¢e opisanih bakterijskih intoksikacija nastalih posle konzumiranja hrane

* Rad saops$ten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Dr sci med. vet. Vera Katié, redovni profesor, Katedra za higijenu i tehnologiju namirnica ani-
malnog porekla, Fakultet veterinarske medicine, Beograd
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(Balaban i Rasooly, 2000). U Evropi, mleko i proizvodi od mleka su opisani u 1-9%
(prosecno 4,8%) od svih alimentarnih intoksikacija izazvanih enterotoksinima S.
aureus (EC, 2003). Jedna od najvecih epidemija alimentarnih intoksikacija, na-
stalih posle konzumiranja proizvoda od mleka, zabelezena je 2000. godine u Ja-
panu (Asao i sar., 2003). Naj¢esce su u slucajevima alimentarnih intoksikacija
enterotoksinima stafilokoka opisani nepasterizovano mleko i sirevi.

Proizvodi od mleka, kao i drugi proizvodi sa visokim sadrzajem prote-
ina, dobar su substrat za rast S. aureus. Takvi proizvodi su ukljuéeni u alimentarne
intoksikacije zbog prisustva koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirovom mieku,
unakrsne kontaminacije za vreme proizvodnje i mogucée kontaminacije posle
zavrSenog procesa proizvodnje.

Mossel i sar., (1995) navode da je za nastajanje simptoma povraéanja
kod odraslih osoba potrebno da se hranom unese u organizam 10-20 ug stafi-
lokoknih enterotoksina/kg telesne mase. Drugi autori (Martin i sar., 2001) smatraju
da manje od 1 ug stafilokoknih enterotoksina moze izazvati simptome trovanja
kod osetljivih osoba. U velikoj epidemiji trovanja, izazvanog enterotoksinom A
stafilokoka u Japanu, utvrdeno je da je ukupan unos stafilokoknog enterotoksina
A u mleku sa smanjenim sadrzajem mle¢ne masti bio oko 0,02-0,1 ug (Asao i sar.,
20083).

Diferenciranje enterotoksogenih sojeva od ostalih stafilokoka moguce
je samo na osnovu dokazivanja enterotoksina. lako danas ima razvijenih tehnika
za rutinsko dokazivanje enterotoksina stafilokoka u hrani, one su jo$ uvek skupe,
pa je uobitajeno da se u hrani dokazuju stafilokoke sa osobinama patogenih
vrsta. Jedna od osobina patogenih vrsta je stvaranje koagulaze, pa je prema
"Pravilniku o mikrobioloskoj ispravnosti namirnica u prometu" (Sl. list SRJ 26/93)
predvideno dokazivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka. Medutim, sve koagu-
laza pozitivne stafilokoke ne stvaraju enterotoksine. Pasterizacijom mleka se
unistavaju koagulaza pozitivne stafilokoke, ali ne i enterotoksini. Buduc¢i da su
enterotoksini stafilokoka mnogo stabilniji u poredenju sa ¢elijama S. aureus
moguce je da se ispitivanjem proizvoda dobije negativan nalaz S. aureus, a da je
enterotoksin prisutan u hrani. Negativan nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u
odredenoj koli¢ini hrane ne znaci da u toj hrani sigurno nema enterotoksina stafi-
lokoka, kao Sto i pozitivan nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u odredenoj
koli€ini hrane ne znadi uvek i prisustvo enterotoksina u hrani. Stoga u cilju zastite
zdravlja ljudi od intoksikacija enterotoksinima stafilokoka kriterijum za utvrdivanje
koagulaza pozitivnih stafilokoka, kakav je danas u pravilniku, nije dobar pa je
potrebna njegova izmena.

Novi mikrobiolo$ki kriteriujum za odredivanje broja S. aureus i/ili ente-
rotoksina, koji treba da osigura zastitu zdravlja ljudi od intoksikacija enterotok-
sinima stafilokoka, treba da bude zasnovan na podacima o razmnozavaniju stafi-
lokoka i stvaranju enterotoksina u toku proizvodnje namirnica animalnog porekla,
epidemioloskim podacima, kao i na osnovu danas raspolozivih metoda za detek-
ciju S. aureus i enterotoksina stafilokoka.
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Izvori kontaminacije hrane bakterijom S. aureus i uslovi za razmnozavanje /
Sources of food contamination with S.aureus and conditions for multiplication

Bakterijom S. aureus hrana se kontaminira iz viSe izvora. Primarna
kontaminacija nastaje iz inficiranog tkiva ili obolele mle¢ne Zlezde. Sekundarna
kontaminacija nastaje od ljudi kliconoS$a, a rede sa opreme i iz vazduha (Stoja-
novi¢ i sar., 1999). S. aureus je ubikvitarni mikroorganizam koji se nalazi na kozi i
mukoznim membranama najveéeg broja toplokrvnih Zivotinja uklju¢ujuéi i one zi-
votinje koje su namenjene za proizvodnju hrane. Cesto se dokazuje u hrani ani-
malnog porekla, kao §to su sirovo mleko i sirovo meso, medutim, zbog slabe
kompeticije prema drugim mikroorganizmima retko dovodi do intoksikacija posle
konzumiranja sirovih proizvoda (izuzev kada se radi o mleku krava sa subkli-
ni¢kim mastitisima). Oko 50 % ljudi ima ovaj mikroorganizam na povr§inama koze
i sluzokoze, pa radnici koji rade u proizvodniji i prometu hrane mogu da budu izvor
kontaminacije hrane. Pored toga, ovaj mikroorganizam dobro prezivljava u spo-
ljaSnjoj sredini pa moze da bude deo mikroflore opreme za proizvodnju hrane. U
objektima za proizvodnju hrane, zbog njegove otpornosti na susenje, S. aureus se
Cesto nalazi u pra$ini, u ventilacionim sistemima i ciklonima. Bakterija takode
moze da kolonizuje opremu za proizvodnju hrane koja se tesko Cisti i ostavlja
vlazna (Bockelmann i sar., 1997).

S. aureus se razmnozava u rasponu od 7°C do 47,8°C temperature
medijuma, optimum 37°C, a enterotoksin stvara pri 10°C do 48°C, optimum 40°C
do 45°C (Tatini, 1973) (tabela 1). Ove temperature su odredene za S. aureus
umnozavan u bujonu u &istoj kulturi. Medutim, za prou¢avanje ponasanja ovog
patogena u hrani, moraju se uzeti u obzir i drugi faktori koji uti€¢u na rast. Za
predvidanje stvaranja enterotoksina u hrani mora se uzeti u obzir sledece: a) u
bilo kojoj hrani, optimalna temperatura za stvaranje enterotoksina je za nekoliko
stepeni viSa od temperature za razmnozavanje, b) temperatura znatno viSe uti¢e
na stvaranje enterotoksina nego na razmnozavanie S. aureusa (Smith i sar., 1983).
Drugi vazan faktor od koga zavisi razmnoZzavanje S. aureus i stvaranje enterotok-
sina je pH vrednost. S. aureus moze da se razmnoZzava u rasponu pH vrednosti od
4,0do 10, optimum 6,0 do 7,0 (tabela 1). Medutim, raspon pH vrednosti za stvara-
nje enterotoksina se menja sa drugim uslovima posebno anaerobiozom. Na
primer minimalna pH vrednost za stvaranje enterotoksina u aerobnim uslovima se
kre¢e od 4,9 do 5,7, a u anaerobnim uslovima od 5,7 do 7,0 (Varnam, 1996).

Poznavanje sposobnosti S. aureus da se razmnozava i stvara entero-
toksine, pri relativno niskoj aktivnosti vode, veoma je vazno za definisanje sadrza-
ja vode u hrani. S. aureus se razmnozava pri a,, od 0,83 do 0,99, a enterotoksin
stvara pri a,, od 0,85 do 0,99. S. aureus je halotolerantan mikroorganizam koji
moze da raste pri 10 do 20% NaCl, ali toksin ne stvara pri viS§e od 10% NaCl (Smith
i sar., 1983) (tabela 1).
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Tabela 1. Faktori koji utiC¢u na razmnoZavanje S. aureus i stvaranje enterotoksina /
Table 1. Factors that affect multiplication of S.aureus and production of enterotoxins

Stvaranje enterotoksina /
Rast S. aureus / Growth of S.aureus Production of enterotoxins
Faktor /
Factor Optimum/ | Interval varijacija / Optimum / Interval varijacija /
Optimum Variation interval Optimum Variation interval
Temperatura (°C) / . - i
Tempera ture (°C) 37 7-47,8 40-45 10-48
pH 6-7 4-10 7-8 4-9,6
Aktivnost vode / 0,98 0,83->0,991 0,98 0,85 ->0,992
Water activity
NaCl (%) 0 0-20 0 0-10
Redoks potencijal / <-200mV do <-100mV do
Redox potential >+200mVv >+200mV >+200mVv >+200mV
Aerobna (5-20%
Atmosfera / Aerobna/ |Anaerobna-aerobna /| rastvorenog O») / | Anaerobna-aerobna /
Atmosphere Aerobic Anaerobic-Aerobic Aerobic (5-20% Anaerobic-Aerobic
diluted 0y)

1 Aerobna (anaerobna 0,90 - >0,99) / Aerobic (anaerobic 0.90->0.99)
2 Aerobna (anaerobna 0,92 - >0,99) / Aerobic (anaerobic 0.92->0.99)

Celije S. aureus se unistavaju toplotnim tretmanima, koji se najée$ée
koriste u industriji hrane. Otpornost na grejanje menja se pod uticajem razli¢itin
faktora, kao Sto su: sredstvo za zagrevanije, starost ¢elija i temperatura pri kojoj je
umnozavan S. aureus. Vecéa otpornost je utvrdena ako je patogen rastao pri 46°C
nego pri 37°C. Vrednost decimalne redukcije (Dgo) se krec¢e od 0,43 do 7,9 mi-
nuta, a z vrednost od 4,5°C do 10°C (Roberts, 1982). Celije S. aureus se unista-
vaju u mleku ako se primeni odgovarajuci toplotni tretman. S. aureus je potpuno
inaktivisan u mleku posle aplikacije sledecih temperatura u vremenu: 57,2°C u
trajanju od 80 min; 60°C u trajanju od 24 min; 62,8°C u trajanju od 6,8 min; 65,6°C
utrajanju od 1,9 mini 71,7°C u trajanju od 0,14 min (Bergdoll, 1989). Enterotoksini
S. aureus su termorezistentniji od samih ¢elija, prezivljavaju kuvanje i najveci broj
toplotnih tretmana koji se primenjuju u pripremi hrane. Stabilnost molekula ente-
rotoksina je pod uticajem razlicitin faktora sredine i postoje podaci da inaktivacija
toplotom moze da nastane pri temperaturama nizim od opste prihvaéenih. Na
primer termorezistencija enterotoksina A i B je mnogo niza u fermentisanoj soji
nego u brain-heart infusion bujonu. Kuvanjem fermentisane soje, jedan minut pri
80°C, kompletno se inaktiviSe enterotoksin A i 92% enterotoksina B (Nout i sar.,
1988). Enterotoksini stafilokoka su otporniji na delovanje gama zraka od éelija S.
aureus. Celije stafilokoka i enterotoksini su otporni na susenje, hladenje, zamrza-
vanje i uslove skladiStenja (tabela 2).
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Tabela 2. Faktori koji utiCu na destrukciju S. aureus i enterotoksina (Baird-Parker, 1990;
Concon 1998) /
Table 2. Factors that affect destruction of S.aureus and enterotoxins (Baird-Parker, 1990, Concon, 1998)

Enterotoksin stafilokoka /

Faktor / Factor S. aureus Staphylococcal enterotoxins

Bujon / Bouillon

Toplota / Heat (DGO,:,?'LE 04?]‘%2( min (DE; L;jﬁg)/gfgl,lglmn
(Deosc) 3,16-3,29 min

Radijacija / Radiation (D-kGy) 0,1-0,6 >30

Susenije, hladenje, zamrzavanje,

uslovi skladiStenja / Otporan / Resistant Otporan / Resistant

Drying, cooling, freezing, storage
conditions

*QOtpornost na toplotu je iskazana kao D- vrednost, odnosno kao vreme u minutima pri datoj tempera-
turi potrebno da se postigne redukcija 90 % zivih ¢elija /

* Resistance to heat Is presented as D-value, actually as time in minutes at a given temperature required for
achieving reduction of 90% living cells.

S. aureus je slab u kompeticiji sa drugim mikroorganizmima i retko do-
stize veliki broj i ne stvara znacajne koli¢ine enterotoksina ako je prisutna mikro-
flora kvara. Stvaranje toksina je pod vec¢im uticajem temperature nego prisustva
drugih mikroorganizama (Herten i sar., 1989). Inhibitorni efekat bakterija mle¢ne
kiseline iz starter kultura je znacajan sa aspekta spre¢avanja razmnozavanja S.
aureus i stvaranja toksina u hrani. Prvo se smatralo da inhibicija rasta stafilokoka
nastaje zbog stvaranja mle¢ne kiseline. Danas se zna da i drugi proizvodi, koji
nastaju pri razmnozavanju bakterija mle¢ne kiseline, kao $to su vodonik peroksid i
bakteriocini, utiCu na razmnoZzavanje S. aureus. Pri prou¢avanju razmnozavanija S.
aureus u hrani i stvaranja enterotoksina moraju se uzeti u obzir svi faktori u vezi sa
hranom i sredinom u kojoj se hrana proizvodi i skladisti.

Enterotoksini stafilokoka / Staphylococcal enterotoxins

Enterotoksini stafilokoka su termostabilni proteini koje stvaraju mnogi
sojevi S. aureus. Enterotoksine mogu da stvaraju i neke druge koagulaza po-
zitivne stafilokoke, kao sto su: S. aureus subsp. aureus, S. aureus subsp. anaero-
bius, S. intermedius, S. hyicus, S. delphini, S. schleiferi subsp. coagulans i S. lu-
trae. Prema Casman i saradnicima (1963) enterotoksini stafilokoka su oznaceni
velikim slovima abecede po redu otkrivanja. Do danas je opisano 16 imunoloski
razli¢itin enterotoksina: A, B, C4, C,, C3 D, E, G, H, I, J, K, L, M, Ni O (EC, 2003). Za
enterotoksin F stafilokoka, koji je opisan u sluc¢aju toxic shock syndrome (TSS)
(Bergdoll i sar., 1981), u kasnijim istrazivanjima je utvrdeno da nije enterotoksin i
da ne daje simptome povracanja, pa je ovaj enterotoksin isklju¢en iz sistema no-
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menklature enterotoksina stafilokoka i danas se opisuje kao toxic shock syn-
drome toxin (TSST) (Betley i sar., 1990).

Enterotoksini stafilokoka predstavljaju grupu seroloski razliCitih ek-
stracelularnih proteina i imaju zajedni¢ke osobine kao $to su: sposobnost da iza-
zovu povracanje i gastroenteritis kod primata; superantigenost (nespecificna akti-
vacija T limfocita pracena oslobadanjem citokina i sistemski $ok) koji su opisali
Fraser i sar., (2000), Papageorgiou (2000) i Ulrich (2000); otpornost na toplotu i di-
gestiju pepsinom; i strukturna sli¢nost (dva domena molekula i intramolekularna
disulfidna veza) koje su opisali Balaban i Rasooly (2000) i Dinges i sar., (2000).

Enterotoksini stafilokoka su sli¢ne molekulske mase izmedu 25.000-
29.000 kD. Stvaranje enterotoksina je kodirano pomocu profaga (npr. enterotok-
sin A; Betley i Mekalanos, 1985), plasmida (enterotoksin D; Bayles i landolo,
1989) ili hromozomalnih ostrvaca patogenosti (npr. enterotoksin B) (Yarwood i
sar., 2002).

Enterotoksogenost sojeva stafilokoka je razli€ita u zavisnosti od po-
rekla. Enterotoksin ¢eSée stvaraju sojevi poreklom od ljudi (70% do 80%), a rede
sojevi poreklom od Zivotinja (15%). Najznacajniji sa gledista alimentarnih trovanja
su enterotoksini A i D. Koli¢ina enterotoksina potrebna da dode do alimentarnih
trovanja je ve¢a od 1ug (Stojanovic, 1980; Bennett, 1986; Olivera Bunci¢, 1986).

Sinteza enterotoksina je specificna za odredeni soj, medutim, jedan
soj S. aureus moze da sintetiSe viSe enterotoksina. Sinteza enterotoksina je selek-
tivna i enterotoksini A i D se stvaraju u logaritamskoj fazi rasta stafilokoka, a
enterotoksini B i C se stvaraju za vreme kasne logaritamske faze i na pocetku sta-
cionarne faze. Stvaranje enterotoksina A i D je u uskoj korelaciji sa razmnozava-
njem S. aureus, a umnozavanje sojeva koji stvaraju enterotoksin B i C nije u ko-
relaciji sa stvaranjem enterotoksina. U mnogim ispitivanjima je ustanovljeno, da je
za stvaranje koli¢ine enterotoksina, koja se moze detektovati, potreban veliki broj
S. aureus (vi$e od 2,8x108/ml; Otero i sar, 1987). Na stvaranje enterotoksina uti¢e
viSe razliGitih ekstracelularnih faktora (hranljive komponente, pH vrednost, tem-
peratura, aktivhost vode, atmosferski pritisak, NaCl, drugi inhibitori i drugi mikro-
organizmi).

Definicija enterotoksogenih sojeva nije jasna buduéi da neki sojevi
poseduju gen za stvaranje enterotoksina, ali ga ne stvaraju. Prema podacimaiz lit-
erature neki sojevi koji mogu da stvaraju enterotoksine ne stvaraju ih u siru (EC,
20083).

Metode za dokazivanje enterotoksina / Methods for proving enterotoxins

Za dokazivanje enterotoksina koriste se tri tipa metoda: bioloSke me-
tode, metode molekularne biologije i imunoloSske metode.

BioloSke metode se zasnivaju na pracenju emeti¢ke aktivnosti na
majmunima i maci¢ima. Simptomi alimentarne intoksikacije toksinima stafilokoka
su zapazeni kada je doza unetog enterotoksina bila iznad 200 ng. Zbog slabe
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osetljivosti metode i teSkoée za njeno izvodenje ona nema viSe prakti¢nu pri-
menu.

Druga grupa metoda su metode molekularne biologije kao Sto je
lan¢ana reakcija polimeraze (polymerase chain reaction- PCR). Ovom metodom
dobijaju se podaci o prisustvu ili odsustvu gena za enterotoksin stafilokoka, a ne
dobija se informacija o prisustvu ili odsustvu ekspresije tog gena za vreme proiz-
vodnje i skladiStenja hrane. Ova metoda takode nije primenjiva za detekciju
enterotoksina stafilokoka u hrani. Medutim, ona omogucava karakterizaciju so-
jeva S. aureus izolovanih u slu¢aju alimentarnih trovanja.

Danas se za dokazivanje enterotoksina u hrani koriste imunolo$ke
metode, koje se zasnivaju na upotrebi specifi¢nih antitela za enterotoksine. De-
tekcija enterotoksina stafilokoka u hrani zahteva osetljivije metode od metoda
koje se koriste za ispitivanje enterotoksogenosti sojeva, posto koli¢ina enterotok-
sina stafilokoka u hrani moze da varira od manje od 0,1 do viSe od 20 ng/g hrane.
Stoga metode za dokazivanje enterotoksina treba da budu dovoljno osetljive za
procenu bezbednosti hrane.

Za dokazivanje enterotoksina u hrani razvijeno je nekoliko imuno-
loskih metoda: imunodifuzija, Radio imunoAssay (RIA), Reversed Passive Latex
Agglutination (RPLA) i Enzyme Immunoassay (EIA).

Na principu difuzije u gelu razvijene su tri metode za dokazivanje
enterotoksina stafilokoka. Prva metoda mikro slajd tehnike je bila prva semikvanti-
tativna metoda za dokazivanje enterotoksina stafilokoka u hrani. Ovom metodom
se moze dokazati 100 ng/ ml enterotoksina u hrani. Druge metode razvijene iz me-
tode gel difuzije nisu bile dovoljno osetljive za dokazivanje enterotoksina stafi-
lokoka u hrani.

Radio imunoassay je prva metoda dovoljno osetljiva da se dokaze
manje od 1 ng enterotoksina po gramu hrane. Medutim, priizvodenju ove metode
koriste se radionuklidi, kao $to je J'2%. Iz razloga bezbednosti pri radu sa radio-
nuklidima i problema pri odlaganju upotrebljenog materijala ova metoda se ne
koristi u vecini laboratorija.

U metodi Reversed Passive Latex Agglutination koriste se specifi¢na
antitela povezana za lateks partikule. Granica detekcije ove metode je 1 ng
enterotoksina stafilokoka po gramu hrane, pa nije adekvatna za detekciju malih
koli¢ina enterotoksina u hrani.

Razvojem Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) zamenjena
je upotreba RIA metoda za dokazivanje enterotoksina u hrani. Monoklonska an-
titela prema enterotoksinima stafilokoka su upotrebljena za razvoj ELISA sendvi¢
metode za primenu pri sluzbenoj kontroli proizvoda od mleka. Ovom metodom
moze se detektovati manje od 0,1 ng enterotoksina stafilokoka po gramu hrane.
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Kriterijumi za koagulaza pozitivne stafilokoke u hrani /
Criteria for coagulase-positive staphylococci in food

Diferenciranje enterotoksogenih sojeva od ostalih stafilokoka moguce
je samo na osnovu dokazivanja enterotoksina. lako danas ima razvijenih tehnika
za rutinsko dokazivanje enterotoksina stafilokoka u hrani, one su jo$ uvek skupe,
pa je uobi¢ajeno da se u hrani dokazuju stafilokoke sa osobinama patogenih
vrsta. Jedna od osobina patogenih vrsta je stvaranje koagulaze, pa je u "Pravilniku
o mikrobioloskoj ispravnosti namirnica u prometu" (Sl. list SRJ 26/93) predvideno
dokazivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka. Osim ako navedenim pravilnikom
za pojedine namirnice nije drugacije odredeno, namirnice u prometu ne smeju
sadrzavati koagulaza pozitivne stafilokoke u 0,01 gramui ili mililitru hrane. Sve ko-
agulaza pozitivne stafilokoke nisu i enterotoksogene. Entertotoksini stafilokoka su
otporniji na toplotu od ¢elija stafilokoka. Buduéi da je za nastanak alimentarnih in-
toksikacija potrebna odredena koligina enterotoksina koju stvara 10° do 108 ente-
rotoksogenih stafilokoka/g ili /ml hrane kriterijum koji je danas propisan u "Pravil-
niku..." (Sl. list SRJ 26/93) nije pouzdan za donoS$enje zaklju¢ka o bezbednosti
odredene hrane.

Na osnovu naucnih saznanja o uslovima za razmnozavanje koagulaza
pozitivnih stafilokoka i stvaranje enterotoksina u hrani, u koli¢ini koja dovodi do
alimentarnog trovanja, epidemiolo$kih podataka i metoda za dokazivanje entero-
toksina potrebna je promena dosadasnjih kriterijuma za koagulaza pozitivne stafi-
lokoke u hrani.

S gledista bezbednosti hrane samo enterotoksogeni sojevi S. aureus
predstavljaju rizik po zdravlje ljudi, a kriterijumi koji se primenjuju treba da sprece
stvaranje enterotoksina stafilokoka za vreme procesa proizvodnje i pojavu entero-
toksina u finalnom proizvodu. (Kati¢ i sar. 2000).

Broj S. aureus u mleku s farme je u korelaciji sa subklinickim masti-
tisima i varira od 10 do nekoliko hiljada po mililitru mleka (Asperger i sar., 2002;
Mijacevi¢, 1983). Mleko je dobar medijum za razmnozavanje S. aureus i stvaranje
enterotoksina (pogodan pH, visoka aktivhost vode, hranljive materije) pa se pri
temperaturi iznad 10 °C, broj S. aureus moze brzo poveéati ¢ak i u slu¢ajevima
kada je pocetni broj nizak.

S ciliem da se zastiti zdravlje ljudi, potreban je kriterijum za utvrdivanje
broja S. aureus. Ukoliko sirovo mleko sadrzi veliki broj S. aureus, za vreme
prerade mleka u proizvode moze dodi do stvaranja enterotoksina. Opisana su ali-
mentarna trovanja enterotoksinima stafilokoka posle konzumiranja maslaca i sira
proizvedenih od sirovog mleka. Stoga sirovo mleko namenjeno za preradu u pro-
izvode ne treba da sadrzi veliki broj S. aureus. Utvrdivanje mikrobiolo$kih kriteri-
juma za sirovo mleko, namenjeno za preradu u proizvode, ima znac¢ajnu ulogu u
zastiti zdravlja ljudi.

Kriterijumi za odredivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka, za sireve
proizvedene iz sirovog mleka ili termiziranog mleka, imaju zna¢ajnu ulogu u oceni
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tih proizvoda sa gledista bezbednosti po zdravlje ljudi. S. aureus moze biti prisu-
tan u sirovom mleku, a kombinacija vremena i temperature za vreme termizacije
nije dovoljna da u svakom slu€aju garantuje unistavanje velikog broja S. aureus.
Ako postoji moguénost da se enterotoksogeni S. aureus umnozi u velikom broju u
prvih 48 Casova proizvodnje sira, stvorie se i enterotoksin. Tokom zrenja i
skladistenja sira ¢esto dolazi do smanjenja broja S. aureus, medutim, enterotok-
sin ostaje prisutan za sve vreme roka upotrebe sira.

U zavisnosti od vrste sira kritiCan period za stvaranje enterotoksina su
prva 2 do 3 dana od pocetka proizvodnje sira, kada broj S. aureus moze da se
poveca. U kasnijim fazama proizvodnije sira broj S. aureus se obi¢no smanjuje i na
osnovu njegovog broja odredenog u tim fazama ne moze se dobiti prava informa-
cija o moguénosti stvaranja enterotoksina u siru.

Zbog intrinzik i ekstrinzik faktora, od kojih zavisi razmnoZzavanje S. au-
reus i stvaranje enterotoksina, nivo stvorenog enterotoksina u optimalnim labora-
torijskim uslovima u poredenju sa sumnjivim sirom mora biti mnogo veéi. Stoga
odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka ne moze biti kriterijum za
prisustvo enterotoksina stafilokoka u siru.

Tokom proizvodnje i skladiStenja svezeg sira, S. aureus moze da se
razmnozava i stvara enterotoksin, posebno ako u proizvodnju sira nije uklju¢ena
mle¢nokiselinska fermentacija. Kontaminacija S. aureus svezih sireva, naprav-
lienih iz termicki obradenog mleka, mozZe da nastane posle toplotne obrade, a vi-
soka aktivnost vode (0,94-0,96) i visoka pH vrednost (6,0-6,2) u surutki sira
omogucavaju razmnoZzavanje ovog mikroorganizma.

Pasterizacija mleka je efikasan postupak u eliminaciji S. aureus, pa
broj ovih mikroorganizama u mekom siru proizvedenom iz pasterizovanog mleka
ukazuje na kontaminaciju posle pasterizacije. Ukoliko je broj S. aureus visok u
prvih 48 ¢asova proizvodnije sira, postoji rizik od stavranja enterotoksina. Utvrde-
no je da se broj S. aureus smanjuje za vreme zrenja i skladiStenja mekog sira,
medutim, enterotoksin ostaje u siru za sve vreme roka upotrebe. Kriterijum za ko-
agulaza pozitivne stafilokoke je validan samo ako se primeni 48-72 Casa od
pocetka proizvodnje sira. Ako se sir ispituje posle tog vremena, umesto odredi-
vanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka treba ispitati sir na prisustvo entero-
toksina. Enterotoksini mogu da se dokazuju direktno u siru. Sir koji sadrzi entero-
toksine nije prihvatljiv za ishranu ljudi. Alternativno se moze prvo izvrSiti ispitivanje
sira na prisustvo TNaze. Ukoliko je reakcija na TNazu pozitivna, sir se obavezno
ispituje na prisustvo enterotoksina.

S. aureus moze da se razmnozava i stvara enterotoksine za vreme
proizvodnje mleka u prahu (npr. u tanku za skladiStenje zgusnutog mleka pre
susenja). Zbog nepovoljnih uslova za razmnozavanje S. aureus u mleku u prahu
tokom skladiStenja njegov broj se smanjuje. Medutim, odsustvo S. aureus ne
isklju€uje prisustvo enterotoksina stafilokoka, buduci da se oni mogu stvoriti pre
procesa suSenja. Medutim, ako se mleko u prahu koristi u pripremi odredenih
namirnica, S. aureus moze da se umnozava i stvara enterotoksine. Mleko u prahu i
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proizvodi koji sadrze mleko u prahu opisani su u slu¢ajevima alimentarnih intok-
sikacija toksinima stafilokoka.

Pri utvrdivanju mikrobioloSkih kriterijuma za bezbednost mleka u
prahu treba uzeti u obzir mogucnost da je doSlo do stvaranja enterotoksina u
mleku u prahu za vreme proizvodnje kao i mogucnost da je proizvod kontaminiran
bakterijom S. aureus posle proizvodnje. Stoga mleko u prahu treba ispitivati na
broj koagulaza pozitivnih stafilokoka i prisustvo enterotoksina.

S. aureus moze da se razmnoZzava tokom proizvodnje zamrznutih pro-
izvoda od mleka, ali ne i tokom njihovog skladistenja.

Zakljuéak / Conclusion

Alimentarne intoksikacije enterotoksinima stafilokoka nastaju kao po-
sledica konzumiranja hrane koja sadrzi enterotoksine koagulaza pozitivnih stafi-
lokoka, najceSc¢e S. aureus. Do danas ni u jednom slucaju alimentarnih intoksika-
cija enterotoksinima stafilokoka nisu dokazane koagulaza negativne stafilokoke.
Medutim, sve koagulaza pozitivne enterotoksogene stafilokoke ne stvaraju ente-
rotoksine u svakoj vrsti hrane. Stvaranje enterotoksina stafilokoka u hrani zavisi
od medusobnog odnosa brojnih faktora kao Sto su: aktivnost vode, pH, redoks
potencijal, temperatura i inhibitorno dejstvo drugih bakterija. RazmnoZavanje
enterotoksogenih stafilokoka i stvaranje enterotoksina u fermentisanim proizvo-
dima od mleka mogu da sprece bakterije mle€ne kiseline. Opste je prihvaéeno da
izolati poreklom od ljudi mnogo ¢eSée stvaraju enterotoksin nego izolati poreklom
od goveda i da su izolati stafilokoka iz obolelog vimena rezistentniji od izolata iz
zdravog vimena. Izolati stafilokoka iz hrane najceS¢e stvaraju enterotoksin A i
enterotoksin D.

Enterotoksini stafilokoka su mnogo otporniji na stetno delovanje oko-
line nego celije stafilokoka. Enterotoksini stafilokoka se normalno ne inaktivisu ili
veoma slabo inaktiviSu za vreme proizvodnje, skladiStenja, distribucije ili kulinar-
ske pripreme hrane. Stoga, ako su enterotoksogene stafilokoke mogle da se raz-
mnozavaju u hrani do broja veéeg od 10°-108 cfu/g ili/ml, pre nego &to su
uniStene, postoji rizik od intoksikacije toksinima stafilokoka.

Enterotoksogene stafilokoke mogu da se razmnozavaju i stvaraju
enterotoksin u prvim fazama proizvodnje sira kada je pH grusa vec¢i od 5,0 i kada
bakterije mle¢ne kiseline nisu prisutne u velikom broju. Period pogodan za
umnozavanje S. aureus u siru kre¢e se od nekoliko ¢asova do najviSe 48 ¢asova u
zavisnosti od vrste sira.

Buduc¢i da su enterotoksini stabilniji od ¢elija S. aureus mikrobioloskim
kriterijumima treba definisati grani¢nu vrednost za broj koagulaza pozitivnih stafi-
lokoka u ranoj fazi proizvodnije sira (2-3 dana od pocCetka proizvodnje), a grani¢nu
vrednost za enterotoksine u kasnijim fazama proizvodnje sira.
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Rizik od alimentarnih intoksikacija toksinima stafilokoka moze se sma-

njiti primenom dobre higijenske prake, dobre proizvodacke prakse i integrisanim
pristupom proizvodniji hrane zasnovanom na principima HACCP-a.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Literatura / References

.Asao T, Kumeda Y, Kawai T, Shibata T, Oda H, Haruki K, Nakazawa H, Kozaki S. An ex-

tensive outbreak of staphylococcal food poising due to low-fat milk in Japan:
estimation of enterotoxin A in the incriminated milk and powdered skim milk.
Epidemiol Infect 2003; 130: 33-40.

. Asperger H, Zangerl P. Staphylococcus aureus. In Encyclopedia of Dairy Sciences (eds

Roginski H, Fuquay JW, Fox P). Academic press, Elsevier Science, London,
2002; 2563-9.

. Baird-Parker AC. The staphylococci: an intraduction. J Appl Bact Symp 1990; Suppl.

1S-8S.

. Balaban N, Rasooly. Review — Staphylococcal enterotoxins. Int. J. Food Microbiol 2000;

61:1-10.

. Bayles KW, landolo JJ. Genetic and molecular analyses of the gene encoding staphylo-

coccal enterotoxin D. J Bacteriol 1989; 171: 4799-806.

. Bennett RW, Yetevoin M, Smith W. Staphylococcus aureus identification characters and

enterotoxigenity. J Food Sci 1986; 51: 1337-9.

. Bennett RW. Atypical toxigenic Staphylococcus and non-Staphylococcus aureus spe-

cies on the horizont? An update. J. Food Protect. 1996; 59(10): 1123-6.

. Bergdoll MS, Crass BA, Reiser RF, Bobbins RN, Davis PD. A new staphylococcal entero-

toxin F, associated with toxic-shock-syndrome Staphylococcus aureus iso-
lates. Lancet | 1981; 1017-21.

. Bergdoll MS. Staphylococcus aureus. In: Doyle MP (ed). Foodborne bacterial patho-

gens. Marcel Dekker, Inc, New York, Basel, 1989; 463-523.

Betley MJ, Schlievert PM, Bergdoll MS, Bohach GA, landolo IJ, Khan SA, Pattee PA, Re-
iser RF. Staphylococcal gene nomenclature. ASM Nws, 1990; 56: 182.

Bockelmann W, Krusch U, Engel G, Klijn N, Smit G, Heller KJ. The microflora of Tilsit
cheese. Part 1. Variability of the smear flora. Nahrung, 1997; 41: 208-12.

Bunci¢ O. Antagonisti¢ko delovanje laktobacila izolovanih iz fermentovanih kobasica
na razmnozavanje Staph. aureus i stvaranje enterotoksina. Doktorska diserta-
cija, Beograd, 1986.

Concon JM. Food toxicology (in two parts). Part B: contaminants and additives, Marcel
Dekker, Inc, New York, Basel, 1988; 802-3.

Council Directive 92/46, 1992, The health rules for the production and placing on the
market of row milk, heat-treated milk and milk-based products.

European Commission, Health & Consumer Protection Directorate-General, 2003,
Opinion of the Scientific Committee on Veterinary Measures Relating to Public
Health on Staphylococcal enterotoxins in milk products, particularly cheeses.

Fraser J, Arcus V, Kong P, Baker E, Proft T. Super antigens- powerful modifiers of the im-
mune system. Mol Med Today 2000; 6: 125-32.

Genigeorgies CA. Present state of knowledge on staphylococcal intoxication. Int. J
Food Mic 1989; 9: 327-60.

285



Vet. glasnik 62 (5-6) 275 - 287 (2008) Vera Kati¢: Znacaj koagulaza pozitivnih stafilokoka

za mikrobiolo$ku ispravnost hrane

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

Herten B, Board RG, Mead GC. Conditions affecting growth and enterotoxin production
by Staphylococcus aureus on temperature-abused chicken meat. Lett Appl
Mic 1989; 9: 145-8.

Jay MJ, Loessner MJ, Golden DA. Staphylococcal Gastroenteritis, In: Dennis R. Held-
man, editor, Modern food microbiology, VIl th edition, Springer, 2005; 545-90.

Kati¢ V, Stojanovi¢ L. Mikrobioloski kriterijumi za ocenu higijenske ispravnosti mleka i
proizvoda od mleka. J Sci Agric Research/Arh. poljopr. nauke, 2000; 61 (1-2):
147-58.

Khambaty FM, Bennett RW, Shah DB. Application of pulse field gel electrophoresis to
the epidemiological characterization of Staphylococcus intermedius impli-
cated in a food-related outbreak. Epidemiol Infect 1994; 113: 75-81.

Martin SE, Mayers ER, landolo JJ. Staphylococcus aureus In: Hui YH, Pierson MD, Gor-
ham JR (eds) Foodborne disease handbook, Vol. 1 Bacterial pathogens. New
York Basel: Marcel Dekker Inc. 2001; 345-81.

Mijacevi¢ Z. Biohemijska aktivnost stafilokoka u mleku pri razli¢itim tehnoloSkim
uslovima obrade i prerade mleka. Doktorska disertacija, Beograd, 1983.

Nout MJR, Notermans S, Rombouts FM. Effect of environmental conditions during
soya-bean fermentation on the growth of Staphylococcus aureus and produc-
tion thermal stability of enterotoxins A and B. Int J Food Microb 1988; 7: 299-
309.

Pravilnik o mikrobiolo$koj ispravnosti namirnica u prometu (Sl. list SRJ 26/93).

Papageorgiou AC, Acharya KR. Microbial super antigens: from structure to function.
Trends Microbiol 2000; 8: 369-75.

Roberts D. Bactera of public health significance. In: Meat Microbiology, Brown, M. (Ed).
Applied Science Publishers: London and New York, 1982.
Smith JL, Buchanan RL, and Palumbo SA. Effect of food components on staphylococ-
cal enterotoxin syntesis: a review. J Food Protec 1983; 46: 545-55.
Stojanovi¢ L. Uticaj ekoloskih Cinilaca na dinamiku stvaranja i odrzivost stafilokoknih
enterotoksina. Doktorska disertacija, Beograd, 1980.

Stojanovi¢ L, Bunci¢ O, Kati¢ V. Toksini aerobnih mikroorganizama u hrani. Zbornik ra-
dovaikratkih sadrzaja "11. savetovanja veterinara Srbije", Zlatibor, 1999; 50-5.

Tatini SR. Influence of food environments on growth S. aureus and production of
staphylococcal enterotoxins. J. Milk Fd. Tech. 1973; 36: 559-63.

Ulrich RG. Envolving superantigens of Staphylococcus aureus. FEMS Immunol Med Mi-
crobiol 2000; 27: 1-7.

Vaugh VC. Poisonous or sick cheese. Public Healt, 1884; 10: 241-5.

Yarwood JM, McCormick JK, Paustian ML, Orwin PM, Kapur V, Schlievert PM. Charac-
terization and sxpression analysis of Staphylococcus aureus pathogenicity is-
land 3. J Biol Chem 2002; 277: 1338-47.

286



Vet. glasnik 62 (5-6) 275 - 287 (2008) Vera Kati¢: Znacaj koagulaza pozitivnih stafilokoka
za mikrobiolo$ku ispravnost hrane

ENGLISH

SIGNIFICANCE OF COAGULASE-POSITIVE STAPHYLOCOCCI FOR
MICROBIOLOGICAL FOOD SAFETY

Vera Kati¢

Staphylococcal foodborne intoxication, in which major symptoms are vomit-
ing and diarrhoea, occurs after ingestion of thermostable staphylococcal enterotoxins pro-
duced in food by enterotoxigenic strains of coagulase-positive staphylococci. Staphylo-
coccal enterotoxins are normally not or only slightly inactivated during food processing,
storage, distribution or during the preparation of the food in the kitchen. Therefore, if
enterotoxigenic staphylococci are able to grow in food to more then 10° - 108 cfu/g/ml bef-
ore they are killed there is still a risk of intoxication with consumption.

The legislation of the Republic of Serbia lays down criteria for coagulase- posi-
tive staphylococci in food. However, the number of coagulase-positive staphylococci may
not always be a good indicator of the presence of staphylococal enterotoxins, and the
number of cells may have already decreased although the product still contains enterotox-
ins. The microbiological criteria for coagulase-positive staphylococci and/or staphylococ-
cal enterotoxins in food are essential and useful to protect public health.

Key words: coagulase-positive staphylococci, staphylococcal enterotoxins, food,
food safety

PYCCKUA

3HAYEHME KOAT'YJISA3 MOJIOXKUTEJIbHbIX CTA®UIIOKOKKOB AJ1
MWUPKPOBMOJIOT'MYECKOU NCNPABHOCTU KOPMA

Bepa KaTtuu

AnVMeHTapHble NHTOKCUKALMN KOPMOM, Y KOTOPbIX f1aBHbIA CUMNTOM pBOTa
1 Qnaps, BO3HMKAIOT Noc/ie BHOCA S3HTEPOTOKCMHOB, KOTOPbIE B KOPME CO34asn 3HTEPO-
TOKCUIEHHbIE LITAMMbl KOArynsas MoJSIOKUTENbHbIX CTa(UIOKOKKOB. OHTEPOTOKCUHbI
CcTahnIOKOKKOB HOPMasibHO UITN O4EHb Mario MHaKTUBUPYIOTCS BO BPEMS npoLecca npo-
U3BOACTBA, cknaaa, AMCTpubyLun unm BO BPeMS KyJMHApPHOW NoaroToBku kopma. OT-
TOro, HACKOMbKO Koaryns3a NosioXuTesbHble CTahUIOKOKKU MOTYT pa3MHOXaTbCs B
KopMe [0 uucna 6onbliero ot 105-108 ucpy/r/mn npexxae 4em, 4To 6yAyT MHUHTOXKEHDI,
noTpebneHve KopMma NnpeacTaBnseT co60iM PUCK OT MHTOKCUKaLMU.

B PernameHTe 0 MMKpPO6GMONOrM4EeCKOM NCMPaBHOCTY MULLEBBIX NPOAYKTOB B
obopoTe (Cn. Jinct CPIO 26/93) npegnvcaHHble KpUTEpUM A5 KOoarynssbl MOfoXu-
TenbHOro cTtaduioKokka B Kopme. Mexay TeMm, YMCMo Koarynsi3oB MOJIOXKUTENbHbIX
CcTadhnSIOKOKKOB He BCerfa XOopowwuid VHAMKATOP AN MPUCYTCTBUSA SHTEPOTOKCMHOB
CcTadhSIOKOKKOB, TaK Kak YMCII0 KNETOK MOXET YMEHbLUNTCS, @ YTO SHTEPOTOKCUH byaeT
NpUCYTCTBYOWMIA B KopMe. MUKPOOBUOMOrMHecKuin KpuTepuin Anst koarysaa MosfioxXu-
TeNbHOro cTadnIOKOKKa U/Mnn SHTEPOTOKCKHbI CTaUITIOKOKKOB B KOPME HEOHX0AUMbI
1 NONEe3Hbl ANS OXpaHbl 340POBbSA NOAEN.

KntoyeBble CroBa: Koarynsa noyioXXuUTerlbHOro CTadunoKoKKa, SHTEPOTOKCHUHBI
CTadMIIOKOKKOB, KOPM, 6€30MacHOCTb KopMa
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ZNACAJ BRUCELLA MELITENSIS ZA BEZBEDNOST HRANE'
IMPORTANCE OF BRUCELLA MELITENSIS FOR FOOD SAFETY

P. Sekulovski**

Bruceloza je zarazna bolest uzrokovana mikroorganizmima iz
roda Brucella. Razli¢iti pripadnici ovog roda zaraZavaju razlicite vrste
Zivotinja ukljucujuéi goveda, ovce, koze, svinje, pse, morske sisare i
mnoge druge. Infekcija ljudi nastaje direktno preko kontakta se zaraZe-
nim Zivotinjama ili preko proizvoda Zivotinjskog porekla, posebno ne-
pasterizovanog mleka, pavlake, sira i drugih proizvoda od mleka. Zas-
tupljenost bruceloze kod ljudi na Balkanu i u Mediteranskim zemljama
vec¢ nekoliko decenija unazad ne pokazuje tendenciju smanjenja. Pre-
porucene su preventivne mere za odrZavanje lance hrane bezbednim.

Kljucne reci: bruceloza, bezbednost hrane

Uvod / Introduction

Bruceloza je bakterijska zoonoza od globalne vaznosti. Uzro¢nik je
gram negativan fakultativno intracelularan patogen koji napada veliki broj raz-
licitih sisara ukljuCujudéi ljude, goveda, ovce, koze, svinje, glodare i vodene sisare.
U vecini domacina bolest primarno napada reproduktivni sistem sa istovremenim
gubitkom u produktivnosti obolelih Zivotinja. Kod ljudi je infekcija propra¢ena
razli¢itim manifestacijama i karakteristi¢énim povratnim febrilnim epizodama, pa se
ova bolest opisuje kao talasasta groznica. Bolest dovodi do jake iznurenosti i ima
izrazito dug tok $to potvrduje viS§e dokumentovanih sluajeva sa znacima poveza-
nim sa ovom bole$¢u i viSe od 30 godina. Veruje se da je jedna takva individua i
Florens Najtingejl, koja je podnosila bolest viSe od 25 godina propra¢enu prome-
nama u ponasanju (neurobruceloza) i spondilitisom koji ju je vezao za krevet 6 go-
dina.

Ozbiljnost ove bolesti i nedostatak humane vakcine doveli su do is-
traZivanja bruceloze kao bioloSkog oruzja. Americka vojska je 1954. razradivala
upotrebu Brucelle suis, ali promene u globalnoj politici su rezultirale zabranom
ovakvih napora propracenom konvencijom o bioloSkom i toksi¢nom oruzju iz
1972.

* Rad saops$ten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Dr sci med. vet. Pavle Sekulovski, docent, Fakultet veterinarske medicine, Skopje, Make-
donija / Doc. D-r Pavle Sekulovski, Fakultet za veterinarna medicina, Skopje, Makedonija
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OpSte karakteristike

Prema Hughesu (1897), kliniCku sliku bolesti kompatibilnu brucelozi
opisao je Hipokrat (oko 450 p.n.e.). Tokom XVIII i XIX veka nekoliko lekara je
povezalo slucajeve kontinuirane i intermitentne groznice sa brucelozom.Veéina
autoriteta se slaze da je prvi odgovarajuci opis bruceloze kao posebne bolesti dao
Marston (1861), lekar Britanske armije koji je tokom zime 1860. pisao o "Medite-
ranskoj gastri¢noj remitentnoj groznici' (Wilson, 1946).

Sir David Bruce (1887) je prvi izolovao uzro€nika bruceloze iz slezina
Cetvoro britanskih vojnika umrlih od MalteSke groznice i nazvao ga Micrococcus
melitensis. Ubrzo je (1888. i 1893.) objavio dopunske radove u kojima je dao
kratko klinicko razmatranje bolesti. Uspeva da bolest prenese na majmune. Is-
trazujuci bolest domorodaca u Ugandi, Mukinyo, 1910. godine otkrio je da se radi
o brucelozi, a da su izvor zaraze koze (Wilson, 1946).

Sada$nji sistem taksonomije roda Brucella zasnovan je na preporu-
kama Subkomiteta za taksonomiju Brucella Internacionalnog komiteta za bakteri-
olosku nomenklaturu 1963, i dopunjen u kasnijim izvestajima. Po tom sistemu tak-
sonomije brucele su podeljene u Sest vrsta : Brucella melitensis sa 3 biotipa,
Brucella abortus sa 7 biotipova, Brucella suis sa 5 biotipova, Brucella neotomae,
Brucella ovis, Brucella canis, Brucella ceti, Brucella pinnipedalis i Brucella microti
(International Committee on Systematics of Prokaryotes, Subcommittee on the
Taxonomy of Brucella, 2008).

Brucele su mali, sitni, nesporulirajué¢i gram negativni Stapici ili kokoba-
cili (0,5-0,7 x 0,6-1,5 um). Nemaju kapsulu, iako su slabo razvijene kapsule doka-
zane na svezim izolatima uz upotrebu specijalnih boja, ne boje se bipolarno. Po
gramu se boje gram negativno. Za diferenciranje od drugih bakterija koristi se bo-
jenje po Kozlovskom — brucele se boje crveno, a ostale bakterije plavo. Modificira-
nim Ziehl-Neelsen-ovim bojenjem pojavljuju se kao mali crveni kokobacili. Javljaju
se pojedinac¢no, u parovima, grupisani u gomilice ili u kratkim lancima od po
nekoliko bakterija u nizu. Ne poseduju flagele i nisu pokretne (Alton, 1988;
Markovi¢, 1983; Quinn i sar., 1994; Wilson i Miles, 1946).

Striktni su aerobi, a neki tipovi su karboksifilni (bolje rastu u prisustvu
5-10 % CO,). Katalaza pozitivni, oksidaza pozitivni (osim B. ovis i B. neotomae),
ureaza pozitivni (osim B. ovis), redukuju nitrate (osim B. ovis). Vodonik-sulfid proi-
zvode B. abortus, B. suis i B. neotomae. Brucele ne rastapaju zelatin, ne koaguliSu
mleko i ne produkuju indol. Vecina brucela razlaze D-ribozu, D-galaktozu, alanin,
asparagin i glutaminsku kiselinu (Sokolovski, 1992; Markovi¢, 1983; Kelser i
Schoening, 1948; Gillespie i Timoney, 1992).

Rast na ¢vrstim podlogama je spor, nakon 2 dana kolonije su jedva
vidljive, a maksimalnu veli¢inu dostizu nakon 5-7 dana. Nakon 3-5 dana inkuba-
cije na Gvrstoj selektivnoj podlozi izrastaju tackaste, glatke, blistave, plavicaste,
providne kolonije. Starenjem kolonije postaju zamucene i dostizu dijametar od
2-3 mm (Quin i sar., 1994).
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Bruceloza

Bruceloza je bolest ljudi i Zivotinja, posebno domacih zivotinja, pa su
stoga ovce, koze, goveda, svinje, psi najvazniji izvori infekcije ljudi. Svaka vrsta
brucela ima svog primarnog domacina, mada se i neke druge vrste farmskih i
domacih Zivotinja, kao §to su konj, bufalo, kamila, bizon, jak, javljaju kao domacini
i izvori infekcije ljudi, $to je posledica sposobnosti brucela da migriraju sa jednog
domacina na drugog. B. melitensis i B. abortus su najsposobnije za migriranje, pa
se mogu naci u veoma velikom broju razli€itih Zivotinjskih vrsta. Migracija B. suis i
B. ovis je izuzetno retka. Osim domacih Zivotinja, registrovan je veliki broj divljih
zivotinja i ptica inficiranih brucelama. U vecini sluCajeva one ne predstavljaju
nezavisan izvor infekcije ve¢ se zaraza na njih prenosi na zajednic¢kim pasnjacima
u onim rejonima u kojima postoji epizootija bruceloze domadih Zivotinja. Prestan-
kom epizootije domacih zivotinja, prestaje njeno Sirenje i na divlje Zivotinje. Za-
belezni su samo sporadi¢ni slu€ajevi prenoSenja na ljude sa divljih Zivotinja (El-
berg, 1981; Sokolovski, 1992).

U nezarazena stada bruceloza se unosi zarazenim Zzivotinjama, kli-
conoSama, koje su bez klini¢kih simptoma, a za vreme porodaja ili pobacaja, a i
mlekom izluuju ogromne koli€ine brucela. KliconoSama se zaraza Siri i na za-
jedni¢kim padnjacima, gde mogu oboleti i druge vrste pa i divlje Zivotinje. Zivotinje
se zaraze najceS¢e oralnim putem, pasuci travu i preko sluzokoze disajnih or-
gana. Zarazene zivotinje izlu€uju brucele mlekom, mokra¢om, fekalijama, ejaku-
latom, vaginalnim sekretom. Iscedak iz nosa domacih Zivotinja nije infektivan.
Najveci izvor zaraze pretstavljaju fetus, placenta i plodove ovojnice. Gnoj iz ab-
scesa takode moze da sadrzi veliki broj brucela.

Glavni nagini prenoSenja bruceloze na ljude su ingestija i kontakt. In-
fekcija je moguca i kao posledica inhalacije i akcidentalne inokulacije.

Ingestija — Nastaje uglavnom kroz mukozne membrane gornjih delova
intestinalnog aparata. Brucele mogu uéi i kroz mukoznu membranu Zeluca ako je
kiselost Zeluda¢nog soka smanjena ili je isti veoma razreden (Elberg, 1981).

Kontakt — Pri kontaktnim infekcijama, brucele najée$ée ulaze u ljudsko
telo preko koze ruku, sa kojih mogu biti prenete na konjunktive i na ostale sluzo-
koZze. Najvedi rizik od zaraze postoji pri pomaganju pri porodaju ili pobacaju i ma-
nuelnom odvajanju posteljice, zbog moguceg izlaganja velikom broju brucela u
vreme kada je koza ruku razmeksSana. Ruéna muza, SiSanje ovaca, klanje i obrada
zaklanih obolelih zivotinja su takode Cesti nacini kontaktne infekcije (Elberg,
1981).

Inhalacija — Dokazana je eksperimentalno ali i epidemioloSkim nala-
zima pri izbijanju bruceloze u nekoliko klanica. Ovaj nacin prenosenja i Sirenja za-
raze je veoma Cest i medu laboratorijskim radnicima koji se bave manipulacijom
sa zivim kulturama brucela i spravljanjem vakcina. Aerogeno zarazavanje je mo-
guce i preko praSine u torovima i Stalama u kojima borave obolele Zivotinje (El-
berg, 1981).
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Slika 1. Status bruceloze ovaca i koza u EU, 2006. /
Figure 1. Status of brucellosis in sheep and goats in EU, 2006

Inokulacija — Do zaraze inokulacijom zivih brucela dolazi veoma retko,
slu€ajno, pri rukovanju iglama, Spricevima i zivim vakcinama (Elberg,1981).

Interhumano prenosenje bruzeloze se uglavnom ne javlja, mada pos-
toje retki slucajevi koji ukazuju na seksualnu transmisiju.

Tabela 1. Pregled zemalja EU koje su prijavile pojavu Bruceloze u 2006. /
Table 1. Survey of EU countries that have reported incidence of brucellosis in 2006

Broj zemalja ¢lanica koje
prijavijuju / Number of
member-states that report

Zemlje / Countries

Sve zemlje ¢lanice osim: CZ, DK, HU, LU, SL/
All member-states except: CZ, DK, HU, LU, SL

Ljudi / Humans 20 Nelanice: BG, IS, LI, NO, RO /
Non-members: BG IS. LI, NO, RO
Hrana / Food 3 Zemlje &lanice: BE, IT, PT / Member-states: BE, IT PT
y Zemlje Clanice: sve osim MT /
Zivotinje / Animals 24 Member-states: All except MT

Nedlanice: CH, NO, RO / Non-members: CH, NO, RO
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Grafikon 1. Pojava humane bruceloze u non-OBF zemljama ¢lanicama EU /

Graph 1. Incidence of human brucellosis in non-OBF member-states of EU
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Grafikon 2. Starosna distribucija humanih slu¢ajeva bruceloze u EU, 2006 /

Graph 2. Age distribution of brucellosis cases in humans in EU, 2006

293



Vet. glasnik 62 (5-6) 289 - 299 (2008) P. Sekulovski: Znacaj Brucella melitensis za
bezbednost hrane

140

120 /“\

3 8
4
I~

Confirmed cases

Grafikon 3. Sezonska distribucija humanih slu¢ajeva bruceloze u EU, 2006 /
Graph 3. Seasonal distribution of brucellosis cases in humans in EU, 2006

Dokazi o opasnosti hrane

Bruceloza nazalost jo$ uvek uzrokuje veliki broj oboljenja kod ljudi
posebno u zemljama na niskom stepenu ekonomskog razvoja. Nedostatak kon-
trolnih programa za suzbijanje bruceloze, nedovoljna edukacija potrosaca i nedo-
statak navike termiCke obrade mleka, glavni su razlozi Sirenja bruceloze medu lju-
dima.

Mileko i proizvodi od mleka

U regionima gde je bruceloza zivotinja endemi¢na, zaraza se na ljude
najé¢eSc¢e prenosi konzumacijom mileka i proizvoda od mleka. Termi¢ka obrada
mleka (pasterizacija i sterilizacija) pre njegove dalje prerade i pustanja u promet,
najsigurniji je nacin spre¢avanja njenog Sirenja na ljude.

Obijavljeni podaci o rezistentnosti brucela na termi¢ku obradu su ug-
lavhom &esce prezentovani u obliku letalne ili neletalne kombinacije vreme/tem-
peratura nego u obliku D- ili z- vrednosti. Pored toga, retko se navode inicijalni
nivoi kontaminacije. Ve¢ina podataka je dobijena upotrebom komercijalnih pas-
terizatora i eksperimentalno. Prema Stumbou, brucele u mleku imaju D-vrednost
pri 65,6°C od 0,10 do 0,20 minuta i z-vrednost izmedu 4,4°C i 5,6°C.

Metodi proizvodnje koji se koriste za odredene tipove sireva (tvrde
sireve) elimini$u brucele ili termi¢kim tretmanom na pocetku procesa proizvodnje
ili za vreme zrenja kombinovanim delovanjem smanjene aktivnosti vode i niske pH
vrednosti. Cesta je praksa zadrzavanja sireva za empirijski odredeni vremenski
period u magacinima pre njihove prodaje potrosacima.
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Kod mekih sireva prezivljavanje brucela zavisi od pH vrednosti proiz-
voda, koncentracije soli u salamuri i temperature skladiStenja. Nijedan od ovih
faktora ne garantuje odsustvo brucela u siru u vreme njegovog plasmana na
trziSte. Zbog toga se smatra da je upotreba termicki obradenog mleka za proiz-
vodnju mekih sireva neophodna da bi se brucele eliminisale iz finalnog proizvoda.
Fosfataza test, sa odredenim limitacijama, moze se koristiti za proveru da li je
mleko koje se Koristi za proizvodnju ovih vrsta sireva pravilno pasterizovano.

lako je optimalan pH za rast brucela 7,3-7,5, one su sposobne za raz-
mnoZzavanje i pri niskim pH vrednostima, od 4,5 do 5,1. Brucele prezivljavaju u
vestacki kontaminiranim fermentisanim proizvodima pri temperaturama hladenja
od 4-10°C i vise od 100 dana. U puteru prezivljavaju vise od 56 dana pri tempera-
turama od 4°C i 20-25°C (Zuniga, 2005).

Tabela 2. Uzorci mleka i sira testirani na brucelozu u EU, 2006 /|
Table 2. Samples of milk and cheese tested for brucellosis in EU, 2006

Opis / N Pozitivni /| % Pozitivni /
Description Positive % Positive
Sirovo kravje mleko / Raw cow’s milk
Belgija / Belgium Za preradu / For processing 73,482 0 0
Italija / Italy 12,845 109 0,8
Sir od kravljeg mleka / Cheese made from cow’s milk
ltalija / Italy Mek i polumek sir / 192 0 0

Soft and semi-soft cheese
ltalija / Ttaly 52 0 0

Sir od ov¢ijeg mleka i mleka drugih vrsta Zivotinja / Cheese made from milk of sheep and other animals

Kozje mleko, mek i polumek sir /

italija / Jtaly Goat’s milk, soft and semi-soft cheese 40 0 0
- Ovcije mleko, mek i polumek sir /

Walija / Italy Sheep’s milk, soft and semi-soft cheese 42 0 0

Italija / Italy Bafalo / Buffalo 217 0 0

ltalija / Ttaly Nespecificirano mleko / 104 0 0

Non-specified milk

Radi ilustracije spomenimo dva sveza slucaja alimentrane bruceloze
prouzrokovane konzumacijom milec¢nih proizvoda.

épanija 2002 - U periodu januar-mart 2002 u Andaluziji (oblast u
épaniji) zabelezeno je 11 slucajeva alimentarne bruceloze (Mendez, 2003). Svih
11 osoba je obolelo posle konzumacije nepasterizovanog kozjeg sira sa jedne
farme. Niko od obolelih nije pripadao rizicnim kategorijama niti je imao direktan
kontakt sa obolelim Zivotinjama.

Grc€ka 2008 - Najsveziji sluCaj alimentarne bruceloze zabelezen je ove
godine u Grc¢koj. Od 1. aprila pa do 17. juna 2008. na ostrvu Tasos, prijavljeno je
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55 slucajeva bruceloze ljudi. Od toga, 53 je konzumiralo nepasterizovano mleko
i/ili mle¢ne proizvode; 8 lica se bavilo visokorizi¢nim poslovima (6 vlasnika stada i
2 mesara), a 9 osoba je imalo kontinuiran kontakt sa ovcama i kozama (Vorou i
sar., 2008).

Meso i organi Zivotinja

Meso i organi obolelih zZivotinja od bruceloze jo$ uvek izazivaju po-
lemiku u nau€nim krugovima kao vektori i uzro€nici bruceloze ljudi. Jedine do
sada publikovane podatke u kojima se izveStava o izolaciji Brucelle melitensis iz
mesa obolelih Zivotinja (koza) objavili su Rabndhawe i Kalre (1970), kao i Entela
(1960) koiji je iz tri uzorka vratne muskulature uspeo da izoluje Brucellu melitensis.
Brojni drugi naucnici izveStavaju o izolaciji brucela iz slezine, bubrega, ilija¢nih
limfnih ¢vorova (Entel 1959, 1960), pluca, jetre, mozga (Ribeiro, 1990), testisa,
oka, zglobova (Garin-Bastuji, 1990), vimena, supramamarnih limfnih ¢vorova,
uterusa (Pefanis, 1988) i submaksilarnih limfnih ¢vorova (McCullough, 1951).

Nasim istrazivanjima u Makedoniji u periodu od 1996-1997, iz mesa
ovaca obolelih od bruceloze nismo uspeli da izolujemo brucele. I1zolacija iz limfnih
¢vorova i organa je bila uspeSna pri ¢emu smo utvrdili zastupljenost od 6% u
ilijaénim medijalnim limfnim ¢vorovima, 18% u supramamarnim limfnim &voro-
vima, u slezini 10%, jetri 4% i bubrezima 8% (Sekulovski i sar., 1997)

Odrzavanje prehrambenog lanca bezbednim /
Keeping the food chain safe

Uzimajuci u obzir sve prethodno navedeno i iskustva drugih zemalja,
ocito je da se najveci broj ljudi zarazi brucelom putem konzumacije mleka i proiz-
voda od mleka, kao i u direktnom kontaktu sa obolelim Zivotinjama. Zbog toga je
neophodno preduzimanje mera za odrzavanje lanca hrane bezbednim, ¢ime bi se
sprecilo Sirenja bruceloze kako medu ljudima tako i medu Zzivotinjama.

U tom pogledu treba preduzeti slede¢e mere:

- pracenje epidemioloske i epizootioloske situacije na endemo-epide-
mijskim podrucjima;

- rano otkrivanje obolelih, utvrdivanje izvora zaraze i nacina Sirenja;

— Sira epidemioloska i laboratorijska istrazivanja na endemo-epide-
mijskim podrucjima;

— spreCavanje ulaska mleka poreklom od obolelih Zivotinja u lanac
hrane;

— obavezna pasterizacija mleka ovaca i koza;

— kontrola pasterizacije fosfataza testom;

- u slu€aju klanja seropozitivnih Zivotinja, neSkodljivo uklanjanje unu-
traSnjih organa i upotreba mesa pod strogim nadzorom veterinarske inspekcije;
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— informisanost zdravstvene i veterinarske sluzbe o pojavi bruceloze
kod ljudi i Zivotinja;

— sistematski pregledi svih profesionalno izloZenih lica na zarazenom
podrucju;

— zdravstveno-vaspitni rad sa stanovnistvom (da ne piju nekuvano
mleko i ne jedu mle¢ne proizvode od nepasterizovanog mleka, koristiti samo do-
voljno kuvano ili pe¢eno meso);

- edukacija zaposlenih u klanicama, mesarama i mle¢noj industriji;

— edukacija lovaca o kori§¢enju zastitnih sredstava prilikom obrade
zivotinja i

— dezinfekcija kontaminiranih povrsina, obavezno uklanjanje placen-
te, izluCevina i fetusa zivotinja koje su abortirale.
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ENGLISH
IMPORTANCE OF BRUCELLA MELITENSIS FOR FOOD SAFETY
P. Sekulovski

Brucellosis is an infectious disease caused by members of the Brucella spp.
Various species of Brucella spp. infect different animals including cattle, sheep, goats,
pigs, dogs, sea mammals and a variety of other animals. Infection of humans occurs di-
rectly via contact with infected animals or through animal products, in particular unpasteur-
ised milk, cream, cheese and other dairy products. The incidence of brucellosis in humans
in the Balkan and Meditteranean countries has not shown any declining tendency in pre-
vious decades. Preventive measures for keeping the food chain safe are recommended.

Key words: brucellosis, food safety

PYCCKUN

3HAYEHUE BRUCELLA MELITENSIS A1 BESONMACHOCTU KOPMA
M. Cekynoscku
Bpyuennés - 3apasHas 601e3Hb, 00yCnoBNEHHAA MUKPOOPraHn3Mamm m3
poga Brucella. Pa3nu4yHble XXUBOTHblE, MpUHaanexalume 3aToMy pogy 3apaxxatoT pas-

JIN4Hble BUAbl XXUBOTHbIX, BKO4Yad prl'leII?I pOFaTbII?I CKOT, OBLbl, KO3bl, CBUHbW, CO-

298



Vet. glasnik 62 (5-6) 289 - 299 (2008) P. Sekulovski: Znacaj Brucella melitensis za
bezbednost hrane

6akun, MOpcKMe mnekonuTaroLwye n MHorme gpyrue. Mindekuus niogen Bo3HMKaeT NpsMo
Yepes KOHTAaKT C 3apaXXEHHbLIMU XXMBOTHbBIMU UM Yepe3 >KMBOTHbIX MPOAYKTOB, OTAENbHO
HernacTepmM3oBaHHOr0 MOJIOKa, CMMBOK, Cbipa M APYrMx MOMOYHbIX NpoaykToBs. pea-
cTaneHHocTb bpyuennésa y nogen B bankaHcknx n CpeamseMHOMOPCKNX CTPaHax yxxe
HEeCKOJIbKO JECATUNeTUI Ha3aj He NoKasbiBaeT TeHAEHUMIO yMeHbLueHus. MNpeBeHTuB-
Hble Mepbl AN COA4epP>XXaHNs NMULLEBON Lieny 6e30nacHo peKoOMeHA0BaHbI.

Kntoyesble cnosa: 6pyuennés, 6esonacHoCcTn Kopma
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KONTROLA LISTERIA MONOCYTOGENES U POGONIMA ZA
PROIZVODNJU HRANE®
CONTROL OF LISTERIA MONOCYTOGENES IN FOOD PRODUCTION
PLANTS

Mirjana Dimitrijevié, N. Karabasil, NataSa Kilibarda, V. Teodorovic,
M. Z. Balti¢™®

L. monocytogenes je ustanovijena u razli¢itim pogonima za proiz-
vodnju hrane, ukljucujuci mlekare, klanice, pogone za obradu i pre-
radu ribe, kao i one za pripremu hrane spremne za jelo (RTE-Ready to
eat ), Sto se razmatra kao primarni mehanizam kontaminacije hrane
ovom bakterijom. Kontaminirana proizvodna oprema je takode brojna i
raznolika, jer poseduje pojedine delove koji su nepristupacni za pro-
pisno ¢iséenje i dezinfekciju. Temperatura, mesto, kao i materijal radne
povrsSine takode su povezani sa kontaminacijom pogona ovom bakteri-
jom.

Dosadasnja istraZivanja su doprinela boljem razumevanju nacina
i vremena kontaminacije namirnica u toku proizvodnog procesa, ali i
dalje ima nerazjasnjenih problema, medu kojima je svakako najveéi ad-
herencija bakterija i stvaranje biofilma, pri cemu je bakterija u tom
stanju otpornija na tzv. stres faktore koji se uobicajeno koriste u industiji
hrane u cilju dekontaminacije povrsina sa kojima hrana dolazi u kon-
takt.

Kontrola L. monocytogenes u pogonima za proizvodnju hrane
moguca je prvenstveno primenom integrisanog programa, kompatibil-
nog sa sistemima Hazard Analisys Critical Control Point (HACCP) i
Good Hygienic Practice (GHP), neophodnih u proizvodnji hrane
bezbedne za potrosaca. U osnovi, kontrolne mere koje mogu da dopri-
nesu smanjenju uc¢estalosti nalaza L. monocytogenes u gotovom proiz-
vodu, kao i smanjenju nivoa kontaminacije ovom bakterijom su sa

* Rad saops$ten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Dr sci. med. vet. Mirjana Dimitrijevi¢, docent, dr sci. med. vet. Nedeljko Karabasil, docent,
Katedra za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla, Fakultet veterinarske medi-
cine, Beograd; mr sci. med. vet. NataSa Kilibarda, Veterinarski specijalistiCki institut
"Subotica", Subotica; dr sci. med. vet. Vlado Teodorovi¢, redovni profesor, dr sci. med. vet.
Milan Z. Balti¢, redovni profesor, Katedra za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog
porekla, Fakultet veterinarske medicine, Beograd
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Jjedne strane vezane za postupke higijene u proizvodnom procesu, a sa
druge za tehnoloske postupke u njemu.

Kljuéne reci: Listeria monocytogenes, pogoni za proizvodnju hrane,
kontrola

Alimentarna listerioza / Alimentary listeriosis

Termin "alimentarna listerioza" se koristi za pojavu listerioze kod ljudi,
nastalu kao posledica infekcije preko hrane, i najéeSée je povezana sa nedovolj-
nim znanjem o patogenim bakterijama koje se mogu preneti hranom i izavati obo-
lienja. Serijom izbijanja infekcija u Severnoj Americi tokom osamdesetih godina,
generalno je prihvaceno da je hrana glavni izvor infekcije i sredstvo prenosenija lis-
terioze na ljude. lako je listerioza relativno retko oboljenje kod ljudi (sa manje od
deset slucajeva na milion osoba), veoma je aktuelno i zabrinjavajuée, s obzirom
na visoku stopu mortaliteta (od 20%) (Gellin i Broome, 1989). Manifestacije liste-
rioze kod ljudi mogu se podeliti u dve kategorije: invazivna (septikemi¢na forma) i
ne-invazivna listerioza.

Invazivnoj listeriozi prethodi inicijalna infekcija digestivhog trakta sa
L.monocytogenes , nakon koje dolazi do infekcije drugih organa i tkiva kao $to su
gravidni uterus, CNS, ili viSe organa odjednom. Ovaj oblik infekcije je redak, sa
ucestalo$éu na godi$njem nivou od 2-9 slu¢ajeva na milion, ali sa visokom sto-
pom smrtnosti, koja se kre¢e od 20% do 30% (Mead et al., 1999; Anonymous
2003a). Vreme inkubacije kod ove forme oboljenja varira od jednog dana do
nekoliko nedelja. Infektivha doza je nepoznata i pretpostavlja se da je individualna
(Crum, 2002).

Neinvazivna listerioza (koja je ozna¢ena kao febrilni listerialni gastro-
enteritis) pra¢ena je tokom mnogobrojnih epidemija gde su se u vecini slucajeva
ispoljavali simptomi gastroenteritisa (dijareja, temperatura, bolovi u glavi i
reli i sar., 2000; Sim i sar., 2002 ). Ove epidemije su uglavhom nastale kao posle-
dica ingestije visokih doza L. monocytogenes (1.9x10°-1.6x10° cfu/g) od strane
klinicki zdravih osoba (Frye sar., 2002). Stopa incidencije i faktori uklju¢eni u ovu
infektivnu formu neinvzivne listerioze jo$ uvek nisu u potpunosti poznati.

Prisustvo L.monocytogenes u namirnicama animalnog porekla /
Presence of L. monocytogenes in foods of animal origin

Kao najceséi izvor infekcije kod ljudi smatra se kontaminirana hrana
(oko 90% obolelih) (Mead et al., 1999). Kao kontaminent L. monocytogenes se
pojavljuje kod mnogih vrsta namirnica, kako animalnog, tako i biljnog porekla.
Mnoge domace i divlje zivotinje (ovce, krave, koze, zeCevi, psi, macke, jeleni i
pili¢i) mogu pasivno da nose uzro¢nika, a samim tim i da predstavljaju zna¢ajan

302



Vet. glasnik 62 (5-6) 301 - 315 (2008) Mirjana Dimitrijevi¢ i sar.: Kontrola Listeria
monocytogenes u pogonima za proizvodnju hrane

rezervoar ovog mikroorganizma. Epidemiolo$ko-epizootioloski aspekt listerioze
(rasprostranjenost L. monocytogenes u Zivotnoj sredini i hrani), otkrivanje izvora
zaraze i nacin prenoSenja na ljude i zivotinje, veoma je Cest predmet izu¢avanja
brojnih istrazivaca. Ustanovljeno je da njeno prisustvo u hrani moze biti posledica
postprocesne kontaminacije u proizvodnoj okolini, unakrsne kontaminacije usled
manipulacije hranom, ili nakon kontakta sa kontaminiranim povr§inama ili dru-
gom hranom u okolini skladistenja.

Tabela 1. Epidemije alimentarne listerioze /
Table 1. Epidemics of alimentary listeriosis

Broj sluc¢ajeva

Izvor infekcije / Godina / (smrtnih) / Zemlja / Reference /

Source of infection Year Number of cases Country Reference
(fatalities)

Pasterizovano mleko / A

Pasteurized milk 1983 49 (14) USA Fleming i sar. 1985

Meksicki sir / Mexican cheese 1985 142 (48) USA Linnan i sar. 1988

Meki sir / Soft cheese 1983-87 122 (34) Svajcarska Bille 1990

Pate / Pate 1987-89 | 366 (nepoznat) |UK McLauchlinisar. 1991

Blue mould ili tvrdi sir / 1989-90 27 (nepoznat) |Danska Jensen i sar. 1994

Blue mould or hard cheese
Rakovi@ / Shellfish? 1989 10 (0) USA Riedo i sar. 1994
Procesirano meso ili pate /

Processed meat or pate 1990 11 (nepoznat) [Australija Watson i Ott 1990
Svinjski jezici u zeleu / g )

Pig tongues in gelatin 1992-93 279 (85) Francuska Goulet i sar. 1993
Rillettes / Rillettes 1993 38 (1) Francuska Goulet i sar. 1998
Salata od pirin¢a2 / - .

Rice salad? 1993 18 (0) Italija Salamina i sar. 1996
Cokoladno mlekoa / .

Chocolate milké 1994 48 (0) USA Dalton i sar. 1997
Pastrmka / Trout 1994-95 8 (2) Svedska Ericsson i sar. 1997
Sir od sirovog mieka / 1995 20 (0) Francuska Goulet i sar. 1995

Cheese made from raw milk
Pastrmka @ / Trout* 1997 5 (0) Finska Miettinen i sar. 1999

Salata od tune i kukuruza 2 /

Tuna and corn salad? 1997 1566 (0) Italija Aureli i sar. 2000
Mesni proizvodi /

Meat products 1998 40 (4) USA Anonymous 1998
Rillettes / Rillettes 1999-2000 10 (3) Francuska De Valk i sar. 2001
Svinjski jezici u zeleu / y )

Pig tongues in gelatin 1999-2000 32 (5) Francuska De Valk i sar. 2001
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nastavak Tabele 1. / cont, Table I

Der té;;gem”;:f" / 2000 29 (4) USA Anonymous 2000
RTE meso @/ RTE meat? 2000 7 (0) Novi Zeland |Sim i sar. 2002
RTE meso @ / RTE meat? 2000 21 (0) Novi Zeland |Sim i sar. 2002
Meksicki sir / Mexican cheese 2000-01 12 (0) USA Anonymous 2001
Curetina? / Turkey? 2001 16 (0) USA Frye i sar. 2002

Legenda: 2 ...gastroenteritis / gastroenteritis

Tako je L. monocytogenes izolovana iz razliCitih namirnica, ali
najcesce iz sirove hrane. lako je nadena u sirovoj ribi i mleku, ¢ini se da je ova bak-
terija prisutnija kod govedeg, svinjskog i zivinskog mesa (Johansson i sar. 1999,
Jayarao i Henning 2001). Nalaz L. monocytogenes u hrani spremnoj za jelo (RTE),
koja obuhvata Sirok spektar razli¢itih namirnica, kre¢e se od niskog do veoma vi-
sokog. Narociti rizik predstavljaju proizvodi kod kojih je u toku proizvodnje uk-
lju¢ena manipulacija, kao na primer, slajsovanje. Hladno dimljeni proizvodi od
ribe predstavljaju takode, veoma rizicne namirnice (Johansson i sar. 1999, Lon-
carevic i sar. 1996, Dimitrijevi¢ 2007). Ustanovljeno je da je nalaz ovog patogena
vec¢i kod vakuum pakovanih proizvoda od ribe, nego kod nevakumiranih (Keto i
Rahkio 1998, Dimitrijevi¢ 2007). Medu mlecnim proizvodima, naro€ito meki sirevi
su Cesto kontaminirani ovom bakterijom, ali se listerija takode moze naci i u dru-
gim sirevima i mle¢nim proizvodima.

Prisustvo L.monocytogenes u pogonima za proizvodnju hrane /
Presence of L.monocytogenes in food production plants

Poznato je da je L. monocytogenes Siroko rasprostranjena u prirodi,
pa stoga postoji velika verovatnoca da se hrana ¢esto moze kontaminirati tokom
proizvodnje i skladiStenja i na taj nacin postati izvor infekcije za ljude (Shema 1).
Ustanovljeno je da je ova bakterija ¢est kontaminent proizvodnih pogona.Doka-
zana je i u sirovinama, proizvodnoj okolini, na opremi i u finalnom proizvodu (Dau-
phin i sar., 2001; Fonnesbech i sar., 2001; Berrang 2002; Hansen i sar., 2006).
Izolovana je kako iz delova pogona gde se obraduje sirovina, tako i u delovima
nakon termicke obrade (Thevenot i sar., 2005). Ustanovljena je u razli¢itim pogo-
nima za proizvodnju hrane, uklju€ujuci mlekare, klanice i one za pripremu hrane
spremne za jelo (RTE). Uglavnom je viSe bila prisutna u proizvodnoj okolini i de-
lovima koji nisu u kontaktu sa namirnicama. Stoga, kontaminacija proizvodne
okoline ne mora uvek da uslovi kontaminaciju opreme unutar iste fabrike (Prit-
chard i sar., 1995). NajceS¢e navedena mesta na kojima je dokazana ova bak-
terija, a koja nisu u dodiru sa hranom su podovi, zidovi, kamioni, cipele, vrata,
kvake na vratima i toaleti (Norton i sar., 2001; Suihko i sar., 2002). Mesta u kon-
taktu sa hranom uglavnom budu kontaminirana od proizvodne opreme, ali je
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takode oprema radnika zabelezena kao rezervoar L. monocytogenes. Kontamini-
rana proizvodna oprema je brojna i raznolika, a ukljuCuje kontejnere, bazene za
prihvat namirnica, masine za hladenje i smrzavanje, maSine za skidanje koze,
secenje, rezanje, filetiranje i pakovanje (Aguado i sar., 2001; Miettinen i sar., 2001;
Norton i sar., 2001; Chasseignaux i sar., 2002; Lunden i sar., 2002; Suihko i sar.,
2002). Kako ova oprema ima pojedine delove koji su nepristupacni, tesko se Ciste
i dezinfikuju, stoga ne iznenaduje Cest nalaz Listeria monocytogenes na njima.

N Obrada Finalni
Obrada / .
zlrovmta /'a[ —>! temperaturom/ Processin proizvod /
aw materl » » | Heat processing ¢ Finished product
'\\ f
Proizvod tokom obrade /
Product during processing

Procesna oprema /
Processing equipment

! I I
Ostale sirovine / Okruzenje / Ljudi /
Other raw materials Environment Humans

Shema 1. Moguéi putevi kontaminacije gotovog proizvoda /
Schematic presentation 1. Possible pathways of contamination of finished product

U radovima Chasseignaux i sar. (2002) se navodi da su temperatura i
mesto radne povrsine takode povezani sa nalazom listerija u proizvodnim pogo-
nima. Dokazana je na radnim povrSinama pri niskim temperaturama, dok je nalaz
maniji pri vis§im temperaturama (>10°C). Isti autori takode ukazuju na to da su ma-
terijal i stanje povrSine bitni za prisustvo listerija na njima, koje je vete na
oSteé¢enim, neravnim povrSinama, ali i na onim koje nisu od metala.

U klanicama za goveda i svinje L. monocytogenes je takode prisutna.
Zive Zivotinje su rezervoari listerije, jer se one nornalno nalaze u fecesu, tonzilama
i na kozi (Bunci¢isar., 1991, 2001). Smatra se da se pojedine listerije mogu adap-
tirati na opremi i u klanici (Giovannaci i sar., 1999) i na taj naéin kontaminirati
meso. Nalaz L. monocytogenes u mesu zivine je veoma redak. Ova vrsta Zivotinja
je Cesto negativna pri kontroli prisustva listerija ili se nade u veoma niskom broju,
Sto ukazuje na to da je proizvodna oprema u klanicama najéesci izvor za kontami-
naciju mesa zivine (Ojenyi i sar., 2000). Isto se moze rec¢i i za meso ribe. Sa radnih
povrsina i opreme u toku obrade i prerade ribe bakterije se takode lako prenose
na ribu, te je i posledi¢na rekontaminacija ribe moguéa u svim fazama proizvod-
nog procesa (Lundén i sar. 2000; Fonnesbech i sar. 2001). U proizvodnji hladno
dimljene ribe faza soljenja ribe, kao i faze koje slede iza toga (kacenje i skidanje sa
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ramova, sortiranje pre pakovanja) jesu faze u kojima naj¢eSc¢e dolazi do rekon-
taminacije ribe. Razli¢iti sojevi L. monocytogenes se mogu izolovati iz sveZe ribe,
kao i iz finalnih ribljih proizvoda, $to ukazuje na to da riba moze biti kontaminirana
tokom bilo kog procesa izmedu ulova i konzumacije. Kako se ova bakterija moze
naseliti u proizvodnim pogonima, ova ¢injenica se uzima kao primarni mehanizam
kontaminacije ribljih proizvoda. Drugi nepovoljni uslovi u proizvodnom pogonu
samo doprinose prisustvu ovog patogena, kojeg je veoma tesko izolovati i otklo-
niti. Posle zavrSene proizvodnje, vreme i temperature skladiStenja su slededéi fak-
tori koji utiCu na dalji rast eventualno prisutne L. monocytogenes. Iz literaturnih
podataka (Hoffman i sar., 2003) se moze zakljuiti da nivo listerija do trenutka
konzumacije proizvoda retko prelazi 103 cfu g™.

Dosadas$nja brojna istrazivanja su delimi¢éno pomogla boljem razume-
vanju nacina i vremena kontaminacije ribe u toku proizvodnog procesa, ali je i
dalje puno nerazjadnjenih pitanja, medu kojima je svakako najveci adherencija
bakterija i stvaranje biofilma. Pripajanje L. monocytogenes za proizvod ili opremu,
kao stvaranje biofilma imaju veoma veliki zna¢aj za odrzavanije higijene, jer je bak-
terija u tom stanju znatno otpornija na tzv. stres faktore koji se uobicajeno koriste u
industiji hrane u cilju dekontaminacije povrsSina sa kojima hrana dolazi u kontakt
.Sama adherencija bakterija (koja prethodi stvaranju biofilm formacije) odvija se u
dve faze (Dunne, 2002). Bakterije se najpre vezuju reverzibilno na povrsine, uglav-
nom elektrostati¢kim i hidrofobnim interakcijama, a zatim nastaje ireverzibilna
faza adherencije, koja ukljuCuje stvaranje egzopolisaharida (EPSs-exopoly-
saccharides), koji su opisani kao ucvrscivaci bakterija za povrSine. Stvoreni
biofilm se definiSe kao stadijum kada su bakterije ireverzibilno vezane za povrsine
(tj. kada se one ne mogu ukloniti uobi¢ajenim pranjem), kao i kada u sebi sadrze
uglavnom egzopolisaharide (Donlan, 2002). Pokazalo se da L. monocytogenes
moze da adherira na nekoliko tipova materijala koji dolaze u kontakt sa hranom
(na primer nerdajucim ¢elikom, gumom i plastikom), kao i da postaje otpornija na
sredstva za ¢iS¢enje, desinficijense i na toplotu . Same razlike u stepenu adheren-
cije, zavisno od vrste materijala kontakt povrsine, postoje, ali su veoma male (Ber-
esford i sar., 2001).

Brojna istraZivanja su pokazala da postupci ¢i§¢enja i sanitacije mogu
da uklone prisutnu L. monocytogenes sa linije proizvodnje, kao i sa opreme, ali se
rekontaminacije moze pojaviti ubrzo posle obnavljanja, tj. otpocinjanja nove pro-
izvodnje. Kako se listerija lako moze ustaliti u proizvodnom pogonu (Autio i sar.,
1999), vecina autora se slaze da se primenom propisane sanitacije i ¢iS¢enja
kritiénih zona moze odrzavati inicijalno nizak nivo kontaminacije, ali jo$ uvek nije
realno oCekivati proizvode slobodne od listerija nakon primene samo ovih mera.
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Mogucénost kontrole L.monocytogenes u pogonima za
proizvodnju hrane / Possibilities for control of L.monocytogenes
in food production plants

Listeria monocytogenes je u uslovima in vitro osetljiva na delovanje
veceg broja dezinficijenasa koji se koriste u industriji namirnica. Medutim, us-
tanovljeno je da prisutne organske materije mogu smanijiti njihovo dejstvo (efekat
dezinficijensa), a takode stvaranje biofilma povecava otpornost bakterija na iste
(Reij M. i E.D. De Aantrekker, 2004). Takode, razliciti serotipovi L. monocytogenes
mogu da se adaptiraju na neke vrste dezinficijenasa (Lundén i sar., 2003).

Food Safety and Inspection Service (FSIS) je preduzela regulativne
mere koje bi pomogle smanjenju pojave ovog patogena u mesnim i zivinskim pro-
izvodima spremnim za jelo (RTE ). Objavljene su smernice "najbolje prakse" koje
bi pomogle razvijanje efektivnih kontrolnih programa za L. monocytogenes, kao i
priviemene norme za pogone koje proizvode RTE mesne i zivinske proizvode,
koje bi sprecile kontaminaciju sa L. monocytogenes. FSIS je takode u studiji
"FSIS Risk Assessment for Listeria monocytogenes in Deli Meats", od maja 2003.
godine, ukazala na to da su najznacajniji nalazi ove procene rizika — da rigorozna
sanitacija povrSina koje su u kontaktu sa hranom, koja je potvrdena testovima,
daje proporcionalno nize nivoe redukcije L. monocytogenes u gotovim mesnim
proizvodima. Takode, ukazuje se na to da je kombinacija mera (sanitacija povrsi-
na koje su u kontaktu sa hranom, letalne mere pre i posle pakovanja, inhibicija ra-
sta) mnogo efektnija, nego kada se one koriste pojedinaéno. Kombinacija pome-
nutih mera doprinosi smanjenju potencijalne kontaminacije finalnog RTE proiz-
voda sa L. monocytogenes, pa samim tim i smanijuje rizike infekcije kod ljudi.

Koriste¢i nalaze dobijene na osnovu procene rizika FSIS je doneo
neophodne privremene mere "Control of Listeria. monocytogenes in RTE meat
and poultry products" (68 FR 34208) (objavljene u oktobru, 2003. godine). Ovim
merama se zahteva od proizvodaca primena HACCP planova i preduslovnih pro-
grama (SSOP - Sanitation Standard Operating Procedures) u cilju kontrole kon-
taminacije proizvoda sa L.monocytogenes. Takode je doneta Direktiva 10,240.4,
"Verification Procedures for the Listeria monocytogenes Regulation and Microbial
Sampling of RTE Products for the FSIS Verification Testing Program", kojom bi
FSIS upravljao verifikacionim programima za testiranje koji se baziraju na riziku,
kako bi procenio efektivnost operacija kod RTE hrane u kontroli L. monocyto-
genes , sa jos intenzivnijom verifikacijom pogona koji imaju visok rizik na prisustvo
ove bakterije. Sve ovo ima za cilj svodenja rizika na minimum.

Kontrolu L. monocytogenes u pogonima za proizvodnju i obradu
hrane moguce je prvenstveno obezbediti primenom integrisanog programa koji
bi obuhvatio sve proizvodne programe i smanjio prisustvo listerije u proizvodnoj
okolini, a samim tim i prevenirao unakrsnu kontaminaciju tokom proizvodnje i
skladiStenja. Takvi sveobuhvatni programi moraju da ukljuCe strategiju koja je
kompatibilna sa sistemima Hazard Analisys Critical Control Point (HACCP) i pre-
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duslovnim programina, kao $to su GMP (Good Manufacturing Practices), SSOP (
Sanitation Standard Operating Procedures) Good Hygienic Practice (GHP), koji
su neophodni u proizvodnji hrane bezbedne za potro$aca. U osnovi, kontrolne
mere koje mogu da doprinesu smanjenju ucestalosti nalaza L. monocytogenes u
gotovom proizvodu, kao i smanjenju nivoa kontaminacije ovom bakterijom, sa
jedne strane su vezane za higijenske postupke u proizvodnom procesu, a sa
druge za tehnolo$ke postupke u njemu. Tako se u proizvodnji hladno dimljenog
lososa pokazalo da su identifikacija kriti¢nih kontrolnih ta¢aka (Critical control
Point-CCP) u kojima naj¢eS¢e dolazi do kontaminacije sa L. monocytogenes i
sprovodenje odgovarajucih kontrolnih mera u tim tackama (sanitacija parom, vo-
dom ili vazduhom zagrejanim na 80°C, li¢na higijena radnika, uvodenje zabrane
posetilaca) imali uticaja na smanjenje nivoa ovog patogena u proizvodima od
ribe. Efikasnim su se takode pokazali i postupci odvajanja nekih radnih postupaka
koje obavljaju radnici, a koji spre€avaju rekontaminaciju proizvoda. Znacajan nivo
kontaminacije ovim patogenom smatra se da poti¢e sa povrsina u proizvodnom
pogonu, gde listerije stvaraju tzv. biofilmove, te je veoma vazna primena rezima
¢iS¢enja i sanitacije, kao i njihovo regularno pra¢enje. Stvaranje biofilmova moglo
bi se spreciti na sledece nacine:

— kori§éenjem opreme koja se lako Cisti i koja ima glatku povrsinu od
materijala koji je neporozan, otporan na toplotu;

— kori§¢enjem specifi¢nih sredstava za dezinfekciju po preporu¢enom
uputstvu za koncentraciju, temperaturu, pH;

— povecanjem ucestalosti ¢iS¢enja (vremenski intervali ne smeju da
prelaze 8h), jer je stare biofilmove teze ukloniti od novih;

— povremenim menjanjem vrste dezinfekcionog sredstva (npr. hi-
pohlorit, QUAT);

— temeljnim uklanjanjem nagomilane necistoée pre upotrebe sredstva
za dezinfekciju;

— mehanickim ¢iS¢enjem povrSina koje su dostupne;

— edukovanjem osoblja o vaZnosti efekta ¢iS¢enja i

— implementiranjem protokola testiranja koji ukljuuju korake kontrole
kvaliteta.

Upotreba toplote (visokih temperatura) je najsigurnija fizicka mera za
uklanjanje L. monocytogenes, ali se pri tome mora ta¢no za svaki tip proizvoda
odrediti decimalno redukciono vreme ili D-vrednost (Tabela 2).

Kod toplo dimljenih proizvoda treba obratiti paznju na to da se proiz-
vod ne kontaminira tokom procesa dimljenja (temperiranja). Principi dobre higi-
jenske prakse (GHP-a) usmereni su ka higijenskim aspektima u proizvodnji namir-
nica. Oni su preduslovi da bi se uopste uveo bilo koji sistem koji bi garantovao
zdravstvenu bezbednost namirnice. GHP ukazuje na najbolji nain odrzavanja
higijene u proizvodnom pogonu, a bazira se na nau¢nim istrazivanjima i samoj
dostupnosti primene. Osnovni principi GHP-a bi podrazumevali:
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— tehniCki i konstrukcioni plan fabrike koji zadovoljava higijenske
kriterijume;

— upotreba higijenski sigurnih i ispravnih masina i opreme;

— postojanje plana odrzavanja, ¢iS¢enja i sanitacije;

- stalnu edukaciju osoblja o li€noj higijeni i njenim uticajima na
bezbednost namirnice;

— usvojene standadne operativne procedure (SOPS) i

— identifikaciju sledljivosti.

Tabela 2. Limitirajuéi faktori rasta i toplotna osetljivost L. monocytogenes (FAO 1999)
Table 2. Limiting growth factors and heat sensitivity of L.monocytogenes (FAO 1999)

Parametar / Parameter Opseg / Range

aW >0.92

Temperatura (°C) / Temperature (°C) -0.4-45 (optimum 30-37)

pH 4.5-9.6

NaCl <0.5-10

Toplotna osetljivost / Heat sensitivity ng : 123512‘718mr::nuun:|e;7 ﬁn %ﬁ;ﬁﬁﬁe&t

Sami principi GHP-a su nedovoljni, narocito kod visoko-rizi¢nih namir-
nicai trebalo bi da su preduslovi Sireg sistema koji razmatra bezbednost hrane. Is-
traZivanja koja smo mi sproveli pokazala su da se kontaminacija proizvoda uglav-
nom javlja tokom proizvodnje i pretpostavlja se da se bakterija nastanjena na pro-
izvodnoj opremi kasnije prenosi na proizvod . Mnogi autori su tokom svojih ispiti-
vanja ustanovili da su udubljenja na masinama i opremi bitni za kontaminaciju
proizvoda (Norton i sar. 2001; Lundén i sar. 2002; 2003). Smatra se da se to
deSava zbog otezanog i nepotpunog cCiS¢enja i dezinfekcije. lako se moze
zakljuciti da je kontaminacija proizvoda povezana sa linijom proizvodnje, ostaje
nerazjasnjena inicijalna kontaminacija, koja, s obzirom da je L. monocytogenes
ubikvitaran mikroorganizam, moze poticati od sirovog materijala, drugih materi-
jala koji se koriste u proizvodniji, unutrasnjeg transporta i ljudi.

Primena i razvijanje principa dobre higijenske prakse (GHP-a) i dobre
proizvodne prakse (GMP-a), kao preduslovnih programa za uvodenje HACCP
sistema, omoguéava smanjenje broja patogena koji bi se mogli na¢i u namirni-
cama. Tako Reij i De Aantrekker (2004), kao i Dimitrijevi¢ i sar. (2007) napominju
da ukoliko se kombinuju mehanicko ¢€is¢enje sa hemijskim dezinficijensima koji
se adekvatno upotrebljavaju, L. monocytogenes se moze ukloniti iz proizvodnog
pogona. Isto tako Thevenot i sar. (2005) ukazuju na znacaj ¢iS¢enja pogona, jer
se na taj nacin odstranjuju organske materije koje se nalaze na povrs§inama proiz-
vodne linije, a takode i biofilm koji L. monocytogenes moze da stvara. Neki autori
preporucuju kori§éenje dezinfekcionog sredstva u koncentraciji jacoj od pre-
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porucene, na mestima gde bi se moglo ocekivati postojanje biofilmova, narocito
onim koji su manje dostupni za mehanicko CiS¢enje.

Zakljucak / Conclusion

S obzirom na to da se, ukoliko je prisutna u proizvodnom pogonu, L.
monocytogenes brzo adaptira na uslove tokom proizvodnog procesa, distribucije
i maloprodaje, postprocesna kontaminacija se ne moze iskljuciti i otuda nije
realno ocCekivati proizvode slobodne od listerija i pored primene svih propisanih
mera sanitacije. Medutim, proizvodni procesi i pogoni moraju biti pod stalnom
kontrolom, kako bi se moguc¢nost rekontaminacije proizvoda smanjila na mini-
mum tokom proizvodnje.
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ENGLISH

CONTROL OF LISTERIA MONOCYTOGENES IN FOOD PRODUCTION PLANTS
Mirjana Dimitrijevié, N. Karabasil, Natasa Kilibarda, V. Teodorovié¢, M. Z. Balti¢

L. monocytogenes has been established in different plants for the production

of food, including dairy plants, abattoirs, plants for the processing of fish, as well as those
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for the production of ready-to-eat (RTE) food and this fact is being considered as the pri-
mary mechanism of food contamination with this bacteria. There is also the factor of numer-
ous and diverse contaminated production equipment, because it has certain parts that are
inaccessible for the necessary cleaning and disinfection. The temperature, position, as well
as the material of the work surface are also linked to the contamination of plants with this
bacteria.

Investigations carried out so far have helped toward the better understanding
of the manner and time of contamination of food items in the course of the production pro-
cess, but there are still unresolved problems, including most certainly the biggest one —the
adherence of bacteria and the creation of a biofilm, when the bacteria is in that condition
more resistant to so-called stress factors which are usually used in the food industry for the
purpose of decontamination of the surfaces with which foods come into contact.

The control of L.monocytogenes in food production plants is possible primari-
ly by using an integrated programme, compatible with the systems Hazard Analysis Critical
Control Point (HACCP) and Good Hygiene Practice (GHP), necessary in the production of
food that is safe for the consumer. Essentially, the control measures that can contribute to
reducing the incidence of findings of L.monocytogenes in the finished product, as well as
the reducing of the level of contamination with this bacteria are linked, on the one hand,
with hygiene procedures in the production process, and, on the other, with the applied
technological procedures.

Key words: Listeria monocytogenes, food production plants, control

PYCCKUN

KOHTPOI/Ib LISTERIA MONOCYTOGENES B LLEXAX ANA NPON3BOACTBA KOPMA

MupsHa Qumutpuesud, H. Kapabacun, Hatawa Kunubappga, B. Teogoposuy,
M. XK. BanTuy

L. monocytogenes ycTHOBNEHA B pPa3fiMyHbIX Liexax Ansi Npou3BOACTBa Kop-
Ma, BKJIKo4asi MOSToYHble, 60MHK, Lexy AN 06paboTku 1 nepepaboTKu pbibbl, CIOBHO U T€
AN5 NOArOoTOBKMU KOpMa roToBble Ans kopma (RTE — Ready to eat) n 3ToT hakT paccmatpu-
BaeTCs Kak MepBUYHBIN MEXaHN3M KOHTamuMHaumMmn Kopma atoin 6aktepmen. KoHTammuHm-
poBaHHOE 060pyAOBaHME TakXXe YUCIEHHOE M pasHoobpasHoe, nbo obnajaeT HeKo-
TOPbIMM YacTAMW, KOTOPbIE HEAOCTYMNHbIE ANA NPEANUCAHHON YNCTKM U Ae3nHpeKkumn.
TemnepaTypa,MecTo, CITOBHO 1 Matepuan paboyer NOBEPXHOCTU TaKXKe CBSA3aHbl C KOH-
TaMuHaLumen uexa aTon 6akTepuen.

MpexxHue nccnenoBaHMsa MOMOrAM fyyliemy MOHMMaHuio cnocoba u Bpe-
MEHW KOHTaMUHaLMn NULLEBbLIX NPOAYKTOB B TE€YEHNEe NPOM3BOACTBEHHOrO nNpoLecca, HO
W Aanblue MMeeT HeOOBbACHUMbIX MPO6IEM, MEXAY KOTOPbIMU BO BCSIKOM Cllydae camoe
6onblwoe cannaHne 6akTepun n cosgaHue buodunbma, nNpu 4ém 6akTepus B 3TOM
COCTOsIHMM 60Jlee yCTOMYMBAs Ha Tak Ha3biBaeMbli CTPecc (hakTopbl, KOTOpblE Mpu-
BbI4HO MOMb3YIOTCH B NMPOMBILLMIEHHOCTM KOPMa C LeNblo AEKOHTaMnHaumMm NoBEPXHOC-
Teln C KOTOPbIMN KOPM JOXOAUT B KOHTaKT.

KoHTponb L. monocytogenes B uexax Ansi NpOu3BOACTBa KOpMa BO3MOXXEH
B NepPBYI0 o4epeb NPUMEHEHNEM NHTEMPUPOBAHHON NPOrpaMMbl, KOMNaTUOUNBHON C CU-
ctemamu Hazard Analisys Critical Control Point (HACCP) n Good Higienic Practice (GHP),
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HeobxoanMKMbIX B NMPOM3BOACTBE KopMma 6e3onacHbl Ans notpebutens. B ocHoBe, KOH-
TPOSbHbIE MEpPbI, KOTOPblE MOTYT BHECTW CBOW BKMaZ YMEHbLUEHWNIO YacTOTbl pe3ynbTa-
ToB L. monocytogenes B roTOBOM NPOAYKTE, CIIOBHO M YMEHbLUEHUIO YPOBHSA KOHTaMUHA-
U 3Ton 6akTepuen ¢ OAHOM CTOPOHbI, CBA3aHble 4SSt MOCTYNKOB MMrueHbl B NMpouns-
BOACTBEHHOM MpoLecce, a C APYron Afs TEXHOMOMMYECKUX MOCTYNKOB B HEM.

KntoyeBble cnosa: Listeria monocytogenes, uexv ons npousBoAcTBa KOpMa, KOHTPOSb
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ANALIZA OPASNOSTI I MOGUCNOSTI SPRECAVANJA
BOTULIZMA IZ PROIZVODA OD MESA®
HAZARD ANALYSIS AND POSSIBILITIES FOR PREVENTING
BOTULISM ORIGINATING FROM MEAT PRODUCTS

D. Vasilev, I. Vukovié™

U radu su navedeni vazniji podaci o bakteriji Clostridium
botulinum, pojavaljivanju botulizma, analizi opasnosti i moguénostima
za spreCavanje botulizma. ProteolitiCki sojevi C. botulinum grupe |, ¢ije
su spore otporne na toplotu, stvaraju toksine pretezno u konzervama
slabokiselih namirnica, pod uslovom da spore nisu inaktivisane
prilikom sterilizacije. NeproteolitiCki sojevi grupe Il su osetljiviji na vi
Soke temperature, ali poseduju sposobnost da rastu i stvaraju toksine
na niZim temperaturama. Tip E najcesée stvara toksin u vakuum-
pakovanoj dimljenoj ribi, a neoproteolitiCki soj tipa B u suvim Sunkama i
nekim pasterizovanim proizvodima od mesa. U sprecavanju botulizma
znacajnu ulogu imaju: svodenje na minimum kontaminacije mesa spo
rama klostridija, sprovodenje mera dobre higijenske i proizvodne
prakse prilikom klanja Zivotinja, zatim inaktivacija spora C. botulinum
prilikom sterilizacije (F>3), a kod suvih sunki i pasterizovanih proiz
voda spreCavanje rasta bakterije i stvaranja toksina odrZzavanjem niskih
temperatura u toku proizvodnje i skladistenja, kao i pravilna upotreba
supstanci koje inhibiraju razmnoZavanje bakterije i proizvodnju toksina
(nitriti, kuhinjska so itd).

Kljucne reci: botulizam, proizvodi od mesa, analiza opasnosti,
sprecavanje

Uvod / Introduction

Clostridium botulinum je anaerobna sporogena bakterija koja je Siroko
rasprostranjena u prirodi. U kasnoj fazi logaritamskog rasta bakterija stvara neu-

rotoksine koji, kada se unesu hranom u organizam, izazivaju alimentarnu neuroin-

* Rad saops$ten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Mr sci. med. vet. Dragan Vasilev, asistent; dr sci. med. vet. llija Vukovié, redovni profesor,
Katedra za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla, Fakultet veterinarske medi-
cine Univerziteta u Beogradu, Beograd
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toksinaciju poznatu kao botulizam. Pored alimentarne forme botulizma, koja je i
najéescéa, poznati su i drugi oblici ove intoksikacije, kao §to su infantni botulizam,
koji se javlja kod novorodencadi posle unoSenja spora C. botulinum hranom, pre
svega medom, zatim botulizam iz rana, infektivni botulizam, inhalacioni botulizam
i jatrogeni botulizam (Varnam i sar., 1996; Lindstrom i sar., 2006).

Na osnovu antigenih karakteristika toksina, razlikuje se osam tipova
C. botulinum, koji se obelezavaju slovima A, B, C4, C,, D, E, F i G. Botulizam kod
ljudi izazivaju tipovi A, B, E i F, a prema nekim podacimai tip C (Llcke i sar., 1993;
Varnam i sar., 1996; Peck i sar., 2005). Pored C. botulinum i neki sojevi C. baratii i
C. butyricum mogu da stvaraju neurotoksine. Na osnovu razli€itih genotipskih i fe-
notipskih karakteristika bakterije, tipovi C. botulinum svrstani su u Cetiri grupe
(Peck i sar., 2005):

grupa | - proteoliti¢ki tipovi A, B i F C. botulinum,

grupa Il - neproteoliti¢ki tipovi E , B i F C. botulinum,

grupa lll - C. botulinum, tipovi C i D,

grupa IV - C. botulinum, tip G.

Alimentarni botulizam je neurointoksikacija koja se javlja posle konzu-
miranja hrane u kojoj je stvoren toksin. Botulinusni toksini su izuzetno jaki: svega
30 ng toksina, za ta je dovoljno uneti u organizam oko 0,1g namirnice koja sadrzi
toksine, izaziva botulizam sa fatalnim ishodom (Lindstrom i sar., 2006; Peck i sar.,
2005). Botulinusni toksini su termolabilni proteini koji mogu da se inaktiviSu zagre-
vanjem, na primer pri 80 °C za 10 min; stabilni su u kiseloj sredini, ali im ne
odgovara pH vrednost ve¢a od 7,0. Da bi delovali, toksini moraju prethodno da se
aktiviraju, pri ¢emu se njihovi molekuli razlazu na laki i teSki polipeptidni lanac.
Toksine proteolitickih tipova C. botulinum aktiviraju proteaze koje stvara sama
bakterija, a toksini neproteolitickih tipova aktiviraju se u digestivnom traktu pod
dejstvom tripsina, zbog €ega su oni slabiji od toksina proteolitiCkih tipova (Mi-
yazakiisar., 1976; Varnam i sar., 1996). Botulinusni toksini se resorbuju u crevima
i krvotokom dospevaju do centralnog nervnog sistema, gde sprec¢avaju oslo-
badanje neurotransmitera iz presinapti¢kih holinergic¢kih zavrSetaka, Sto kao
posledicu ima paralizu odgovaraju¢ih mozdanih nerava (Varnam i sar, 1996; Lind-
strom i sar., 2006; Peck i sar., 2005). Pocetni znaci botulizma su muka, povracanje,
dijareja, bolovi u trbuhu i nadutost stomaka, a zatim se javljaju karakteristi¢ni
simptomi, kao §to su smetnje u govoru i gutanju, nejasan vid i dvostruka slika,
suvoca sluznica, malaksalost, zastoj mokrace, slabosti prestanak rada organa za
disanje; u tezim slugajevima bolest moze da ima fatalan ishod (Sasi¢ i sar., 1996).

Pojavljivanje botulizma / Appearance of botulism

Kao §to je opsSte poznato, re¢ botulizam potice od latinske reci botulus
koja znaci kobasica, a dovodi se u vezu sa trovanjima koja su se pre viSe vekova
Cesto javljala u centralnoj Evropi posle konzumiranja kuvanih kobasica - krvavica i
jetrenjaca. Krajem devetnaestog veka, posle jedne veée epidemije botulizma u
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Flandriji, &iji su izvor bile suve Sunke, Emile van Ermengem (1897) je iz Sunke i
slezine ¢oveka, koji je umro od botulizma, izolovao jednu istu bakteriju i nazvao je
Bacillus botulinum.

Botulizam se danas relativno Cesto javlja u krajevima gde se u vecéoj
meri konzumiraju prehrambeni proizvodi izradeni u domacinstvima i koji se
koriste bez prethodne toplotne obrade (Tompkin, 1980; Licke i sar., 1993;
Vukovi¢, 2000). Konzerve iz industrijske proizvodnje u kojoj postoje dobri higijen-
ski uslovi i sistematska kontrola danas se retko pominju kao izvori botulizma. S
druge strane, proizvodi izradeni u domacinstvima i zanatskim radionicama, u ko-
jima su uslovi u proizvodnji na nizem higijenskom nivou i gde ne postoji stalna
kontrola, predstavljaju najesc¢i izvor botulizma. SuSeni proizvodi od svinjskog
mesa su potencijalni izvori botulizma, ako su dobijeni u nehigijenskim uslovima i
ako ne sadrze dovoljno kuhinjske soli koja inhibira stvaranje botulinusnih toksina
u mesu (Tompkin, 1980; Liicke i sar., 1993; Vukovi¢, 2000). U mnogim zemaljama
Evrope (Nemacka, Francuska, Belgija, Norveska, Spanija) najéeséi izvor botu-
lizma je suva Sunka (Llcke i sar., 1993), u kojoj toksine stvara preteZzno neproteo-
litiCki tip B C. botulinum. Interesantan je podatak da je broj slu¢ajeva botulizma u
Evropi veci nego na severnoameri¢kom kontinentu, ali je broj slu¢ajeva sa fatal-
nim ishodom u Evropi maniji. To se dovodi u vezu sa €injenicom da na evropskom
kontinentu botulizam izaziva pretezno neproteoliticki tip B, koji je slabije toksi¢an,
dok su u Severnoj Americi izazivaci botulizma jako toksi¢ni proteolitiCki tipovi A i B
C. botulinum (Tompkin, 1980).

U Srbiji je u periodu od 1988. do 2004. godine registrovano 196
slu€ajeva botulizma (slika 1), a samo jedan fatalni ishod zabelezen je 1988. go-
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Slika 1. Kretanje broja prijavijenih slucajeva botulizma u Srbiji (bez Kosmeta) u priodu
1988-2004. (Vukovié, 2005/a)

Figure 1. Number of reported cases of botulism in Serbia (without Kosovo-Metohija) during the period 1988~
2004 (Vukovic 2005/2)
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dine (Vukovi¢, 2005/a). NajviSe slu€ajeva botulizma bilo je devedesetih godina 20.
veka, u vreme ekonomske krize i pove¢ane potroSnje mesa i proizvoda od mesa
iz domacinstava, a najveéi broj slu¢ajeva (30) registrovan je 1998. godine. Prema

v v s

podacima navedenim u tabeli 2., najcesci izvor botulizma bili su suvi proizvodi od
svinjskog mesa koji se tradicionalno konzumiraju bez prethodne toplotne obrade.
Od ukupno 140 slucajeva botulizma, koliko je zabelezeno od 1994. do 2002. go-
dine, kod 116 (83 %) sluCajeva izvor botulizma bila je suva Sunka izradena u
domacinstvima (Vukovi¢, 2005/a).

Tabela 1. Pojavijivanje botulizma u svetu Ciji su izvor proizvodi od mesa i ribe
(Peck i sar., 2005)
Table 1. Appearance of botulism world-wide originating from meat and fish products (Peck, 2005)

Godina i zemlja /
Year and country

Vrsta namirnice /
Type of food item

Broj slu¢ajeva:
ukupno/fatalno /
Number of cases:

Tip C. botulinum /
Type C. botulinum

2003, Germany

total/fatalities
1991, Egipat / Neviscerirana usoljena riba / )
1991, Egypt Non-eviscerated salted fish > 91/18 Tip E/ Type £
. Tip B
1993/94, Svajcarska / |Suva Sunka / 12 /0 (nije identifikovan soj)
1993/94, Switzerland Dried ham Type B
(strain not identified)
1997, Nemacka / Vakuum pakovana dimljenariba / )
1997, Germany Vacuum-packed smoked fish 2/0 TipE/ Type £
1997, Argentina / Sunka iz domaginstva / )
1997, Argentina Home-made ham 6/0 Tip E/ Type £
¥ Vakuum-pakovana dimljena riba
1]3377 ’ gz iﬂn;;}cka/ iz domacdinstva / Home-made 4/0 Tip E/ Type E
’ y vacuum-packed smoked fish
y dokazan toksin, nisu
1998, Hrvatska / Sunka / 20/0 identifikovani tip i soj /
1998, Croatia Ham Proven toxin, type and
strain not identified
1999, Maroko / Mortadela / )
1999, Morocco Mortadella 78/20 Tip B2/ Type I
2001, Kanada / Fermentisana ikra lososa / )
2001, Canada Fermented salmon roe 4/0 Tip E/ Type B
2002, Juzna Afrika/ | Sardina u konzervi / )
2002, South Africa Canned sardines 2/2 Tip A/ Type 4
2003, Francuska / Kobasica proizvedena prema )
2003, France halal zahetvima / Halal sausage 4/0 Tip B2/ Type B2
2003, Juzna Koreja/ |Kobasica u konzervi / 3/0 b
2003, South Korea Canned sausage
2003, Nemacka / Suva riba iz domadéinstva / )
Home-made dried fish 3/0 Tip E/ Type B
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Tabela 2. Proizvodi od mesa i ribe izvori botulizma u Srbiji u periodu od 1994-2002.
(Vukovié, 2005/a) |
Table 2. Meat and fish products that were sources of botulism in Serbia during the period 1994-2002
(Vikovie, 2005/a)

Proizvod / Broj slucajeva /
Product Number of cases
Suva Sunka iz domacinstva / 116
Home-made dried ham

Fermentisane suve kobasice iz domacinstva / 4
Home-made fermented dried sasusages

Suvo svinjsko meso iz domacinstva / 5
Home-made dried pork

Kulen — fermentisana suva kobasica iz Madarske / 5
Kulen — fermented dried sausage from Hungary

"Pig meat" — konzerva iz humanitarne pomoc¢i proizvedena u Danskoj / 4
"Pig meat" can produced in Denmark as humanitarian aid

Jetrena pasteta u crevu / 3
Liver pate in sausage casing

Jetrena pasteta u konzervi (aluminijumska posuda) / 5
Canned liver pate (aluminum container)

Konzerve ribe / 6
Canned fish

Nepoznat izvor / 1
Unknown source

Ukupno / Total 140

Analiza opasnosti / Hazard analysis

Tipovi C. botulinum grupa | i Il razlikuju se po svojim osobinama i na
osnovu toga ne predstavljaju opasnost za konzumente kod istih vrsta namirnica.
Proteoliti¢ki tipovi grupe |, €ije su spore vrlo termorezistentne, stvaraju toksine ug-
lavhom u konzervama slabokiselih namirnica, ukoliko spore nisu inaktivisane pri-
likom sterilizacije. Spore neproteoliti¢kih tipova grupe Il su slabije otporne na to-
plotu i unistavaju se prilikom kuvanja ili jace pasterizacije, ali kao psihro-tolerantne
vrste stvaraju toksine na temperaturi frizidera. C. botulinum tipa E predstavlja rizik
za bezbednost vakuum-pakovane dimljene ribe, a neproteoliti¢ki tip B stvara tok-
sin najéesce u suvoj Sunki (Vukovi¢, 2000; Vukovié, 2005/a; Lindstrém i sar., 2006;
Peck i sar., 2008).

ProteolitiCki tipovi C. botulinum | Proteolytic types of C.botulinum

Optimalna temperatura rasta proteolitickih tipova C.botulinum je
35 °C, a minimalna temperatura je 10 °C. Spore proteolitickih tipova A i B C.
botulinum su veoma otporne na toplotu. Vreme decimalne redukcije (D-vrednost)

321



Vet. glasnik 62 (5-6) 317 - 328 (2008) D. Vasilev, I. Vukovi¢: Analiza opasnosti i
mogucnosti spre€avanja botulizma iz proizvoda od mesa

spora iznosi 0,21 min pri 121,1 °C. Za inaktivaciju ovih spora u konzervama slabo
kiselih namirnica (pH veca od 4,5) usvojeno je opste pravilo da letalnost postupka
sterilizacije mora biti takva da moze da smanji broj spora za 1072 (12D-koncept),
odnosno da letalnost sterilizacije iznosi najmanje F=2,5 min (Stumbo, 1973). Na
temperaturama pasterizacije spore proteoliti¢kih tipova C. botulinum ne mogu biti
inaktivisane. Vegetativni oblici C. botulinum mogu da se inaktiviSu zraCenjem u
dozama od 3 do 5 KGy, a spore mogu da se inaktiviSu samo visokim dozama
zraCenja koje izazivaju i senzorne promene hrane (Varnam i sar., 1996). Optimalne
vrednosti pH za rast svih tipova C. botulinum su od 6,8 do 7,0. Proteoliti¢ki tipovi
C. botulinum ne mogu da rastu u namirnicama ¢ija je pH vrednost manja od 4,5.
Optimalna vrednost redoks-potencijala (E;) za rast C. botulinum u namirnicama je
-350 mV, a ne mogu da rastu pri vrednostima ve¢im od +150 mV. Isklijavanje
spora i stvaranje toksina proteolitiCkih sojeva spre€ava se pri a,,<0,95 za tip Ai pri
a,,<0,94 za tip B. ProteolitiCki tipovi A, B i F mogu da toleriSu koncentraciju NaCl u
vodi maksimalno do10 %. Poseban znacaj za inhibiciju C. botulinum u proizvo-
dima od mesa imaju nitriti, i to kako uneta tako i rezidualna koli¢ina nitrita u proiz-
vodu. Nitriti se proizvodima od mesa dodaju u koli¢ini od 100 do 150 mg/kg i de-
luju baktericidno na klostridije i druge bakterije (Varnam i sar., 1996; Vukovic,
2005/a).

Neproteoliticki tipovi C. botulinum | Non-proteolytic types of C.botulinum

NeproteolitiCki tipovi grupe Il C. botulinum optimalno rastu i stvaraju
toksin pri temperaturi od 30 °C, minimalna temperatura rasta je 3,3 °C, a maksi-
malna 45 °C (Varnam i sar., 1996). Spore neproteolitickih tipova C. botulinum su
znatno manije otporne na toplotu. Vreme decimalne redukcije (D-vrednost) spora
iznosi 30 minuta pri 82,2 °C, Sto znaci da prezZivljavaju uobicajene procese pas-
terizacije (Stumbo, 1973). PreZivljavanje i germinacija spora zavise i od prisustva
pojedinih materija u namirnici, kao $to su lizocim, proteini i masti. Lizocim koji se
nalazi u mnogim namirnicama (jaja, sirova riba, ekstrakti vo¢a i povréa itd.) difun-
duje kroz omotac toplotom ostec¢enih spora i podsti€e germinaciju. Zbog prisu-
stva lizocima u mnogim namirnicama i njegove relativno visoke termostabilnosti,
on nepovoljno uti¢e na bezbednost namirnica u kojima spore neproteolitickih ti-
pova C. botulinuma nisu potpuno inaktivisane (Peck i sar., 2005). Neproteoliti¢ki ti-
nostima manjim od 0,97. Neproteoliti¢ki tipovi B, E i F ne mogu da rastu pri kon-
centraciji NaCl u vodi ve¢oj od 5 %, a minimalna pH vrednost rasta je 5,0 (Peck i
sar., 2005).

Moguénosti spre¢avanja botulizma /

Possibilities for prevention of botulism

Primarnu ulogu u spre€avanju botulizma iz proizvoda od mesa ima
svodenje kontaminacije mesa na najmanju mogucéu meru, odnosno sprovodenje
svih mera kontrole za vreme transporta zZivotinja u klanicu, klanja, hladenja,
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skladistenja, transporta mesa i izrade proizvoda. Ukoliko su zivotinje pre klanja
bile u stanju stresa ili ako nisu bile izloZene dijeti, moguca je endogena kontami-
nacija mesa, pri ¢emu spore klostridija, koje se nalaze i u crevima zdravih Zivoti-
nja, probijaju prirodne odbrambene barijere i krvotokom dospevaju u meso
(LGcke i sar., 1993; Vukovi¢, 2005/a; Anon, 2005). Proizvodi od mesa svinja su
¢eS¢i izvor botulizma, nego proizvodi od mesa drugih Zivotinja, a jedan od razloga
za to je prisustvo spora klostridija u crevima svinja, narocito kod Zivotinja iz slo-
bodnog uzgoja, koje konzumiraju zemlju u kojoj se nalaze brojne spore; kod
svinja sa farmi, zbog boljih higijenskih uslova drzanja spore klostridija unose se u
manjoj meri u organizam (LUcke i sar., 1993). Prilikom klanja Zivotinja meso se
najéesce kontaminira sporama klostridija sa koze i iz digestivnog trakta. U toku
procesa klanja mora se spreciti kontakt koZe sa povrSinom trupa, podvezati jed-
njak i rektum i evisceracija obaviti bez oSte¢enja zeluda¢no-crevnog trakta. Uko-
liko dode do vidljivog zagadenja trupa crevnim sadrzajem, takvi delovi se isecaju,
ako je to moguce, a nikako ne peru, jer se time samo kontaminiraju Ciste povrsine.
Da bi se smanijili izvori kontaminacije, preporucuje se pranje zivotinja pre klanja, a
kod izbora metoda Surenja, prednost ima Surenje u vertikalnom polozaju (kabineti
sa vrelom vodom ili vodenom parom), u odnosu na Surenje u bazenima, u kojima
je voda kontaminirana brojnim mikroorganizmima, koji poti€¢u sa koze i iz crevnog
trakta svinja. Od posebnog je zna¢aja da Zivotinja pre ubacivanja trupa u bazen za
Surenje bude klini¢ki mrtva, jer u suprotnom dolazi do usisavanja bazenske vode
u presecene krvne sudove u kojima vlada negativan pritisak, a topla voda pod-
stiCe kontrakcije miSi¢a i spore klostridija na taj na¢in dospevaju u najdublje par-
tije muskulature (Vukovi¢, 2005/a). Hladenje mora biti efikasno, odnosno mora biti
obezbedena pravilna distribucija hladnog vazduha u komori i §to brze opadanje
temperature mesa. Redovno mora da se sprovodi CiS¢enje i dezinfekcija prosto-
rija za klanje, komora za hladenje i skladiStenje, kao i odrzavanje "hladnog lanca"
prilikom transporta i distribucije mesa (Anon, 2005).

Suva sunka | Dried ham

U nasoj zemlji suva Sunka izradena u domadinstvima je najces¢i izvor
botulizma. Osnovni razlozi za to su klanje svinja u nehigijenskim uslovima, koji
omogucavaju kontaminaciju mesa sporama, i nepostojanje minimalnih higijen-
skih i tehnoloSkih uslova za obradu mesa i proizvodnju Sunke, $to omogucéava
stvaranje toksina u Sunki. Zato u cilju spre€avanja botulizma treba voditi ratuna o
viSe Cinilaca. Pored klanja svinja u higijenskim uslovima, pri izboru sirovine treba

.....

quadriceps, m. gracilis, m. adductor). Trupovi svinja moraju biti ohladeni tako da
temperatura u dubini buta iznosi 0-4 °C. Nije preporucljivo koris¢enje mesa Ciji je
pH veéi od 6,0, jer u takvo meso sporije prodiru soli, a suSenje je usporeno zbog
vece sposobnosti vezivanja vode. Soljenje i prosoljavanje treba da se odvijaju na
temperaturama ispod 5 °C, sve dok kuhinjska so ne difunduje u dubinu Sunkei a,,

ne opadne ispod 0,96, kako bi se sprecilo razmnozavanje neproteoliti¢kog tipa B
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C. botulinum na pocetku suSenja (Anon, 2005; Vukovi¢, 2005/a; Vukovi¢ i sar.,
2005/b). Difuzija soli u mesu je relativno spora i zato period prosoljavanja Sunki
treba da traje dovoljno dugo. Za inhibiciju tipa B C. botulinum potrebno je da kon-
centracija soli u vodi proizvoda bude vec¢a od 5,0 %. Posle usoljavanja i proso-
ljavanja u trajanju od 10 sedmica, sadrzaj natrijum-hlorida u dubini usoljenih Sunki
iznosi oko 2,5 %, a koncentracija soli u vodi proizvoda je manja od 4,0 %, $to nije
dovoljno za ihibiciju C. botulinum (Vukovi¢ i sar., 2005/b). Da bi se sprecilo stvara-
nje toksina u Sunki, temperatura vazduha na pocetku suSenja mora biti manja od
15 °C (Anon, 2005; Vukovi¢, 2005/a; Vukovi¢ i sar., 2005/b). Posto se suva Sunka
konzumira bez prethodne toplotne obrade, ne postoji moguénost za inaktivaciju
eventualno prisutnih neurotoksina. Medutim, ni kuvanje delimi¢éno osu$ene Sun-
ke, koje se ponegde praktikuje u domacinstvima, nije uvek dovoljno za inaktiva-
ciju botulinusnih toksina, jer su i takve Sunke bile izvor trovanja. Za pojavu botu-
lizma vazna je €injenica da razmnozavanje neproteolitiCkog tipa B C. botulinum i
stvaranje toksina u suvoj Sunki kao posledicu nema trulezni kvar i znacajnije
promene mirisa i ukusa proizvoda, pa konzumenti ne mogu da budu upozoreni na
potencijalnu opasnost (Llcke i sar., 1993; Vukovi¢, 2000).

Jetrena pasteta u crevu | Liver pate in sausage casing

Jetrena pasteta u crevu je u jednom periodu bila izvor botulizma u
nasoj zemlji. Ovi proizvodi se izraduju pretezno od iznutrica (jetra, pluca i srce),
kozica, masnog tkiva, mesa svinjskih glava i krvi, odnosno od sirovina koje su, po
pravilu, viSe konatminirane sporama nego meso. Na primer, broj spora klostridija
u jednom kilogramu mesa iznosi od 0 do 20, a u jednom kilogramu jetre, svinjskih
glava ili kozica broj spora klostridijuma dostiZe i jednu hiljadu. Jeterne pastete u
crevu se najéesce konzervisu pasterizacijom (80 °C-85 °C), pri ¢emu se ne inak-
tiviSu spore svih tipova C. botulinum, a rede se obraduju na temperaturama ku-
vanja (96-98 °C) pri kojima se inaktiviSu samo spore neproteolitickih tipova C.
botulinum. Povoljne okolnosti za rast klostridija u jetrenim pastetama su te $to one
sadrze vecu koli¢inu gvozda koje potiCe iz jetre i krvi i imaju pH vrednost ve¢u od
6,0, Sto ima kao posledicu smanjen baktericidni efekat nitrita u proizvodu; takode,
redoks-potencijal ovih proizvoda je niZi nego u mesu i pogoduje razmnozavanju
klostridija (Vukovi¢, 2000). Stoga pasterizovane jetrene pastete u crevu treba da
se skladiste na temperaturi manjoj od +5 °C, a proizvodi koji su konzervisani na
temperaturi kuvanja treba da se ¢uvaju ispod +10 °C (Vukovi¢, 2000).

Sterilisane konzerve od mesa | Sterilized meat cans

Konzerve od mesa proizvedene u nasoj zemlji su vrlo retki izvori botu-
lizma. Jedna manja epidemija botulizma zabeleZzena je 1997. godine, a izvor
trovanja bila je konzerva od svinjskog mesa ("pig meat") iz humanitarne pomo¢i,
proizvedena u Danskoj. U cilju prevencije botulizma vaznu ulogu imaju her-
meti¢nost posuda za konzerve, adekvatna toplotna obrada i temperatura skla-
distenja. Posude za konzerve (limenke, staklenke, aluminijumske i plasti¢ne folije)
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treba da obezbede dobru hermeti¢nost proizvoda, da su bez ostecenja, da pose-
duju dovoljnu ¢vrstoéu i da su otporne na koroziju. Masine za zatvaranje konzervi
moraju da funkcioni$u besprekorno, a pre pocetka i na kraju proizvodnje mora da
se ispita kvalitet dvostrukog $ava, odnosno hermeti¢nost praznih posuda. To-
plotna obrada mora biti pravilno izvedena, a letalnost postupka sterilizacije mora
biti takva da moze da izvr$i 12 decimalnih redukcija najotpornijih spora tipova Ai B
C. botulinum, $to iznosi najmanje F,=3 (ne viSe od F,=5). Prema princima
HACCP-koncepta, svaki postupak sterilizacije mora biti kontrolisan i dokumento-
van. Hladenje konzervi na kraju sterilizacije mora biti takvo da ne izazove
ostecéenje limenki i drugih posuda, odnosno ne omoguéi naknadnu kontaminaciju
sadrzaja sporama. Sterilisane konzerve se skladiste na temperaturama do 25 °C i
mogu biti odrzive do 4 godine (Anon, 2005; Vukovi¢, 2000).

"Shelf-stable" proizvodi | Shelf-stable products

SSP-proizvodi (engl. Shelf Stable Products) se pune u hermeticki zat-
vorene posude ili u omotace i obraduju toplotom na temperaturama pasterizacije,
kuvanja ili blagom sterilizacijom, a odrzivi su bez primene hladnoce. Prilikom pas-
terizacije uniStavaju se vegetativni oblici bakterija, a prilikom kuvanja i blage steri-
lizacije i spore mezofilnih bacila i psihrotrofnih neproteolitickih klostridija. Blagi
postupci toplotne obrade obezbeduju visoku biolosku vrednost proizvoda i sen-
zorni kvalitet, a odrzivost i ispravnost proizvoda pocivaju na kombinovanim efek-
tima toplotne obrade i inhibiciji prezivelih spora klostridija nekim od antimikrobnih
parametara, kao to su a,, pH, koli¢ina kuhinjske soli i nitrita. U zavisnosti od toga
koji je parametar primaran, razlikuju se a,-SSP, pH-SSP, F-SSP i kombi-SSP.
Odrzivost proizvoda tipa a,,-SSP zasniva se na aktivnosti vode manjoj od a,,=0,95
i moze da iznosi i do 12 meseci pri 20 °C. U proizvode se dodaje svega
40-50 mg/kg nitrita, radi postizanja stabilne boje i arome, a prilikom pasterizacije
u centru proizvoda treba ostvariti temepraturu od 75 °C da bi bili inaktivisani vege-
tativni oblici bakterija. Odrzivost proizvoda tipa pH-SSP zasniva se na niskim pH
vrednostima (5,4-5,6) i iznosi nekoliko meseci pri 20 °C; prilikom pasterizacije u
proizvodu treba ostvariti temperaturu od najmanje 72 °C. OdrzZivost proizvoda u
tipu F-SSP zasniva se na inaktivaciji spora neproteolitiCkih tipova C. botulinum
blagom sterilizacijom (F,>0,4), a za inhibiciju prezivelih spora proteolitickih tipova
C. botulinum potrebno je dodati najmanje 100 mg/kg nitrita, kao i da pH vrednost
bude manja od 6,5 i a,-vrednost manja od 0,97. Ovi poizvodi mogu biti odrzZivi
nekoliko meseci bez primene hladnoée (Vukovi¢, 1981; Vukovi¢, 2005/a; Anon,
2005).

Ohladene namirnice produZene odrZivosti

Refrigerated Processed Foods of Extended Durability

U grupu ohladenih namirnica produzene odrzivosti (engl. RPFED=
Refrigerated Processed Foods of Extended Durability) moze da se ubroiji veliki
broj razli¢itih namirnica, kao $to su vakuum-pakovano sveze meso, kuvano sala-
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mureno i nesalamureno meso upakovano u atmosferi zastitnih gasova, upako-
vana jela, riba i plodovi mora upakovani u atmosferi zastitnih gasova, vakuum-
pakovana dimljena riba itd. (Peck i sar., 2005). Zajedni¢ko za ove proizvode je da
poseduju visoku nutritivnu vrednost i senzorni kvalitet, da se izraduju bez ili sa $to
je moguce manje konzervanasa, da se neki od njih podvrgavaju blagoj toplotnoj
obradi i da su odrziviji od konvencionalnih proizvoda. Termicki tretirani proizvodi
se pasterizuju na temperaturama od 70 do 90 °C, posle ¢ega se brzo hlade i
skladiste pri +1 do +8 °C, a odrzivost proizvoda iznosi do 42 dana. Prema Pecku i
sar. (2008) u pasterizovanim proizvodima u kojima vladaju anaerobni uslovi pos-
toji realna opasnost od stvaranja botulinusnih toksina, a jedan od najznacajnijih
faktora rizika je poveéanje temperature proizvoda na putu od mesta prodaje do
domacinstva, koje moze da bude i do 20 °C, kao i porast temperature u kuénim
friziderima (od 0 do 11 °C). Da bi se kod ovih proizvoda sprecio rast neproteo-
litickih sojeva C. botulinum, koji stvaraju toksine pri temperaturama iznad 3,3 °C,
Peck i sar. (2005, 2008), daju sledece preporuke za Cuvanje i odrzivost ovih proiz-
voda: (1) do 42 dana pri +3 °C, (2) do 10 dana pri +5 °C, (3) do 5 dana pri +10°C,
(4) do 42 dana pri + 8 °C, ukoliko je toplotna obrada iznosila 10 minuta pri 90 °C,
ili 36 minuta pri 85 °C, ili 129 minuta pri 80 °C, (5) do 42 dana pri +8 °C, ukoliko su
u proizvod dodati nitriti koji spre€avaju rast C. botulinum ili ako u proizvodu deluju
i drugi inhibitorni €inioci, kao $to su pH vrednost manja od 5,0, koncentracija soli u
vodi veca od 3,5 %, a,..vrednost manja od 0,97 itd.

Zakljuéak / Conclusion

Najc¢es¢i izvor botulizma u Srbiji je suva Sunka proizvedena u do-
macinstvima. U ovom proizvodu toksin pretezno stvara psihrotrofni tip B Clostri-
dium botulinum, Koji kao neproteolit gotovo da ne menja miris i ukus proizvoda.
Drugi proizvodi od mesa, uklju¢ujuéi i konzerve, vrlo su retki izvori botulizma.

U sprecavanju botulizma znac¢ajnu ulogu imaju svodenje na minimum
kontaminacije mesa sporama klostridija, vodenje racuna o dobrobiti Zivotinja za
klanje, primena mera dobre higijenske prakse prilikom klanja, inaktivacija spora
C. botulinum prilikom sterilizacije, a kod pasterizovanih i suSenih proizvoda od
mesa spreCavanje stvaranja botulinusnih toksina primenom niskih temperatura u
toku proizvodnje i skladiStenja. Vaznu ulogu u spre€avanju botulizma imaju i pH,
ay, Eh, sadrzaj kuhinjske soli i nitrita u proizvodima od mesa.
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ENGLISH

HAZARD ANALYSIS AND POSSIBILITIES FOR PREVENTING BOTULISM
ORIGINATING FROM MEAT PRODUCTS

D. Vasilev, I. Vukovié

The paper presents the more important data on the bacteria Clostridium

botulinum, the appearance of botulism, hazard analysis and the possibilities for preventing
botulism. Proteolytic strains of C.botulinum Group |, whose spores are resistant to heat,
create toxins predominantly in cans containing slightly sour food items, in the event that the
spores are not inactivated in the course of sterilization. Non-proteolytic strains of Group Il

327



Vet. glasnik 62 (5-6) 317 - 328 (2008) D. Vasilev, I. Vukovi¢: Analiza opasnosti i
mogucnosti spre€avanja botulizma iz proizvoda od mesa

are more sensitive to high temperatures, but they have the ability to grow and create toxins
at low temperatures. Type E most often creates a toxin in vacuum-packed smoked fish, and
the non-proteolytic strain type B in dried hams and certain pasteurized meat products. The
following plays an important role in the prevention of botulism: reducing to a minimum
meat contamination with spores of clostridia, implementing good hygiene measures and
production practice during the slaughter of animals, the inactivation of spores of
C. botulinum during sterilization (F>3), and, in dried hams and pasteurized products, the
prevention of bacterial growth and toxin forming by maintaining low temperatures in the
course of production and storage, as well as the correct use of substances that inihibit the
multiplication of bacteria and the production of toxins (nitrites, table salt, etc.).

Key words: botulism, meat products, hazard analysis, prevention

PYCCKUA

AHAJIN3 ONACHOCTU N BOSMOXXHOCTU NPEAYNPEXAEHUA BOTYJIUSMA U3
MACHbBIX NPOAYKTOB

[. Bacunes, UN. BykoBuy

B paboTe npuBeaeHbl 60nee BaxkHble AaHHble 0 6akTepun Clostridium botu-
linum, nosiBNeHns 60TynNM3ma, aHanmnae OnacHOCTM U BO3MOXXHOCTSX AN npeaynpexae-
HUa 60oTynuama. lNpoteonutuyeckue wrtammbl C. botulinum rpynnbl |, 4bK cNopbl COMpPo-
TMBMEHbI Ha TEMMOTY, CO34at0T TOKCMHbI MPENMYLLECTBEHHO B KOHCEpBax CraboKUCbIX
nULEeBbIX MPOAYKTOB, NPU YCMOBUK, YTO CMOPbl HE NMHAKTUBM3NPOBAHbI MPY CTepunM3a-
uvun. HeponenTtnyeckue wrammbl rpynnel || 6onee 4yBCTBUTENbHbIE HA BbICOKME TEM-
nepaTypbl, HO 06nafasT CrNocoO6HOCTLIO PacTu K co3AaBaTb TOKCUMHbI Ha 60ree HU3KUX
TemnepaTypax. Tun E valle Bcero co3gaBaeT TOKCUH B BaKyyM-ynaKoBbIBAHHOW KOMYEH-
HOM pblbe, a HEONPOTEONUTUYECKUN WTaMMm Tuna b B Kon4éHHoW pbibe, a HeonpoTeo-
NUTUYECKUIA WTamMM Tuna B B KOMEHHbIX BETYMHAX U HEKOTOPbIX MacTepu30BaHHbIX
MSACHbIX NpoAyKTax. B npegynpexaeHun 60Tynm3ma 3Ha4mMTENbHYO POfib UMEIOT CBeAe-
HMEe Ha MUHUMYM KOHTamuHauum Msca cnopamm KnocTpuani, npoBeAeHne Mep XopoLUuen
TMIMEHNYECKOW 1 NMPOM3BOACTBEHHON NPaKTUKK NPy yboe XMBOTHbIX, 3aTEM MHAKTUBA-
umsa cnop C. botulinum npw ctepunmaauyum (F>3), @ y KOMYEHHbIX BETYMH W nacTepu-
30BaHHbIX NMPOAYKTOB MNpeaynpexaeHne pocta 6akTepum 1 Co3faHns TOKCUHOB Nog-
AepXXUBaHNEM HU3KWX TemenpaTtyp B Te4eHue NpouM3BOACTBA U CKraza, CroBHO U npa-
BUNbHOE ynoTpebneHune cybcTaHLumii, TOPMO3SLLME Pa3MHOXEHUE 6aKTepumn 1 Npon3eoa-
CTBO TOKCWHOB (HUTPUTbI, MOBapeHHas conb 1 T.4.).

KntoyeBble crioBa: 60TyNN3M, MSICHbIE MPOAYKTbI, aHanmn3 onacHOCTH, MpeaynpexaeHue

328



PREGLEDNI RAD - REVIEW PAPER

UDK 637.146.1:615.015.8

REZISTENCIJA BAKTERIJA MLECNE KISELINE NA
ANTIMIKROBNE LEKOVE’
ANTIBIOTIC RESISTANCE OF LACTIC ACID BACTERIA

Snezana Bulaji¢, Zora Mijadevi¢, Radoslava Savié-Radovanovi¢™*

Saznanja o rezistenciji na antimikrobne lekove bakterija mlecne
kiseline su jos uvek ograni¢ena, verovatno zbog velikog broja rodova i
vrsta koje postoje kod ove grupe, kao i zbog razlika u njihovom spektru
rezistencije. Evropska agencija za bezbednost hrane EFSA smatra
rezistentnost na antimikrobne lekove, posebno prenosive rezistencije,
vaznim kriterijumom kod donosenja odluke o kvalifikovanoj proceni
bezbednosti -QPS statusu odredjenog soja. Ne postoje prihvaceni stan-
dardi za fenotipsku ili genotipsku evaluaciju rezistencije na antimik-
robne lekove kod izolata hrane. Takode, izbor medija je problemati¢an,
kao i specifikacija minimalne inhibitorne koncentracije MIC vrednosti
kao posledica velikih varijacija u vrsti i moguce rezultirajuce varijacije u
MIC vrednostima izmedu vrsta i roda. Tekuca istraZivanja u ovoj oblasti
pokazala su da bi se na kraju mogao dobiti niz razli¢itih MIC vrednosti
specifiénih za vrstu ili rod koje bi mogle jo$ vise da prodube sadasnju
kompleksnost. Jos jedan problem koji postoji u vezi sa odredivanjima
bezbednosti starter sojeva jeste da, kada se jednom identifikuju fenotip
rezistencije i asocirana determinanta rezistencije, postaje tesko da se
pokaZe da ta determinanta nije prenosiva, posebno ukoliko se gen
rezistencije ne nalazi na plazmidu i ukoliko nema standardnih protok-
ola za prikazivanje genetskog transfera. Usled postojanja takvih prob-
lema, sistem o kvalifikovanoj proceni bezbednosti QPS treba da ostavi
prostora za interpretaciju rezultata, posebno kada se oni odnose na me-
todologiju odredivanja fenotipa rezistencije, odredjivanje MIC vred-
nosti ze odredeni rod, vrstu, ili soj, na nemoguénost ustanovijavanja
genetske baze fenotipa rezistencije, kao i prenosivost gena rezisten-
cije.

KljuCne reci: bakterije mlecne kiseline, rezistencija, antimikrobni lekovi

* Rad saops$ten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Dr sci. med. vet. Snezana Bulaji¢, docent; dr sci. med. vet. Zora Mijacevi¢, redovni profesor,
mr sci. med. vet. Radoslava Savi¢ Radovanovi¢, asistent, Fakultet veterinarske medicine,
Beograd
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Uvod / Introduction

Bakterije mlecne kiseline (BMK) pripadaju taksonomski heterogenoj
grupi nesporogenih gram pozitivnih mikroorganizama ¢ija je osnovna biolosSka
karakteristika fermentisanje Sec¢era i posledi¢no produkcija mle¢ne kiseline. Zah-
valjujuéi sposobnosti da rastu u anaerobnoj sredini, a da su aerotolerantni, ¢la-
novi zajednice BMK zauzimaju veliki broj prirodnih niSa (Carr i sar., 2002). Tipi¢ni
predstavnici su vrste iz rodova Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Entero-
coccus i Pediococcus (Carr i sar., 2002). Bakterije mle¢ne kiseline u€estvuju u
proizvodniji i konzervisanju fermentisanih proizvoda, bilo kao prirodno prisutni
kontaminenti, i tada u€estvuju u procesima spontane fermentacije, ili kao na-
merno dodati starteri u kontrolisanim procesima.

Njihova acidogena sposobnost, pored ostalih tehnoloski vaznih ka-
rakteristika, koja se ogleda u snizavanju pH vrednosti matriksa namirnice, vodi ka
ostvarivanju pozeljnih organoleptiCkih i reoloSkih svojstava. Kisela sredina je
nepovoljna za rast patogenih vrsta bakterija, a istovremeno obezbeduje postojani
kvalitet i higijensku ispravnost konanog proizvoda. Metaboli¢ka aktivnost bak-
terija mle¢ne kiseline ogleda se u stvaranju mle¢ne kiseline koja ujedno deluje i
kao selektivni faktor i tako ostvaruje dominaciju istih mikroorganizama. Zahva-
ljuju¢i njihovoj dugogodi$njoj bezbednoj primeni u proizvodniji fermentisanih pro-
izvoda, BMK imaju "Generally Regarded As Safe" (GRAS) status, priznat od strane
Americke agencije za hranu i lekove. Bakterije mle¢ne kiseline predstavljaju i deo
prirodne populacije gastrointestinalnog i genitourinarnog sistema vertebrata i
smatra se, da u toj sredini, ispoljavaju povoljan efekat na zdravlje domacina. U
kontekstu toga, zaZivela je i njihova primena kao probiotika, pri €emu se probiotik
definiS8e kao nepatogeni mikroorganizam, koji u slucaju da se unese u odrede-
nom broju pozitivno uti€e na fiziolosko i zdravstveno stanje domacina pored os-
novnog nutritivnog delovanja.

U danasnje vreme mnogi istrazivaci istiCu hipotezu da komenzalne
bakterije, pre svega bakterije mle€ne kiseline, mogu predstavljati rezervoar gena
rezistencije na antimikrobne lekove (Perreten i sar., 1997; Levy i Salyers, 2002).
Upravo iz ovog razloga, populacija komenzala je veoma znacajna u spoznavanju
mehanizama perzistencije i Sirenja gena rezistencije u svetu mikroorganizama
(Levy i Miller, 1989). Takvi mikroorganizmi koji se oznaavaju kao "rezervoari"
mogu se nacdi u razli¢itim namirnicama, pre svega fermentisanim proizvodima od
mleka i mesa koji su u velikom broju optere¢eni nepatogenim bakterijama kao re-
zultat njihovog prirodnog pocesa proizvodnije.

Prema ovoj teoriji, lanac hrane se moze smatrati jednim od glavnih
puteva transmisije rezistentnih bakterija izmedu populacije ljudi i Zivotinja (Witte,
1997). Pre svega, fermentisani proizvodi od mleka i mesa, koji nisu termicki treti-
rani, predstavljaju sredstvo prenosa rezistentnih bakterija i time postoji direktna
povezanost izmedu mikroorganizama koji se nalaze u organizmu zivotinja i gas-
trointestinalnog sistema ljudi. Projekt pod imenom "Rezervoari antibiotske rezis-
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tencije" (Levy i Salyers, 2002) postavljen je jo$ daleke 1998. godine u cilju pro-
movisanja studija o selekciji i diseminaciji nepatogenih bakterija rezistentnih na
antibiotike kod ljudi, tokom procesa proizvodnje hrane, kao i u neposrednom
okruzenju. lako mnoge bakterije mle€ne kiseline, ukljuGene u procese fermenta-
cije namirnica imaju "Generally Regarded As Safe (GRAS)" status, potencijalan
rizik po zdravlje ljudi usled transfera gena rezistencije od tzv. rezervoar sojeva
bakterija mleCne kiseline na bakterije koje predstavljaju stalno prisutnu populaciju
mikroorganizama u gastrointestinalnom sistemu ljudi, jo$ nije u potpunosti defini-
san.

Fenomen rezistencije na antimikrobne lekove, prirodna i ste¢ena rezistencija
Phenomenon of resistance to antibiotics, natural and acquired resistance

Detaljni izvestaji o enormnoj primeni antimikrobnih lekova u humanoj i
veterinarskoj medicini (WHO, 1997), poljoprivredi i akvakulturi na veoma dobar
nacin dokumentuju razvoj rezistencije bakterija na antimikrobne lekove (Levy,
1997). Evolucija rezistencije na antimikrobne lekove u zajednicama mikroorgani-
zama je pojacana horizontalnim transferom gena rezistencije i to preko granica
mogucnosti vrsta i rodova mikroorganizama, putem konjugativnih plazmida,
transpozona, posedovanjem integrona i insercionih elemenata, kao i liti¢énih bak-
teriofaga i profaga (Davies, 1994). Tokom 50 i viSe godina globalne upotrebe anti-
mikrobnih sredstava, uspostavilo se nekoliko mehanizama rezistencije, ukljuc¢u-
juéi inaktivaciju antimikrobnih lekova enzimima (enzimska inaktivacija) (npr. p-la-
ktamaze, aminoglikozid acetil-, nukleotidil-fosforil-transferaze), ograni¢eni unos
antimikrobnih lekova (npr. penicilin vezujuéi proteini), aktivni iznos antimikrobnih
lekova ili pak modifikacija ciljnog mesta delovanja antimikrobnih lekova (metila-
cija 23S rRNA, mutacija aminokiselinske sekvence topoizomeraze) i/ili osigura-
vanje alternativnog metaboli¢kog puta ("premosc¢avanje"), posto je originalni put
metabolizma narusen (Levy, 1997). Kod pojedinih patogenih i potencijalno pato-
genih bakterija, kao Sto su stafilokoke i enterokoke, razvoj visoko rezistentnih
klonova bakterija je pokrenuo krizu rezistencije na antimikrobne lekove (Neu,
1992). U slu€aju vankomicin rezistentnih enterokoka, jo§ uvek ne postoji mo-
gucnost uspesne terapije antimikrobnim lekovima (Jett i sar., 1994).

Neophodno je praviti razliku izmedu prirodne (‘intrinzi¢") i steCene
(prenosive) rezistencije. Rezistencija na dati antimikrobni lek moze biti intrinzicna
u odnosu na bakterijsku vrstu ili rod (prirodna rezistencija), a karakteriSe se spo-
sobnos§¢u jednog mikroorganizma da prezivi u prisustvu odredenog antimikrob-
nog agensa, usled karakteristika urodene rezistencije. Prirodna rezistencija se ne
prenosi horizontalno. Suprotno ovom tipu, ste€ena rezistencija je karakteristika
pojedinih sojeva unutar vrste obiéno osetljive na primenjeni antimikrobni lek, a
moze se horizontalnim putem prenositi medu bakterijama. Ste¢ena rezistencija
na odredeni antimikrobni agens nastaje bilo iz mutacije u genomu bakterije ili
usled sticanja dodatnih gena koji kodiraju mehanizam rezistencije. Ovakve genet-
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ske promene pojacavaju odbrambenu sposobnost bakterija. Rezistencija se vrlo
verovatno razvila daleko pre kliniCke primene antimikrobnih lekova. Geni rezisten-
cije mogu voditi poreklo od mikroorganizama, prirodnih producenata antimikrob-
nih materija, koji su snadbeveni doti¢nim genima u cilju samozastite (Davies,
1997). Drugi potencijalni izvor gena rezistencije mogu predstavljati geni &iji pro-
dukti imaju ulogu u metabolizmu bakterija. Takvi geni su mogli biti izlozeni "pamet-
nim" mutacijama, koje su izmenile spektar supstrata (po mutaciji supstrat pred-
stavlja antimikrobni lek u odnosu na predasnje supstrate biosinteze ili biode-
gradacije).

Determinante rezistencije na antimikrobne lekove se prenose verti-
kalno ili horizontalno u prirodnim mikrobnim zajednicama. Vertikalna diseminacija
se odvija klonalnim Sirenjem odredenog rezistentnog soja. Kod horizontalnog
transfera gena identifikovana su tri mehanizma (Davies, 1994): prirodna transfor-
macija sa preuzimanjem i ugradnjom (“inkorporacijom") slobodne DNK iz ekstra-
celularnog medijuma; konjugacija -mehanizam DNK transfera zavisan od ¢e-
lijskog kontakta koji kao takav postoji kod vecine bakterijskih rodova i trans-
dukcija-transfer posredovan bakteriofagima. Veruje se da konjugacija predstavlja
glavni nadin transfera gena (Salyers, 1995). Mnogi geni rezistencije na antimik-
robne lekove se nalaze na mobilnim elementima kao $to su plazmidi i konjugativni
transpozoni.

Ste€ena rezistencija na antimikrobne lekove, predstavlja karakteris-
tiku pre svega onih mikroorganizama, ¢ija primarna stanista podrazumevaju sre-
dine permanentno izlozene opterec¢enju usled kontinuirane primene antimikrob-
nih lekova (intestinum ljudi i Zivotinja) (Teuber i sar., 1999). Profili rezistencije na
antimikrobne lekove kod bakterija koje predstavijaju komensalne mikroorga-
nizme nekog ekosistema, npr. bakterije mleCne kiseline, indikatori su selektivnog
pritiska koji doti€éni mikroorganizmi podnose u uslovima kontaminacije stanista
antimikrobnim sredstvima. Sirovo mleko i meso kontaminiraju se tokom proiz-
vodnje fekalnim materijalom, gde se mogu naci i bakterije mle€ne kiseline rezis-
tentne na antimikrobne lekove. Na taj nacin se geni rezistencije prenose u krajnje
proizvode, pre svega sireve proizvedene od sirovog mleka i fermentisane koba-
sice. Kako molekularna analiza gena rezistencije lokalizovanih na plazmidima i
transpozonima pokazuje identi¢ne genetske elemente kod ljudi i Zivotinja, €ini se
mogucim da namirnice animalnog porekla sluze kao sredstvo preno$enja rezis-
tentnih bakterija, odnosno determinanti rezistencije na antimikrobne lekove. Na-
uéna javnost, poslednjih godina pokus$ava odgovoriti na pitanje da li komensalne
bakterije iz namirnica mogu preneti gene rezistencije na crevne bakterije ljudi
tokom prolaza kroz creva.

Rezistencija bakterija mleéne kiseline na antimikrobne lekove /
Antibiotic resistance of lactic acid bacteria

Veliki broj bakterija mle¢ne kiseline prisutan u fermentisanim proizvo-
dima sasvim sigurno pomaze u ostvarivanju razli¢itih mehanizama rezistencija na
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antimikrobne lekove putem mutacija. Dodatno, bakterije mle€ne kiseline su snad-
bevene mobilnim genetskim elementima, pre svega plazmidima i transpozonima,
koji omogucavaju horizontalan prenos i Sirenje gena rezistencije. Po usvajanju
svojstva rezistencije, determinante rezistencije se amplifikuju i mogu se predati
drugom domadinu. Zbog toga je sasvim opravdan zahtev da se starter i probiotski
sojevi bakterija mle€ne kiseline ispituju na sposobnost prenosive rezistencije na
antimikrobne lekove, pored potrebe da se kompletno fizioloski i tehnoloSki oka-
rakteriSu. Od vitalnog znacaja jeste jasno definisanje grani¢nih vrednosti na os-
novu kojih se vrSi kategorizacija na rezistentne i osetljive sojeve. Posebnu vred-
nost ima razlikovanje prirodne (nespecificne, neprenosive) i ste€ene rezistencije,
putem postupka koji zahteva poredenje profila rezistencije na antimikrobne le-
kove velikog broja bakterija mlec¢ne kiseline poreklom iz razli¢itih izvora (Teuber i
sar., 1999). Uz tradicionalne klinike grani¢ne vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracija (MIK) od pomo¢i klini¢arima u odabiru efikasnog antimikrobnog
leka, predstavljen je i koncept mikrobioloskih grani¢nih vrednosti, i to na osnovu
proucavanja distribucije minimalnih inhibitornih koncentracija na dati antimik-
robni lek u odredenoj populaciji bakterija (Olsson-Liljequist i sar., 1997). Prema
datom konceptu, onaj deo populacije koji pokazuje jasno odstupanje od osetljive
vecine smatra se rezistentnim delom populacije, odnosno delom populacije sa
steCenom i potencijalno prenosivom rezistencijom. U tabeli 1. dat je prikaz mini-
malnih inhibitornih koncentracija na osnovu kojih se pojedine vrste bakterija
mlecne kiseline kategorizuju kao rezistentne. Definisane MIK vrednosti trebalo bi
smatrati pragmati¢nim odgovorom na postojeci problem razdvajanja sojeva sa
ste¢enom rezistencijom od osetljivih sojeva.

Odredivanje profila rezistencije bakterija mle¢ne kiseline na antimikrobne
lekove / Determining profile of resistance to antibiotics of lactic acid bacteria

Kako za odredivanja profila rezistencije na antimikrobne lekove kod
BMK postoje brojne metode, ne postoji konacni konsenzus o grani¢nim vred-
nostima za vecinu antimikrobnih lekova. Pometnja u ovom domenu prvenstveno
proizilazi iz ¢injenice da se za definisanja rezistencije koriste razli¢ite metode (E
test: Danielsen i Wind, 2003; agar dilucija: Herrero i sar., 1996; disk difuzioni test:
Charteris i sar., 1998; i mikrobujonska kultura: Klein i sar., 2000) i tako se dobijeni
rezultati ne mogu direktno uporedivati. Pored toga, pojedini testovi se ne smatraju
pouzdanim za odredeni antimikrobni lek. Npr. disk difuzioni test se ne smatra
pouzdanim za detekciju rezistencije niskog nivoa na vankomicin kod enterokoka
(MIK od 8 do 32 ug/mL) (Swensoni sar., 1992). Na rezultate ispitivanja rezistencije
bakterija na antimikrobne lekove moZe da utiCe i sastav podloge (Huys i sar.,
2002), kao Sto su varijacije u sadrzaju katjona ili koncentraciji kritiCnih sastojaka
poput timina ili folne kiseline, kao i veli¢ina inokuluma, temperatura i period inku-
bacije. Pored toga, vecina vrsta BMK pokazuje relativno slab rast na uobicajenim
podlogama za testiranje, kao Sto je Mueller-Hinton (Difco) ili Isosensitest (Oxoid),

334



Vet. glasnik 62 (5-6) 329 - 340 (2008) Snezana Bulaji¢ i sar.: Rezistencija bakterija
mlecne kiseline na antimikrobne lekove

dok MRS medijum moze €ak i inaktivirati pojedine antimikrobne lekove (npr.
imipenem).

Poseban problem pri utvrdivanju profila rezistencije predstavlja speci-
fikacija MIK vrednosti. Ne postoje standardi po tom pitanju, a Institut za klinicke i
laboratorijske standarde ("Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI", bivSi
NCCLS) ne navodi MIK grani¢ne vrednosti sa izuzetkom enterokoka. Svakako da
problem predstavlja i velika varijabilnost vrsta i s tim u vezi varijacije u MIK vred-
nostima izmedu vrsta i rodova bakterija mle¢ne kiseline (Danielsen i Wind, 2003).
Iz ovog razloga Nauéni komitet za ishranu zZivotinja ("Scientific Committee on Ani-
mal Nutrition-SCAN") pravi razliku izmedu laktobacila i pediokoka u odnosu na
MIK vrednosti za razli¢ite antimikrobne lekove (European Commission, 2002).
Demonstraciju slozenosti postojec¢e problematike, ali i dodatnu konfuziju stvorila
je i odluka FEEDAP (Scientific Panel on Additives and Products or Substances
Used in Animal Feed, 2005), po kojoj treba da se izvrsi ispravka postojec¢ih MIK
vrednosti. Tom prilikom postavljene su i grani¢ne vrednosti za razli¢ite grupe bak-
terija mle€ne kiseline, vrste, ali i sojeve; npr. za homofermentativne i heterofer-
mentativne laktobacile, enterokoke, Pediococcus spp., Leuconostoc spp., sojeve
L. plantarum, sojeve L. lactis. Pored toga, Danielsen i Wind (Danielsen i Wind,
2003) predlazu i do tri razli¢ite MIK graniéne vrednosti i to na osnovu razlike u
rezistenciji svega 14 ispitivanih vrsta laktobacila. Stoga, ukoliko se za ostale (>60
vrsta) Lactobacillus vrste, ali i druge grupe bakterija mle€ne kiseline, za koje do
sada nisu ispitane ni postavljene MIK vrednosti, u buduénosti utvrde znacajne
razlike, ovaj sloZeni proces evaluacije i utvrdivanja kriterijuma bi se mogao zavrsiti
postavljanjem MIK grani¢nih vrednosti, specifi¢nih ne samo za dati rod nego i ispi-
tivanu vrstu bakterija mle¢ne kiseline, a mozda i pojedine sojeve, §to dodatno
usloznjava problematiku.

Fenotipsko odredivanje rezistencije se dopunjuje molekularnim meto-
dama gde se sojevi direktno ispituju na prisustvo determinanti rezistencije. Ove
metode ukljuCuju amplifikaciju putem PCR tehnike primenom specifi¢nih praj-
mera za pojedine ili multiple gene rezistencije (Strommenger i sar., 2003), RT PCR
(Volkmann i sar., 2004) ili koriS¢enje DNK matrice koja sadrzi veliku kolekciju gena
rezistencije (Perreten i sar., 2005). Postojec¢e genetitke studije na osnovu kojih se
potvrduje prenoSenje poznatih determinanti rezistencije su ograni¢ene mnogim
eksperimentalnim faktorima, zbog €ega su i njihovi rezultati razli¢iti. Osim toga,
nisu dostupni pozitivni kontrolni sojevi za izvodenje konjugacije i/ili transpozicije,
a ne postoji ni standardni protokol demonstracije transfera gena.

Profili rezistencije bakterija mleéne kiseline na antimikrobne lekove /
Profiles of resistance to antibiotics of lactid acid bacteria

Profili rezistencije na antimikrobne lekove kod Lactobacillus, Strepto-
coccus, Pediococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium i Propionibacterium vrsta su
sasvim razli¢iti, iako se ne zapazaju jasno odvojeni, po vrstu specifi¢ni profili rezis-
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tencije. S jedne strane, vecina vrsta je rezistentna na metronidazol (MIK>256
ug/mL), i trimetoprim (MIK>30 ug/mL) (Charteris i sar., 1998; Katla i sar., 2001). Ovi
mikroorganizmi imaju ograni¢enu sposobnost biosinteze i ne poseduju meta-
bolicki put sinteze folne kiseline, pa se smatraju prirodno rezistentnim na ove
agense (Katla i sar., 2001). S druge strane, bakterije mle¢ne kiseline i bifidobak-
terije su osetljive na piperacilin i piperacilin plus tazobaktam (MIK<16 ug/mL) (Del-
gadoisar., 2005). Lactobacillus, Lactococcus i Leuconostoc vrste pokazuju rezis-
tenciju visokog nivoa na cefoksitin (MIK>30 ug/mL) (Charteris i sar., 1998; Del-
gado i sar., 2005). Vecina laktobacila, pediokoka i Leuconostoc vrsta je rezis-
tentna na visoke koncentracije vankomicina (MIK>256 ug/mL), dok je vecina lak-
tokoka veoma osetljiva na isti antimikrobni lek (MIK<2 pg/mL) (Danielsen i Wind,
2003; Delgado i sar., 2005). Rezistencija Lactobacillus, Pediococcus i Leuco-
nostoc spp. na vankomicin objasnjava se postojanjem D-Ala-D-Laktata u pepti-
doglikanu, umesto D-Ala-D-Ala dipeptida koji predstavlja ciljno mesto delovanja
antimikrobnog leka. Time se rezistencija kod ovih vrsta smatra prirodnom i ne
moze se uporedivati sa steCenom, plazmidima kodiranom rezistencijom, utvrde-
nom kod enterokoka. Ispitivanjem molekularne osnove rezistencije kod BMK, a
na osnovu poredenja identiteta nukleotidne sekvence sa sekvencom gena orig-
inalno opisanih kod filogenetski udaljenih bakterijskih grupa, utvrdeno je da sama
rezistencija vodi poreklo od drugih mikroorganizama, sa kojih je, na neki nacin
preneSena na bakterije mlene kiseline i bifidobakterije.

Zakljuéak / Conclusion

Bakterije mleCne kiseline, kao deo interaktivne populacije mikroor-
ganizama, podlozne su izmeni gena rezistencije kao mehanizmu adaptacije na
sredinu optere¢enu antimikrobnim lekovima, a u cilju prezZivljavanja u takvim
sredinama. Izvan svake sumnije jeste to da se distribucija bakterija sa prenosivim
determinantama rezistencije treba izbe¢i (WHO, 1997). Mere uklju€uju koris¢enje
odgovarajucih, pazljivo selekcionisanih startera, kao i odgovarajucih supstrata za
procese fermentacije, uz neophodnu potvrdu da starter i probiotski sojevi ne
sadrze gene koji prenose rezistenciju na antimikrobne lekove. Pazljiva i op-
ravdana upotreba antimikrobnih lekova, kako u veterini, poljopriviednom sektoru i
humanoj medicini, uz pasterizaciju ili drugi termicki tretman sirovih supstrata
(mleka ili mesa) predstavljaju neophodne mere u reSavanju problema rezistencije
na antimikrobne lekove. Neophodnim se smatra i zabrana koriS¢enja antimikrob-
nih lekova, promotora rasta u uzgoju zivotinja, pre svega onih koji se klinicki pri-
menjuju, kako u veterinarskoj, tako i u humanoj medicini: zabranjeni su antimik-
robni lekovi koji dovode do ukrstene rezistencije kod bakterijskih uzro¢nika, (ti-
lozin, virginiamicin) ili oni koji se koriste samo u humanoj medicini, kao Sto je baci-
tracin. Urodena rezistencija na antimikrobne lekove utvrdena je na vankomicin
kod Leuconostoc vrsta, odredenih laktobacila ili pak na nalidiksinsku kiselinu.
Razliku izmedu prirodne i steCene rezistencije je teSko postaviti buduéi da je ne-
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moguce pratiti ispitivani soj u preantibiotskoj eri. Ukoliko bakterije mle€ne kiseline
zive u biotopu koji je optere¢en antimikrobnim lekovima (digestivni sistem ljudi i
zivotinja, vime krava), steCena rezistencija na antimikrobne lekove se utvrduje kod
mnogih vrsta koje naseljavaju takve sredine, ukljuCuju¢i Enterococcus, Lactococ-
cus i Lactobacillus vrste.

Ne postoji barijera izmedu patogenih (streptokoke), potencijalno pa-
togenih (enterokoke) i komenzalnih (laktobacili, laktokoke) BMK s obzirom na
mogucnost preuzimanja i sticanja determinanti rezistencije na antimikrobne leko-
ve. Utvrdeni su identi¢ni geni odgovorni za rezistenciju na tetraciklin - tet (M), eri-
tromicin - ermAM, hloramfenikol - cat, streptomicin - str, streptogramin - sat, u sve
tri grupe mikroorganizama. Ovi podaci potvrduju glediste da u sredinama, u ko-
jima su koriS¢ene enormne koli¢ine antimikrobnih lekova, bakterije mle¢ne
kiseline, kao i drugi mikroorganizmi, uestvuju u sistemima komunikacije, putem
kojih i prenose osobine rezistencije preko granica vrsta, pa ¢ak i rodova.

Do sada, multirezistencija, na srec¢u, nije uobiajena kod bakterija
mle¢ne kiseline. Ipak, u sve ve¢em broju se izoluju sojevi koji pokazuju atipi¢ne
nivoe rezistencije na pojedine antimikrobne lekove (posebno tetraciklin i eritromi-
cin). Takvi sojevi nose gene rezistencije za koje se veruje, a u mnogim slu¢ajevima
je i potvrdeno, da su ste€eni horizontalnim prenoSenjem. Stoga je sasvim oprav-
dana inicijativa Evropske agencije za bezbednost hrane za neophodnim ispitiva-
njem prisustva prenosivih determinanti rezistencije onih sojeva bakterija mle¢ne
kiseline koji se primenjuju kao starter ili probiotski sojevi. Takvi zahtevi su defini-
sani usvajanjem sistema kvalifikovane pretpostavke bezbednosti ("Qualified Pre-
sumption of Safety" — QPS) (EFSA, 2004).
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ENGLISH

ANTIBIOTIC RESISTANCE OF LACTIC ACID BACTERIA
Snezana Bulaji¢, Zora Mijaéevi¢, Radoslava Savi¢ Radovanovié¢

Knowledge on the antibiotic resistance of lactic acid bacteria is still limited,
possibly because of the large numbers of genera and species encountered in this group,
as well as variances in their resistance spectra. The EFSA considers antibiotic resistances,
especially transferable resistances, an important decision criterion for determining a
strain's QPS status. There are no approved standards for the phenotypic or genotypic
evaluation of antibiotic resistances in food isolates. Also, the choice of media is problem-
atic, as well as the specification of MIC breakpoint values as a result of the large species
variation and the possible resulting variation in MIC values between species and genera.
The current investigations in this field showed that we might end up with a range of different
species- or genus-specific breakpoint values that may further increase the current com-
plexity. Another problem associated with safety determinations of starter strains is that
once a resistance phenotype and an associated resistance determinant have been identi-
fied, it becomes difficult to show that this determinant is not transferable, especially if the re-
sistance gene is not located on a plasmid and no standard protocols for showing genetic
transfer are available. Encountering those problems, the QPS system should allow leeway
for the interpretations of results, especially when these relate to the methodology for resis-
tance phenotype determinantions, determinantions of MIC breakpoints for certain genera,
species, or strains, the nondeterminability of a genetic basis of a resistance phenotype and
the transferability of resistance genes.

Key words: lactic acid bacteria, antibiotic resistance

PYCCKUN

AHTUBUOTUYECKOE COMNPOTUBNEHNE BAKTEPUA MOJIOYHOW KUCNOTbI
CHexaHa Bbynawny, 3opa MusyeBu4, Pagocnasa Casuy PagoBaHoBMY

Mo3HaHMsA 0 CONPOTUBIEHUN HA aHTUONOTUKM 6aKTEPUA MONTOYHOWN KUCTOThI
BCE eLé orpaHn4eHHble, BepOATHO 13-3a 60MbLUEro Y1cna poga U BU4O0B, CYLUMX y 3TOM
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rpynnbl, CAIOBHO M 13-3a PasHuL, B UX CNEKTPE CONpOTUBeHWs. EBponericknoe areHcTBo
Ansa 6esonacHocT kopma EABK cunTaeT pe3ucTeHTHOCTb Ha aHTUOMOTUKK, OTAENbHO
nepeHoCcnnMBOro cConpoTmnBieHns, BaXXHbIM Kputepmem y npuHnmMaHua pelleHns o Keajum-
duympoBaHHOM oleHKe 6esonacHocTu - KOB cTaTycy onpeaenéHHoro wravmma. He cyue-
CTBYIOT NPUHATBIE CTaHAAPTbI ANA (DEHOTUMMHECKOrO U FTEHOTUMMYECKOro ONnpeaeneHns
LEHHOCTW COMPOTUBIIEHUS Ha aHTUOMOTUKM Yy U30NATOB KopMa. Takxxe Bblbop mMeaus
npo6nemMaTnyHbIA, CITOBHO M cneumMdpukaums MUHUMaribHOM MHIMOUTOPHON KOHLIEHTpa-
unm MUK cTonmocTu Kak crnefcTaue 60MbLUNX BapuaLuni B BUAE N BO3MOXXHbIE SIBIISIOLLN-
ecs pesynbTtatom Bapvauum B MUK cTtommocTsix mMexagy Buaamu pogamu. Tekylme
uccnefoBaHva B 9ToM 06nactu noasanu, Y4Tobbl HA KOHLE MOr MOMyyYuTbCs psf pas-
nnyHbIX MUK cToumocTen cneumduyecknx Anga Buaa unu paoga, Kotopblie 66l MOrnm ewé
66nbLe yriybuTb TENEPELLHIO KOMMMEKCHOCTb. Ewwé ogHa npobnema, cywas B CBA3W C
onpegeneHnamm 6e30MacHOCTM cTapTep LWTamMMOB, KOrAa OAHaXAbl MAEHTUOULMPYIOT
hbeHOTUN COMPOTUBNIEHUA U aCCOLMPOBAHHBIN OETEPMUHAHT COMPOTUBIIEHWS, CTaHO-
BUTCS TAIKENO NOKas3aTb, YTO 3TOT AETPMUHAHT HE NEPEHOCHBIN, OTAENbHO MOCKOSbKY
reH CONnpOTMBIIEHNA HE HaXOAUTCSA Ha NnasMuae v NOCNKONbKY HE UMEET CTaHAaPTHbIX
NPOTOKOSIOB AN151 reHETUYECKOro TpaHcdepa. BcneacTeue cylecTBOBaHNA Takux Npoob-
nem, cuctema o KsanuuumpoBaHHou oLeHke 6e3onacHocTn KOB Hago octaBuTb Npoc-
TpaHCTBa AN MHTeprpeTauum pesynbTaToB, OTAeNIbHO, KOrga OHWU OTHOCATCHA Ha Me-
TOLOMOrNI0 onpeaeneHns eHoTnna conpoTusneHus, onpegenenns MUK ctoumocTu
ANa onpefnéHHOro poaa, BMaa, Uim Wtamma, Ha HEBO3MOXXHOCTb YCTaHaBNMBAHWSA re-
HeTnyeckon 6a3bl PEHOTUMNA COMPOTUBIIEHNS, CIIOBHO Y MEPEHOCHOCTb reHa COnpOTUB-
NeHus.

Knioyesble cnosa: 6aKTepVII/I MOJIOYHOW KUCNOThI, aHTUbMoTU4ecKas PEe3NCTEeHTHOCTb
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Reakcije na hranu koje se manifestuju samo kod malog broja
osetljivih osoba mogu da se podele na reakcije psiholoske intoleran-
cije (averzija i sl.) i na rekcije prave fiziolosSke preosetljivosti na odrede-
ne namirnice ili sastojke hrane. Reakcije preosetljivosti dalje se klasi-
fikuju na nealergijske reakcije preosetljivosti, koje mogu da budu posle-
dica nepoznatih mehanizama ili metaboliCkih abnormalnosti, i alergije
na hranu koje su injicirane imunoloskim mehanizmima.

Najvedi broj potvrdenih alergija na hranu uklju¢uje produkciju IgE
antitela i lanac interakcija izmedu odredenih tipova celija i hemijskih
medijatora. Ova vrsta alergijskih reakcija oznacava se kao IgE-posre-
dovana alergija ili reakcija preosetljivosti tipa I. Simptomi se javljaju vrlo
brzo nakon unosenja odredene namirnice, a najopasniji, ali na srecu
vrlo redak, jeste sistemski odgovor (anafilaksa) koji moze da ima fatalni
ishod ukoliko se u kratkom roku ne pruzi odgovaraju¢a medicinska
pomoc. Simptomi alergije na hranu mogu da budu gastrointestinalni
(otok usana i grla, mucnina, povrac¢anje, abdominalni bolovi, dijareja i
dr.), respiratorni (bronhospazam, astma, rinitis) i dermatolo$ki (svrab,
eritem, urtikaria, ekcem, konjunktivitis).

Preosetljivost na hranu zahteva poseban dijetalni tretman. Restrik-
tivne dijete mogu biti relativno lake za sprovodenje ukoliko se radi o al-
ergenima koji nisu prisutni u velikom broju namirnica npr. preosetljivost
na kikiriki ili susam. Medutim, neke od njih, kao sto je dijeta bez glutena
veoma su tesko sprovodljive zbog velikog broja namirnica koje mogu
da sadrze gluten Zitarica, bilo kao sastojak ili kao oneéis¢enje. Zbog
foga je vazno da proizvodali namirnica imaju dobre sisteme kontrole i
sledljivosti i da pravilno oznade moguce prisustvo potencijalnih aler-

Rad saopsten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-
naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine

** Dr sci lvan Stankovi¢, profesor, Institut za bromatologiju, Farmaceutski fakultet, Beograd
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gena kako bi pomogli preosetljivim osobama u striktnom sprovodenju
restriktivnih dijeta, koje su ¢esto i njihov doZivotni tretman.

Kljucne reci: alergeni, hrana, preosetljivost

Uvod / Introduction

Reakcije Stetnog dejstva hrane i njihovih sastojaka na zdravlje ljudi
mogu da se podele na one koje pogadaju sve konzumente hrane i one na koje
reaguje mali broj osetljivih osoba (Johansson i sar. 2001) (slika 1).

Stetne reakcije
na hranu /

Adverse reactions
to food

Javljaju se kod Javljaju se samo kod
svih konzumenata / osetljivin osoba /
Occur in all consumers Occur only in sensitive
persons
I I—|—f
[ | 1
Hemijski Mikrobioloski Farmakoloski Preosetljivost Psiholoska
kontaminenti / kontaminenti / aktivne na hranu / intolerancija,
Chemical Microbiological supstance / Hypersensitivity averzija /
contaminants contaminants Pharmacological to food Psychological
active substance Intolerance,
aversion
]
I 1
Nealergijska Alergija na
preosetljivost / hranu /
Non-allergic Food allergies
hypersensitivity
l:‘:[
Nepoznati Metabolicke IgE-posredovana Ne-IgE-posre-
mehanizam / abnormalnosti / alergija na hranu/ | | dovana alergija
Unknown Metabolic IgE-mediated food na hranu /
mechanism abnormalities allergy Non-Igk-media-

ted food allergy

Slika 1. Klasifikacija Stetnih efekata hrane na zdravlje ljudi Evropske akademije za alergolo-
giju i klini¢ku imunologiju (EAACI) /

Figure 1. Classification of adverse effects of food on human health by the European Academy for Allergology and
Clinical Immunology (EAACI)

Reakcije na namirnice koje sadrze hemijske ili mikrobioloske kontami-
nente ili farmakolo$ki aktivne supstance ispoljavaju se kod svih osoba koje takve
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namirnice konzumiraju u dovoljno velikoj koli€ini. lako neke od tih reakcija mogu
da budu veoma sli¢ne alergijskim reakcijama, npr. intoksikacija histaminom koji
nastaje u pokvarenoj ribi iz aminokiseline histidina, za ove rekcije je zajednicko to
da seispoljavaju kod celokupne populacije koja je konzumirala takve namirnice.

Reakcije koje se deSavaju samo kod osetljivih pojedinaca, koji pred-
stavljaju veoma mali deo populacije, mogu da se podele na reakcije psiholoske
intolerancije (averzija i sl.) i na reakcije prave fizioloSke preosetljivosti na odrede-
ne namirnice ili sastojke hrane. Reakcije preosetljivosti mogu dalje da se podele
na nealergijske reakcije preosetljivosti, koje mogu da budu posledica nepoznatih
mehanizama ili metaboli¢kin abnormalnosti, i alergije na hranu, koje mogu da
budu posredovane IgE antitelima ili nekim drugim mehanizmima.

Psiholoska intolerancija | Psychological intolerance

Psiholo$ka intolerancija (averzija) na odredenu hranu je relativno ¢est
fenomen i moZe da predstavlja problem ukoliko je udruZzena sa odredenim simp-
tomima. Neke osobe koje veruju da imaju alergiju na hranu u stvari imaju averziju
prema odredenim namirnicama udruzenu sa prate¢im stanjima anksioznosti ili
panike. Neki svoju averziju prema odredenim namirnicama viSe vole da pripiSu
medicinskim problemima, jer im je u drustvu lakSe da kazu da su alergi¢ni na neku
namirnicu nego da ne vole tu namirnicu. Osobe sa averzijom prema nekoj vrsti
hrane mogu imati klini¢ku istoriju reakcija sliénih alergijama, ¢ak i pozitivne rezul-
tate koznih proba, ali su kod njih rezultati dobro sprovedenih dvostruko slepih is-
pitavanja na alergene hrane negativni i ne postoje potvrde IgE posredovanih aler-
gijskih reakcija. Studija (Young i sar. 1994) je pokazala da oko 20% populacije Ve-
like Britanije veruje da ima neki oblik alergije ili intolerancije na hranu i to povezuju
sa odredenim koZnim problemima, abdominalnim bolovima, respiratornim prob-
lemima, gubitkom na tezini ili glavoboljama. Oni ¢esto na svoju ruku primenjuju
odredene dijete koje mogu da budu nutritivno neadekavatne, narocito kod dece.
Medutim, samo 19% osoba koje su verovale da imaju alergiju na hranu i koje su
pristale da se podvrgnu ispitivanjima imale su reakcije preosetljivosti ili alergiju na
hranu potvrdenu dvostruko slepim ispitivanjima.

Nealergijska preosetljivost na hranu /

Non-allergic hypersensitivity to food

Nealergijska preosetljivost na hranu moze da bude nepoznatog po-
rekla ili posledica deficita odredenih enzima. Npr. osobe sa intolerancijom na lak-
tozu imaju nedovoljnu koli¢inu enzima laktoze koji hidrolizuje laktozu na glukozu i
galaktozu. Kod ovih osoba laktoza se ne hidrolizuje i fermentira pod dejstvom
bakterija gastrointestinalnog trakta. Pri tome se stvaraju gasovi, kratkolan¢ane
masne kiseline, dolazi do osmotskog efekta, dijareja, abdominalnih bolova, po-
vracanja, gr€eva i slicnih problema, onda kada se konzumira mleko.
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Alergije na hranu | Food allergies

Alergije na hranu su rekcije preosetljivosti na odredene namirnice inji-
cirane imunolo$kim mehanizmima.

Najveci broj potvrdenih alergija na hranu uklju€uje produkciju IgE an-
titela i lanac interakcija izmedu odredenih tipova ¢elija i hemijskih medijatora. Ova
vrsta alergijskih reakcija oznacava se kao IgE-posredovana alergija ili reakcija
preosetljivosti tipa I. Simptomi se javljaju vrlo brzo nakon unos$enja odredene
namirnice. Najopasnija, ali na sre¢u vrlo retka manifestacija, jeste anafilaksa, koja
moze da ima fatalni ishod ukoliko se u kratkom roku ne pruzi odgovaraju¢a me-
dicinska pomo¢. Simptomi alergije na hranu mogu da budu gastrointestinalni
(otok usana i grla, mu¢nina, povrac¢anje, abdominalni bolovi, dijareja i dr.), respra-
torni (bronhospazam, astma, rinitis) i manifestacije na kozi i sluzokozi (svrab, eri-
tem, urtikaria, ekcem, konjunktivitis). Mnogi od ovih simptoma nisu specifi¢ni
samo za alergije na hranu i mogu da budu posledica drugih poremecaja u organi-
Zmu.

Nakon prvog kontakta sa alergenom kod osoba koje imaju genetsku
predisponiranost (atopija) dolazi do senzibilizacije. B-limfociti produkuju IgE an-
titela koja imaju afinitet za specifi¢ni deo molekule antigena (epitop). Drugi deo
IgE molekule vezuje se za receptore na povrsini mastocita koje tako postaju sen-
zibilisane na odredeni alergen (slika 2).

\\Hfl %QE
W} ; —IgE receptori /
Q\ " IgE receptors

Mastocit / Mast cell

Senzibilisani mastocit / Sensitized mast cell

Slika 2. Senzibilizacija mastocita
Figure 2. Sensibilization of mast cells

Ponovljeni kontakt senzibilisanih mastocita sa istim alergenom (ili ¢ak
sa istim epitopom na drugom alergenu) rezultira trenutnom IgE-posredovanom
alergijskom reakcijom sa inflamacijom, t.j. dolazi do oslobadanja hemijskih medi-
jatora kao $to su histamin i druge biolo$ki aktivne supstance i produkcije proinfla-
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matornih supstanci kao $to su leukotrieni i prostaglandini koji dovode do inflama-
tornog odgovora (otok, svrab, crvenilo) (slika 3). Mastociti i T limfociti oslobadaju
medijatore koji stimuliSu B limfocite da proizvode nova IgE antitela, a T limfociti
produkuju i medijatore koji stimuliSu eozinofile da migriraju na mesto inflamacije
gde iz svojih granula oslobadaju razli¢ite hemijske supstance koje dovode do do-
datnog oSteéenja tkiva €ime se intenzivira i produzava inflamatorni odgovor.

Histamin, leukotreini,
Mastocit / bradikinin, faktor aktivacije

trombocita
Mast cell Trenutna alergijska:
Histamine, leukotrienes, reakcija sa

bradykinin, thrombocyte inflamacijom /
Alergen / \activation factor

Allergen g .

{% @ Immediate allergy
\ :H3 B limfocit / B lymphocyte |Téaction W{m
/ inflammation

IL-3, IL-5
L'M-Ef'};/ T limfocit / T [ymphocyte

(] . .
:‘ Toksi¢ni proteini / Toxic proteins
K> -
Eozinofil / Fosinophil Pojatavanje odgovora / Strengthening of response

Slika 3. Pojednostavljen prikaz medijatora uklju¢enih u IgE-posredovanu alergijsku
reakciju
Figure 8. Simplified presentation of mediators included in IgE-mediated allergy reaction

Drugi mehanizam kod alergija na hranu je reakcija kasne preosetlji-
vosti celularnog tipa ili preosetljivost tipa IV, koja se razvija posle nekoliko sati ili
dana nakon uno$enja alergena. Ona nije posredovana IgE antitelima, ve¢ su za
njenu pojavu kljuéni mehanizmi reakcije izmedu odredenih ¢elija i hemijskih medi-
jatora. Simptomi ovih reakcija javljaju se najc¢esce na kozi ili u gastroinestinalnom
traktu i mnogo su tezi za ispitivanje i potvrdivanje nego trenutni simptomi IgE pos-
redovanih reakcija. Medutim, verovatno imaju znacajnu ulogu kada alergije na
hranu mogu da dovedu do odredenih hroni¢nih stanja (Jackson 2003).

Celijacna bolest | | Celiac disease

Celijacna bolest (gluten-senzitivna eneteropatija) se odlikuje speci-
ficnom preosetljivos¢u na gluten, odnosno prolaminsku frakciju glutena nekih
zitarica. Celijacni bolesnici su preosetljivi na glijadin iz pSenice, sekalin iz razi, hor-
dein iz je€mai avenin iz ovsa dok prolamini kukuruza i pirin¢a nisu za njih toksicni.
Bolest se karakteriSe oSte¢enjem mukoze tankog creva koju prate dijareja i drugi
simptomi koji su posledica poremacaja u apsorpciji nutrijenata. Ostec¢enja mu-
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koze su reverzibilna i za oporavak pacijenta je vazno isklju€ivanje glutena iz
ishrane. Ove osobe imaju visok titar antiprolamin serumskih antitela IgA, 1gG i IgM
klase. Dijeta bez glutena je dozZivotni tretman celijacnih bolesnika i uslovljava niji-
hovo le€enje.

Prevalencija alergija na hranu | Prevalence of food allergies

Podaci pokazuju da je oko 2% odrasle svetske populacije preosetljivo
na neke namirnice, a da oko 1% odrasle populacije ima pravu alergiju na hranu.
Kod dece je ovaj procenat veci i smatra se da oko 5 do 8% dece ima neki oblik
preosetljivosti na namirnice, a 1 do 2,5% ima pravu alergiju na hranu. Visoka
prevalencija potvrdene alergije na hranu kod dece ukazuje nato da je deo alergija
prolaznog tipa i ispoljava se samo u decijem uzrastu. Klini¢ka iskustava potvrduju
da oko 80% decijih alergija na mleko i oko 50% alergija na jaja nestaje u kasnijem
periodu zivota. S druge strane, alergija na kikiriki uglavnom ostaje do kraja zivota,
a manifestacije mogu da budu ozbiljnije u kasnijim godinama zivota.

Dijetalna ograni¢enja i ozna¢avanje alergena u namirnicama /
Dietary limitations and marking allergens in foods

Vecina alergija na hranu nije izleciva i pacijenti moraju da se naviknu
na Zivot sa alergijom na hranu. Iskljuivanje alergena iz ishrane je ¢esto jedini dije-
talni tretman. Relativno mali broj namirnica odgovoran je za ve¢inu slu€ajeva aler-
gija na hranu. U EU Direktiva 2000/13/EC propisuje obavezno oznaCavanje
prisustva sledecih 12 najznagajnijih nutritivnih alergena, $to je od velikog znacaja
za preosetljive osobe koje te alergene iskljuCuju iz ishrane:

1. zita koja sadrze gluten (pSenica, raz, ovas i je¢am) i njihovi
proizvodi,
2. ljuskari i proizvodi od ljuskara,
3. jaja i proizvodi od jaja,
4. riba i proizvodi od ribe,
5. kikiriki i proizvodi od kikirikija,
6. soja i proizvodi od soje,
7. mleko i mle¢ni proizvodi,
8. jezgrasto voce,
. celer,

10. senf,

11. susam,

12. sumpor-dioksid i sulfiti u koli¢ini ve¢oj od 10 mg/kg ili 10 mg/I.

Mnoge druge namirnice mogu da budu alergeni za pojedine osobe,
ali je prevalenca ovih alergija znatno reda nego kod ovih 12 alergena.

TermiCki tretman moze da smaniji alergenost nekih namirnica. Poznato
je da se alergenost voca, jaja i mleka smanjuje kuvanjem, Sto se objasSnjava
promenom sekundarne i tercijarne strukture molekula proteina i prostornog ra-
sporeda epitopa usled denaturisanja i koagulacije.
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Neki aditivimogu izazvati alergijske reakcije kod osetljivih osoba. Tako
je poznato da sulfiti koji se koriste kao konzervansi za proizvode od vocai povréai
u proizvodnji vina mogu kod astmatiCara da provociraju bronhospazam i as-
tmati¢ni napad. Neke boje (npr. tartrazin), benzoati i glutaminati mogu da izazovu
alergijske reakcije.

Interindividualne razlike u osetljivosti na pojedine alergene su veoma
velike. Neke osobe mogu da reaguju veoma burno ve¢ u kontaktu sa malom
koli¢inom alergena. Literaturni podaci pokazuju da 10 — 190 mg ovoalbumina ja-
jeta, 1 mg — 6 g proteina kravljeg mleka ili 100 ug — 50 mg kikirikija izazivaju ozbil;-
ne reakcije kod preosetljivih osoba (Jackson, 2003).

Nova hrana i genetski modifikovana hrana takode mogu da imaju aler-
gogeni potencijal za preosetljive osobe (FAO and WHO, 2001).

Zakljucak / Conclusion

Preosetljivost na hranu i sastojke namirnica je veliki problem relativho
malog procenta populacije, koji zahteva poseban dijetalni tretman, odnosno
restriktivne dijete koje predstavljaju osnovu njihove terapije. Ponekad su te dijete
relativno lake za sprovodenje, ako se radi o alergenima koji nisu prisutni u velikom
broju namirnica, npr. preosetljivost na kikiriki ili susam. Medutim, neke od njih kao
§to je dijeta bez glutena, veoma se teSko sprovode zbog velikog broja namirnica
koje mogu da sadrze prolamine Zzitarica, bilo kao sastojak ili kao oneciSc¢enje.
Zbog toga je veoma vazno da proizvodaci namirnica imaju dobre sisteme kon-
trole i sledljivosti i da pravilno ozna¢e moguce prisustvo potencijalnih alergena
kako bi pomogli preosetljivim osobama u sprovodenju restriktivnih dijeta koje su
Cesto i njihov dozivotni tretman.
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ENGLISH

FOOD ALLERGENS - HYPERSENSITIVITY TO FOOD AND FOOD CONSTITUENTS
|. Stankovié

Adverse reactions to food which occur only in susceptible individuals may re-
sult from true physical hypersensitivity to components of foods or from psychological fac-
tors. Non-allergic food hypersensitivity may be due to a metabolic defect in the affected in-
dividual, while in food allergy immune mechanism is involved. Food allergy can be further
subdivided into IgE-mediated food allergy and non-IgE-mediated food allergy, depending
on the underlying allergic mechanism.

Most cases of confirmed food allergy involve the production of IgE antibodies
and a network of interactions between various cell types and chemical mediators. This type
of allergic reaction is known as an IgE-mediated allergy (or a type | hypersensitivity reac-
tion), and it produces immediate symptoms. The most severe form of IgE-mediated allergy
is systematic answer known as anaphylaxis that can be fatal in the absence of adequate
medical help. Other less severe allergy manifestations are symptoms like swelling, itching,
redness and heat in the mouth, gut, skin or respiratory tract. Hypersensitivity to food re-
quires special dietary treatment, but total exclusion of some foods from the diet can be very
difficult, because of the wide distribution of some foodstuffs in the diet or their presence as
impurities in other foods. It is very important that producers have good systems of control,
traceability and labelling of possible presence of food allergens in order to help people with
food allergies to conduct their restrictive diets that are in most cases their lifelong treat-
ment.

Key words: allergens, food, hypersensitivity

PYCCKUA

AJJIEPTEHbI B KOPME - YPESMEPHASA YYBCTBUTEJIbHOCTb HA KOPM U
COCTABHbBIE YACTU NULLEBbIX MPOAYKTOB

. CtaHkoBUY

Peakumun Ha Kopm, MaHudecTMpyemble y ManeHbKoro Ynucna YyBcTBUTENb-
HbIX 0OCO6e MOryT pasfennTa Ha peakLmmn NCUXoNorM4eckoro HeTepneHus (oTepalleHe
“ T.M.) N HA peakumm HacTosLWen (PM3NoNorM4ecKon YpesmepHoOr YyBCTBUTENBHOCTH Ha
onpefenéHHble N1LLEeBbIe MPOAYKTbI UM COCTaBHbIE YacTn kopma. Peakummn 4peamepHomn
YyBCTBUTENbHOCTU Aanblue KnaccuduumpyoTCsa Ha Heanneprmdeckne peakumm Ypes-
MEPHOW HYyBCTBUTENbHOCTU, KOTOPbIE MOTYT O6bITb MOCMIECTBME HE3HAKOMbIX MEXaHN3MOB
nnyn meTabonn4ecKMx HEHOPMasibHOCTEN N anneprum Ha KOpM, UHULMPOBaHHbIE NMMY-
HOMOrMYECKUMM MexaHu3mamm.

Havb6onbluee 4ncno NoaTBEPXXAEHHBIX anneprui Ha KOpM BKIOHaeT npo-
aykumio UIrE aHTuTen u uenb MHTEpakuuin Mexzay onpefnéHHbIMU Tunamum KNeTtok u
XUMUYECKUX MeaMaTopoB. ITOT BUA annepryuyecknx peakumin obosHaqaertcs kak Urk-
nocpeacTBEeHHasn anneprus, UNn peakumsa YpesmepHom HyBcTemTenbHocTM Tuna I. Cumn-
TOMbI IBNAOTCA 04E€Hb ObICTPO MOC/e BHECEHWS ONpeAenéHHOro NMLEeBoro NpoayKTa, a
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Vet. glasnik 62 (5-6) 341 - 349 (2008) I. Stankovi¢: Alergeni u hrani — preosetljivost na
hranu i sastojke namirnica

CaMmbl ONACHbIN, HO HA CHACTbe OYEHb PEAKUIA, CUCTEMHBIN OTBET (aHadunNakTmKa), Ko-
TOpbIi MOXKET UMeTb daTanbHbI UCXOL HAaCKONbKO B KOPOTKOM CPOKE He OKaXeTcs
oTBevatoLasi MeauuMHcKas nomoLb. CUMMNTOMbI anfeprum Ha Kopm MoryT 6biTb racTpo-
WHTEeCTUHanbHble (OTEK ryb u ropna, TOWHOTa, pBOTA, abfOMUHaNbHbIE 60K, Anapes 1
np.), pecnupaTtopHble (6pOHXOCna3M, acTMa, PUHWUT) U AepMaTonormyeckue (3yd, apu-
Tema, KpanvmBHMLa, 3K3emMa, KOHBIOHKTUBUT).

YpesmepHasa 4yBCTBUTENBHOCTb Ha KOpM TpebyeT OTAeNbHOe AMEeTHOe
neyeHve. ViHorga pecTpuKTUBHbIE AMETbl PENATUBHO NErkue Ans NnpoBeAeHUs HaCKOSb-
KO [ieno naéT o annepreHax, KoTopble He NPUCYTCTBYoLWME B 60MbLIEM YMCE NULLEBBIX
NPOAYKTOB Harnpumep Ype3mMepHast YyBCTBUTENbHOCTb Ha apaxuc Uim KyH>XyT, HO HEKO-
TOpbIE U3 HUX, Kak aneTta 6e3 rnyTeHa o4eHb TSHXKeNo Moryme 6biTb NpoBeAEHHBIMN U3-
3a 60/blUero Ymcna nuweBbIX NPoAYKTOB, KOTOPbIE MOryT coAepXXaTb rfyTeH xnebos,
XOTb KaK COCTaBHas 4yacTb UM Kak o4ucTka. BeneacTeme 31oro BaXkHO, 4YTO NPOUN3BO-
OVUTENV MULLEBbIX NPOAYKTOB UMEIT XOPOLIME CUCTEMbI KOHTPOMS M MocrefoBaTerib-
HOCTW M 4YTOObI MPaBUIIbHO 0603HAYUTbL BO3MOXHOE MPUCYTCTBME MOTEHUMASbHBIX an-
nepreHoB Kak 6bl MOMOTJIN YPE3MEPHO HYBCTBUTENbHbLIM OCOOSM B MYHKTYarlbHOM NpoBe-
LEHUN PECTPUKTUBHBIX ANET, KOTOPbIE HYacTO U UX NMOXX3HEHHOE NIeYeHue.

KntoyeBble criosa: annepreHbl, KOPM, YpeamepHas YyBCTBUTENbHOCTb
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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RUKOPISA

VETERINARSKI GLASNIK je Casopis Fakulteta veterinarske medi-
cine Univerziteta u Beogradu, koji se izdaje u saradnji sa Veterinarskom komorom
Srbije. Casopis objavljuje originalne, stru¢ne i pregledne radove, izvestaje sa kon-
gresa i struénih sastanaka, prikaze knjiga, radove iz istorije veterinarske medicine,
dopise za rubriku Seéanje, kao i komentare i pisma Urednistvu u vezi sa objav-
lienim radovima.

Sve prispele rukopise Uredivacki odbor, odnosno glavni i odgovorni
urednik Salje recenzentima radi stru¢ne procene. Ukoliko recenzenti predloze iz-
mene i dopune, tada se kopija recenziranog rukopisa dostavlja autoru (autorima)
s molbom da trazene izmene unesu u tekst ili pak u protivnom da argumentovano
izraze svoje neslaganje sa datim primedbama recenzenta. Kona¢nu odluku o
prihvatanju rada za Stampu donosi glavni i odgovorni urednik zajedno sa uredi-
vackim odborom.

Casopis se Stampa na srpskom jeziku, a kratak sadrzaj se prevodi na
engleski i ruski. Radovi stranih autora, van srpskog, hrvatskog i boSnjackog go-
vornog podruc¢ja se Stampaju na engleskom jeziku sa kratkim sadrzajem na
srpskom i engleskom jeziku.

Molimo saradnike da svoje radove za Veterinarski glasnik piSu jasno,
koncizno, racionalno, gramaticki ispravno i u skladu sa slede¢im uputstvima.

OPSTA UPUTSTVA

Tekst rada se kuca u programu za obradu teksta Word, latinicom, u
fontu Times New Roman, sa duplim proredom i veli¢inom slova 12 tacaka (12 pt).
Levu i desnu marginu podesiti na 20 mm, a gornju i donju na 30 mm, veli¢inu
stranice na A,, sa levim poravnanjem i uvliac¢enjem svakog pasusa za 10 mm. Uko-
liko su u tekstu prisutni specijalni znaci (simboli), koristiti font Symbol. Rukopis
rada dostaviti odStampan jednostrano na belom papiru formata A, u dva pri-
merka, zajedno sa elektronskom verzijom. Stranice numerisati redom u okviru
donje margine (sa desne strane) pocev od naslovne strane. Podaci o kori§éenoj
literaturi u tekstu oznacavaju se u zagradi prezimenom autora, iza kojeg se stavlja-
ju zarez i godina. Ukoliko rad ima viSe od dva autora u zagradi treba navesti samo
prezime prvog autora uz dodatak «i sar.,» pa godina (npr. Petrovi¢ i sar., 1987).

NASLOVNA STRANA

Na posebnoj, prvoj stranici treba navesti sledece:

- Naziv ¢lanka, odnosno rada napisan velikim slovima bez podvlace-
nja i bez skra¢enica;

— Autore ispod naslova, pri ¢emu se za muska lica navodi samo pocet-
no slovo imena, a za Zenska puno ime i puno prezime svakog autora, bez

403



podvlacenijaiveznika, veé razdvojena samo zarezom. Iznad prezimena se zvezdi-
com (jednom ili viSe) oznacava ustanova u kojoj radi autor (autori). Zvezdice se
stavljaju u superskriptum na kraju svakog prezimena;

- Taéne nazive ustanova (i mesta u kojima se one nalaze) u kojima
autori rade, treba navoditi onim redosledom koji odgovara redosledu navodenja
imena autora u radu;

— Na dnu stranice treba navesti ime i prezime jednog od autora i nje-
govu adresu, broj telefona, faksa ili e-mail, radi korespondencije.

KRATAK SADRZAJ

Na posebnoj stranici uz rad treba priloZiti i kratak sadrzaj rada, obima
200-300 reci. Pored naslova i imena autora i ustanova, ovaj deo treba da sadrzi
najvaznije ¢injenice iz rada. Takode, ispod kratkog sadrZaja treba navesti klju¢ne
reCi optimalno od tri do Sest.

PISANJE TEKSTA

Svi podnaslovi se piSu malim boldovanim slovima. U radu treba koris-
titi kratke i jasne reCenice. Sve strane reCi za koje postoji odgovaraju¢i domaci
termin treba zameniti tim terminom tako da prevod bude u duhu srpskog jezika.
Za nazive lekova koristiti isklju€ivo njihova internacionalna nezasti¢ena imena (ili
kako to jo$ neko naziva generi¢ka imena) i pisati ih onako kako se izgovaraju (ne
na latinskom ili engleskom jeziku). Ukoliko se pak zeli ipak ista¢i ime nekog pre-
parata, onda se njegovo ime, (zajedno sa imenom proizvodaca) stavlja u zagradu
iza naziva aktivne supstancije. Uredaji ili aparati se takode oznacavaju njihovim
trgovackim nazivima, s tim §to se i ovde u zagradi mora navesti ime i mesto pro-
izvodaca. Odredene supstancije ili hemikalije, koje se oznagavaju slovima i bro-
jkama, moraju se precizno oznaditi stavljanjem broja iznad (superskriptum) ili is-
pod slova (subskriptum) (npr. IL-6, H,O, By,, CDg). U radu se mogu koristiti
odredene skracenice, ali samo kada je to neophodno (npr. kod dugackih imena
hemijskih jedinjenja) ili kada se takve skrac¢enice ve¢ nalaze u literaturi, odnosno
kao takve su ve¢ prepoznatljive (npr. DNK). Za svaku skraéenicu, koja se prvi put
javlja u tekstu treba navesti i pun naziv. Skra¢enice nikako ne koristiti u naslovu, i u
kratkom sadrzaju ih takode treba izbegavati. Decimalne brojeve pisati sa zarezom
i bar jo$ jednom nulom. Obim rukopisa bez priloga, ne treba da bude veci od 8
stranica kucanog teksta. Treba izbegavati veliki broj priloga.

Tabele se oznaCavaju arapskim brojevima (iznad tabela) po redosledu
navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times New Ro-
man i veli¢inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlacenja. Ukoliko se u
tabeli koriste skraéenice, treba ih objasniti u legendi ispod tabele. Svaku tabelu
treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa dostaviti
po jednu.

404



Grafikoni se takode oznacavaju arapskim brojevima (ispod grafikona)
po redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font
Times New Roman i veli€inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlace-
nja. Ukoliko se koriste skracenice, treba ih objasniti u legendi ispod grafikona.
Svaki grafikon treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki primerak ru-
kopisa dostaviti po jedan.

Sheme (crtezi) se oznaCavaju arapskim brojevima (ispod shema) po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times
New Roman i veli¢inu slova 10 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlagenja. Uko-
liko se korste skracenice, treba ih objasniti u legendi ispod sheme. Svaku shemu
treba odStampati na posebnom listu papira i za svaki primerak rukopisa dostaviti
po jednu.

Fotografije se oznacavaju arapskim brojevima (ispod fotografije) po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Primaju se iskljuci-
vo originalne fotografije (crno-bele ili u boji) na sjajnom (glatkom, a ne mat) pa-
piru. Na poledini svake fotografije treba napisati redni broj i strelicom oznaciti
gornji deo slike. Za svaki primerak rukopisa dostaviti po jednu sliku.

POGLAVLJA RADA

Poglavlja rada su: Uvod, Materijal i metode rada, Rezultati, Disku-
sija (ili Rezultati i diskusija zajedno), Zaklju€ak i Literatura.

U uvodu treba ukazati na najvaznije, odnosno najnovije €injenice i po-
glede vezane za temu rada, sa kratkim obrazlozenjem cilja sopstvenih ispitivanja.

Materijal i metode rada. — U ovom poglavlju treba opisati uslove pod
kojima su ogledi izvedeni, materijal i Zivotinje na kojima su izvedeni, kao i metode
koje su kori§¢ene u ogledu.

Rezultati. - Rezultate prikazati pregledno uz pomo¢ tabela ili grafi-
kona. Svuda treba da stoji redni broj i tekst koji opisuje $ta odredena slika, tabela
ili grafikon prikazuje. Redni broj sa tekstom se stavlja iznad tabela, a kod svih os-
talih prezentacija ispod. Autor mora precizno da naznaci mesto u tekstu na kojem
zeli da bude prikazan odredeni prilog.

Diskusija. —= U ovom poglavlju autor analizira dobijene rezultate i
uporeduje ih sa rezultatima i miSljenjima drugih autora, te isti¢e njihov teorijski i
prakti¢ni znacaj.

Literatura. — U ovom poglavlju autor treba da iznese podatke koji se
tiCu literature, odnosno radova koje je koristio u toku izrade svog rada. PoZeljno je
da kori§éena literatura bude $to novija i, ako je moguce, da ne bude starija od 5
godina. Reference treba pisati jednu ispod druge (numerisati ih arapskim broje-
vima) i abecednim redom prema prvom slovu prezimena prvog autora. Ukoliko
tekst reference ne moze da stane u jedan red vec se prenosi u sledeéi, onda se
red koji sledi uvlaci ispod prethodnog jednim pritiskom na tabulator. Broj referenci
nije ogranicen, ali se preporucuje da ne bude veci od 30. Izbegavati kori§¢enje ap-
strakta kao reference. Reference &lanaka koji su prihvaceni za Stampu treba
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oznaciti kao «u Stampi» i priloziti dokaz o prihvatanju rada. Reference se citiraju
prema Vankuverskim pravilima, koja su zasnovana na formatima koja koriste Na-
tional Library of Medicine i Index Medicus. Naslove Casopisa takode treba
skracivati prema nacinu koji koristi Index Medicus (ne stavljati tacke posle
skracenice). Stranice se citiraju tako Sto se navede pun broj pocetne stranice i
nepotpun broj zavrsne stranice bez cifara koje se ponavljaju (npr. 134-138 se na-
vode kao 134-8).

Primeri:

1. Clanak u ¢asopisu:

Petrovié M, Rakié L. Uticaj selena na razvoj pili¢a. Zivinarstvo 2005;
2(7): 234-9.

2. Knjige i druge monografije:

Colson JH, Armour WJ. Sports injuries and their treatment. 2nd rev.
ed. London: S Paul, 1986.

3. Poglavlje u knjizi:

Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading microor-
ganims. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editros. Pathologic physiology:
mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders, 1974: 457-72.

4. Rad sa nau¢no-stru¢nog skupa (Zbornik radova):

Vivian VL, editor. Child abuse and neglect: a medical community re-
sponse. Proceedings of the first AMA National Conference on Child Abuse and
Neglect; 1984 Mar 30-31; Chicago: American Medical Association, 1985.

5. Clanak u zborniku radova sa nauéno-struénog skupa:

Vivian VL. Child abuse and neglect. In: Gammage RB, Kaye SV, edi-
tors. Indoor air and human health. Proceedings of the Seventh Life Sciences Sym-
posium; 1984 Oct 29-31; Knoxville (TN). Chelsae (MI): Lewis, 1985:69-78.

NAPOMENA

Rad koji ne ispunjava sve gore navedene uslove nece biti poslat na re-
cenziju i bi¢e vraéen autorima da ga dopune i isprave.

ADRESA CASOPISA

Veterinarska komora Srbije — Veterinarski glasnik
11000 Beograd
Bulevar oslobodenja 18,
tel/faks 011/ 2684-597, 2687-475;
e-mail: vetks@Eunet.yu
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