ORIGINALNI ZNANSTVENI RAD

Zastupljenost verotoksi¢nih sojeva bakterije Escherichia coli u govedem mesu i mesnim proizvodima u klaonicama Bosne i Hercegovine
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SAZETAK sluCajeva, tako i kod pojave oboljenja velikog bro-
Sojevi bakterije Escherichia coli koji proizvode veroto- ja ljudi. Simptomi oboljenja su polazili od proljeva
ksin (VTEC) su u proslosti povezivani s pojavom masovnih b€z komplikacija do hemoragi¢nog kolitisa i hemo-
kao i pojedinacnih sluéajeva otrovanja mesom i mesnim  liti€no-uremickog sindroma (HUS). HUS je po Zivot
proizvodima. Simptomi oboljenja su polazili od “‘jedno- opasna komplikacija koja se moze pojaviti kod 5-10
stavnih” proljeva preko hemoragicnog kolitisa do hemo- % pacijenata, a koja se karakterizira trombocitope-
liticko-uremickog sindroma (HUS). Dominantni VTEC  nijom, mikroangiopatskom hemolitickom anemijom
serotip je O157:H7, koji je jedan od najcescih uzrocnika i akutnom slabo$¢u bubrega (Nataro i Kaper, 1998,
epidemija bolesti uzrokovanih hranom u cijelom svijetu. paton i Paton, 1998). Dominantni VTEC serotip je
%bog éir?jen.icfe da se gore spomenuti pato_gem". veoma  (157:H7 koji je obi¢no uzrok masovnog izbijanja
Z?Stobp‘l’fav’f‘{f_“_k‘{d 90‘{eda’f"°"tf?z “O’Tfa’”g’j'_c’f? hrane  oboljenja u SAD, Kanadi i Velikoj Britaniji (Mead i
.ltrewaa'p Ocmjat,' .na nivou arm// aonlca.' fjevi naseg sur., 1999; Nataro i Kaper, 1998). ViSe od 100 razli-
istraZivanja su bili da ustanovimo zastupljenost VTEC .. . e . . .
. ) . . Citih O:H tipova sojeva je povezano s oboljenjima
sojeva kod goveda u klaonicama na podruéju Bosne i o . . ;
. ; . . . kod ljudi. Sposobnost spomenutih sojeva da izazovu
Hercegovine, te u govedem mesu i mesnim proizvodima. I~ o, T )
Ukupno je pretrazeno 2040 uzoraka od ¢ega 1560 briseva ozb!.ljna oboljenja kod Ifl‘,'d' e b.ez Sumnje poveza.na
i 480 uzoraka mesa i mesnih proizvoda. Od ukupnog broja S .rlulhovom spos.obnosc?u pl.'0|z.v9(jrlje ver.ot.oksma
uzoraka, devet je bilo pozitivno na prisustvo verotoksicnih ‘591! se takoder u literaturi nazivajul S'lgatoksml. qug
sojeva E. coli, i to $est od njih porijeklom iz klaonice, i triiz ~ Cinjenice da se spomenuti patogeni izmedu ostalih
uzoraka mesa. Medu njima pet uzoraka je identificirano  Najcesce pojavljuju kod goveda, kontrola kontami-
kao O157:H7, tri kao 096:H19, a jedan kao 027:H7 soj. nacije hrane bi trebala poceti s kontrolom patogena
Vaznost istrazivanja se moZe vidjeti u Cinjenici da je ono  unutar populacije domacih Zivotinja. Veéina goveda
rezultiralo prvom izolacijom i identifikacijom verotoksi¢nih se uzgaja i priprema za iskoriStavanje u velikim
sojeva E. coli u Bosni i Hercegovini. komercijalnim tovilistima, i prevozi direktno iz tovi-
Kljucne rijeci: E. coli, verotoksicni sojevi, meso i mesni  |ista u pogone za iskori$tavanje (klaonice). Prema
proizvod, brisevi. tome, poku$aj smanjivanja rizika od kontaminacije
hrane namijenjene za ljudsku prehranu zoonoti¢kim
UvoD patogenima bio bi efikasniji kad bi se fokusirao na
Verotoksi¢ni sojevi Escherichia coli (VTEC) su nivoe tovilista i klaonica.
u proslosti Cesto povezivani s bolestima uzroko-
vanim otrovanjem hranom kako kod pojedinaénih pljenost verotoksi¢nih sojeva E. coli kod goveda, u
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govedem mesu i mesnim proizvodima, u klaonica-
ma na podruéju nade zemlje.

MATERIJAL | METODE

Uzorci su uzimani iz dvije domace klaonice - jedna
s implementiranim HACCP-sustavom kontrole, a
druga klaonica bez ikakvih sistema kontrole proce-
sa proizvodnje. Uzorkovanje je izvrSeno u periodu
2002. — 2004. godine, po sezonama - proljece/ljeto
i jesen/zima.

Ukupno 2040 uzoraka je analizirano na prisustvo
verotoksi¢nih sojeva E.coli, od &ega:

* 1560 brisova s radnih povrsina, pribora, opreme
i ruku radnika u klaonici;

* 480 uzoraka govedeg mesa i mesnih proizvoda.

IstraZivanja su obavljena u Zavodu za higijenski
nadzor namirnica animalnog porijekla Veterinarskog
fakulteta Univerziteta u Sarajevu, Bosna i Hercego-
vina, u Institutu za kvalitetu i sigurnost hrane, Fakul-
tet veterinarske medicine, Hanover, Njemacka,
Nacionalnom referentnom laboratoriju za E. coli, u
Berlinu, Njemacka te u Institutu za javno zdravstvo
Kobe, Japan.

Izolacija

Za izolaciju E. coli spp. je koristena selektivna
podloga Endo agar (24 sata na 37°C) .

Pozitivni izolati su biokemijski potvrdeni s API ID3-
2E testom (BioMérieux, Marcy-L’Etoile, France).

PCR identifikacija vertoksi¢nih sojeva

Koristen protokol je modifikacija opisane od auto-
ra Von P. Gallien i sur. (1998). Pozitivne bakterijske
kulture su obogaéene inkubacijom u 90 ml Brilliant

Green bujona 2% (40 g/l) kroz 10 sati na 37°C (1).
Izolacija bakterijske DNK — Uzeto je po 1ml bujona
u kivete od 2 ml i centrifugirano 20 minuta na 10000
okretaja. ViSak tekucine iznad pelete je odbacen. U
kivetu s peletom dodan je CTAB (pufer)-1mla 1 je
kiveta bez pelete (taloga) kao negativna kontrola u
koju se doda samo CTAB (1 ml). U kivete je dodano
50pl Lizocima (10 mg/ml) i 50 yl Rnase (20 mg/ml).
Promuckane su na vortexu i inkubirane jedan sat na
37°C. Dodano je 25 pl Proteinase K (20 mg/ml) i pro-
muckano na vortexu. Slijedila je inkubacija 1 sat na
65°C u termobloku. Nakon muckanja dodano je 800
I kloroforma i ponovno promuckano 1 min. Nakon
centrifugiranja 15 min na 14000 obrtaja u kiveti se
vide dva sloja. Uzeto je 700ul gornjeg sloja i pre-
baceno u prethodno pripremljene i oznatene nove
kivete (donji sloj je kloroform). Dodano je ponovo
700 pl kloroforma, promuckano i centrifugirano na
10 000 okretaja 15 minuta. Nakon centrifugiranja,
500 pl gornjeg sloja prebaceno je u prethodno pri-
premljene i oznaene nove kivete. Dodano je 500 pl
Isopropanola i 50 ul Natriumacetata. Promuckano je
lagano, ru¢no (ne u vortexu). Ostavljeno je 30 minu-
ta (u ovoj fazi uzorci se mogu ostaviti preko noci).
Slijedilo je centrifugiranje 15 min. na 14 000 okre-
taja. Izvu€ena je sva tekucina iznad pelete, dodano
500 pl 70-75% etanola. Centrifugirano je 5 minuta
na 10 000 okretaja. Izvucen je etanol iznad pelete.
Otvorene kivete stavljene su u termoblok na 60°C
da otpare ostaci etanola (oko 10 min.) — ne dozvoliti
da se presusi. Dodano je 100ul TE pufera u malu
kivetu. Poslije ovoga uzorci su spremni za PCR.
Mastermix - Uzorci DNK (2 pl) su amplificirani u 25
ul reakcijskoj mjesavini koja je sadrzavala 10 x PCR

V Primeri
Naziv primera Sekvenca 5’ - 3’ ] De2ad Irbap%menata
MK1 TTTACgATAgAC TTC TCg AC
STX gen 230
MK2 CAC ATATAAATT ATT TCg CTC
Programiranje termocyclera
15 min 1 min 1 min 1 min 30 x 3 min 5 min
94°C 94°C 44 °C 72°C 44 °C 72°C
Akth? cha Denaturacija Nalueggnje Elongacija | PCR ciklusi Z?vran Elongacija
Tag -polimeraze (Annealing) nalijeganje

Gel elektroforeza — 2 % agaroza gel s etidiumbromidom. KoriStena je struja od 200 V/ 400 mA kroz trideset minuta.
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®)] puffer 2,5 ul, dNTP 0,5 pl, MK 1 prajmer 2,0 ul, MK V¥ Slika 1. Polaroid fotografija agaroza gela s VTEC
a 2 prajmer 2,0 pl, MgCl, 1,5 pl i Tag polimerazu 0,170  pozitivnim sojevima
5 Wl u 14, 33 pl vode.
2
x
5 Serotipizacija
g Serotipizacija izoliranih sojeva je izvr8ena u Nacio-
w nalnom referentnom laboratoriju za E.coli u Berlinu,
E Njemacka, te u Institutu za javno zdravstvo, Kobe
<Z,: Japan.
Z
N
REZULTATI
Od ukupnog broja uzoraka (n = 2040), E. coli spp.
pozitivno je bilo 180 izolata (8,82 %). Od tog broja
na sposobnost luéenja verotoksina, bilo je pozitivho
devet sojeva (5 %).
Sest sojeva je izolirano iz briseva uzetih u klao-
nici, a tri iz uzoraka mesa. Medu njima pet sojeva ] o ) ]
je identificirano kao O157:H7, tri kao 096:H19, a posebno identifikacijom serotipa O157:H7, jednog od
jedan kao 027:H7 serotip. najcescih uzroCnika oboljenja izazvanih trovanjem
lirani iz briseva porijeklom iz klaonica bez ikakvih smo imali tri uzorka iz kojih je izoliran i identificiran
sistema kontrole procesa proizvodnje. veoma rijedak verotoksicni serotip 096:H19.
Jos jednom je potvrden put kontaminacije mesa i
ZAKLJUCAK mesnih proizvoda verotosi¢nim sojevima E.coli pre-
Znadaj naseg istraZivanja ogleda se u &injenici da ko neadekvatno cis¢enih radnih povrsina, pribora i
je ono rezultiralo prvom izolacijom i identifikacijom ruku radnika u proizvodnim pogonima.
verotoksicnih sojeva E. coli u Bosni i Hercegovini i Posto su verotoksicni sojevi E. coli izolirani iz bri-
V Tablica 1. Identifikacija toksina i seroloska identifikacija VTEC pozitivnih izolata
Identifikacija toksina i serotipa
Vrsta uzorka
VT1* VT2* Serotip
Bris koze goveda + + 0157:H7
Bris radne povrsine za rezanje mesa u klaonici 1 + T 096:H19
Bris radne povrSine za rezanje mesa u klaonici 2 + i 096:H19
Bris povrSine govede polovice + + 0157:H7
Bris zastitne pregace + + 0O157:H7
Bris ruku radnika u klaonici + + 0157:H7
Sirovo teleée meso + + 0157:H7
Sirovi ¢evapcici + + 096:H19
Sirovo govede meso + + 027:H7
*VT1, VT2 - Verotoksini
I
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ZNANSTVENA BILJESKA

Klaonicko iskoristenje i kemijski sastav mesa kopuna

seva i uzoraka govedeg mesa i mesnih proizvoda
porijeklom iz klaonica bez ikakvih sistema kontrole
procesa proizvodnje, sugeriramo promociju pre-
ventivnih veterinarskih mjera na nivou farme kao i
implementaciju i unapredenje standardnih operati-
vnih postupaka i HACCP sistema kontrole u klao-
nicama i pogonima za preradu mesa na podrucju
nase zemlje.

SUMMARY

OCCURRENCE OF VERO-TOXIN PRODUCING STRAINS
OF ECOLI IN RAW BEEF PRODUGED IN BOSNIA AND
HERZEGOVINA

Vero-toxin producing Escherichia coli (VTEC) have
been associated with both, outbreaks and sporadic cases
of human disease, ranging from uncomplicated diarrhoea
to hemorrhagic colitis and hemolytic-uremic syndrome
(HUS). The dominant VTEC serotype is O157:H7, which
is also most commonly involved in large outbreaks all over
the world. Due to the fact that the above named pathogens
also frequently occur in cattle, control of food contamina-
tion ought to begin with control of pathogens in domestic
animal populations. The objective of our research was
to investigate occurrence of VTEC strains in cattle and
beef along the feedlot — slaughterhouse chain in Bosnia
and Herzegovina. We collected and investigated the total
of 2040 samples, out of which 1560 of swabs (swabs of
working areas and hands of workers in slaughterhouses
and beef specimens) and 480 samples of beef meat and

KLAONICKO ISKORISTENJE | KEMIJSKI
SASTAV MESA KOPUNA

meat products. Out of all the samples, nine strains, which
were isolated from swabs from slaughterhouse (six) and
meat specimens (three), were identified as VTEC posi-
tive. Among them, five strains were identified as O157:H7,
three as 0O96:H19 and one as O27:H7. Importance of our
research may be seen in fact that our investigation result-
ed in the first isolation and identification of VTEC strains
in Bosnia and Herzegovina and particularly identification
of O157:H7 strain, one of worldwide most prevalent food-
borne pathogen.

Key words: E. coli, Vero-toxic strains, meat and meat
products, swabs
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SAZETAK

U radu je istrazivan ucinak kopunizacije na koli¢inu i
kakvocu mesa kopuna. Rezultati istrazivanja ukazuju na
visok randman i visok udio najvrijednijih dijelova trupa
(prsa, batak, zabatak). Kemijskom analizom utvrdeni su

osnovni kemijski parametri (% vode, % proteina, % masti
i % pepela). Rezultati kemijskih analiza mesa kopuna
pokazali su veci postotak masti u usporedbi s mesom
utovljenih pijetlova kontrolne skupine. Pri tome mast nije
izdvojena kao ekstramuskularna (masno tkivo) vec je

1 Mr sc. Vlasta Mandi¢, viSi predavac; dr. sc. Tatjana Tusek, prof. visoke skole; mr sc. Damir Alagi¢, viSi predavac Visoko
gospodarskg ucilista u Krizevcima, M. Demerca 1, Krizevci; 2 Verica Podhraski-Pomper, dipl. inz. kemije; mr sc. Darko
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