Znanstveno strucni dio

Detekeija histamina u uzoreima
konzervirane i svjeze ribe
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SAZETAK

Strucni rad

Histamin (eng. scombrotoxin) nastaje djelovanjem enzima histidin dekarboksilaza, koju proizvode razlicite bakterije, na ami-
nokiselinu histidin, a otrovanje ljudi se javija kao rezultat konzumacije hrane s visokom koncentracijom histamina. Komercijal-

potrebu za stalnom kontrolom prisustva histamina u namirnicama koje su bogate proteinima (riba, sir, mlijeko, meso) i vinu,

¢ime se nastoji osigurati prevencija otrovanja ljudi.
Kljuéne rijeci: histamin, riba, ELISA

UvOD
Histamin (eng. scombrotoxin) je biogeni amin po-
hranjen unutar organizma ljudi i Zivotinja. Igra vaz-
nu ulogu u samom imunom odgovoru te drugim
bitnim fizioloSkim i patoloSkim procesima. Ime je
dobio zbog otrovanja pokvarenom ribom iz porodi-
ce Scombridae gdje spadaju tuna, skusa, palamida
itd. (Anon., 2001; Sarnianto i sur., 1985).
Skombrotoksin je poznat kao uzro&nik trovanja
hranom, primarno proizveden dekarboksilacijom
histidina (aminokiselina normalno prisutna u hrani
bogatoj proteinima) putem egzogene dekarboksi-
laze, otpustene od strane bakterija koje posjedu-
ju histidin dekarboksilazu. Najveca zastupljenost
ovih bakterija je u ribi (narocito plavoj - svjezoj ili u
konzervi) i drugim ribljim proizvodima, ali i u siru,
mlijeku, mesu, kiselom kupusu, razli¢itim vrstama
vina, pivu i fermentiranim mesnim te sojinim proi-

: :
i niuzorci konzervirane i svjeZe ribe analizirani su na prisustvo i kolicinu histamina ELISA metodom. Dobiveni rezultati potvrduju
: :

zvodima (Nosic¢ i Kresi¢, 2015; Lehane i Olley, 2000).
Tuna obi¢no moZe sadrzavati od 10-50 pa sve do
1.000 mg/kg histamina (Frank, 1985). Takoder, po-
stoje i slu€ajevi intoksikacije ribama koje ne spada-
ju u porodicu Scombridae, kao 5to su: mahi mahi
(Coryphaena spp.), sardina (Sardinella spp.), in¢uni
(Engraulis spp.) i haringa (Clupea spp.) (Anon., 2001;
Prester, 2011; Visciano i sur., 2012).

Koli¢ina nastalog histamina ovisi o vrsti bakterije,
duZini trajanja inkubacije i temperaturi, a moze do-
sti¢i ¢ak 1.000 mg/kg (ppm). Danas je poznat veliki
broj histamin produciraju¢ih bakterija (Tablica 1.).
Medutim, Cini se da je vecina tih bakterija proizvod
kontaminacije prilikom rukovanja i prerade same
ribe (Lehane i Olley, 2000). Optimalna temperatura
za proizvodnju enzima i nastanak histamina je 25 °C,
a njegov toksicni potencijal raste proporcionalno s
rastom temperature (Mazorra-Manzano i sur., 2000).
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Tablica 1. Bakterije koje proizvode histamin

Bakterija Autor
Morganella morganii
Najcesce Klebsiella pneumonie Kim i sur., 2001.

Hafnia alvei

Staphylococcus spp. Hernandez-Herrero |

Vibrio spp. sur., 1999.
e R Hernandez-Herrero,

Pseudomonas 1994,

Proteus vulgaris

Proteus mirabilis Eitenmiller i sur., 1981,

Enterobacter Lépez-Sabater i sur.
aerogenes 1996. Middlebrooks i

Ostale sur., 1988.
Enterobactercloacaer 1, i Speckard, 1983,
Serratia fonticola Tsai i sur., 2004,
Serratia liquefaciens  Yoshinaga i Frank, 1982.
Citrobacter freundii

Enzim histidin dekarboksilaza je stabilan pri
niskim temperaturama, ali prilikom odmrzavanja
dolazi do njegove aktivacije. Jednom stvoren, hi-
stamin u hrani ne moZe se unistiti niti visokim niti
niskim temperaturama. Takoder, i blaga promjena
pH vrijednosti sa 6 na 7 moze promijeniti svojstva
histamina (Taylor, 1986).

Kod sisavaca, histamin predstavlja vazan medija-
tor reakcije preosjetljivosti, osloboden iz masnih sta-
nica ima ulogu u upalnim reakcijama, utjece na luce-
nje klorovodoni¢ne kiseline u Zelucu (Adams, 2001;
Hardman i Limbird, 2001), ima ulogu neurotransmi-
tora u hipotalamusu sisavaca (Rang i sur., 2007), te
je vazan faktor nastanka arterioskleroze i koronarnih
bolesti (Liao i sur., 1997).

Kod ljudi i Zivotinja histamin metaboliziraju dva
enzima i to odmah nakon njegovog oslobadanja, a to
su: diamin oksidaza (DAQ) i histamin-N-metiltransfe-
raza (HMT) (Baranowski, 1985). DAO pretvara hista-
min u acetatnu kiselinu, a HMT u N-imidazol acetat-
nu kiselinu. Putrescin i kadaverin (nastali procesom
dekarboksilacije lizina) pojacavaju toksi¢nost hista-
mina inhibicijom djelovanja ovih enzima (Arnold i
Brown, 1978; Bjeldanes i sur., 1978; Lehane i Olley,
2000). Histamin, putrescin, kadaverin, tiramin, tripta-
min, B-feniletilamin, spermin i spermidin se ubrajaju
u skupinu biogenih amina (Erim, 2013). Osim nave-
denih biogenih amina u ribi se jo3 mogu naéi agma-
tin i serotonin (Naila i sur, 2011).

Ucinak histamina u organizmu i razvoj simptoma
otrovanja zavise od mnogih faktora. Obi¢no njego-
Vo prisustvo u hrani ne stvara velike posljedice po
organizam iz razloga 5to se histamin u gastrointesti-
nalnom traktu ne apsorbira, upravo zbog djelovanja
ranije spomenutih enzima. Medutim, u sluaju da
penetrira intestinalnu barijeru, histamin dospijeva u

krvotok i dolazi do intoksikacije. Kod ljudi se javlja
mucnina, povracanje, glavobolja, gréevi u stomaku i
dijareja Sto uzrokuju kontrakcije glatko-misi¢nih sta-
nica. Histamin je takoder i jak stimulans motornih i
senzitivnih neurona preko H1 receptora, a upravo
ova stimulacija je vazna u nastanku pojave svrbeza i
boli. Kod osoba kod kojih postoji urodeno smanjena
sposobnost razgradnje histamina takoder se mogu
pojaviti znakovi intoksikacije ovim aminom (Hard-
man i Limbird, 2001.).

Kod svinja, pasa i macaka od znakova trovanja
histaminom dominira povracanje. Intradermalno
dovodi do propustljivosti kapilara i pojave urtikarija,
edema, zatim hemokoncentracije i posljedi¢no pove-
¢ane viskoznost krvi (Taylor, 1986.)

Prema podacima baze podataka RASFF (Rapid
Alert System for Food and Feed) za EU, od pocetka
1995. do kraja 2001. godine zabiljeZzeno je 35 slucaje-
va trovanja ribom i ribljim proizvodima, dok je u pe-
riodu 2002.-2010. godine registrirano 315 biljeski, od
kojih je u osam uzoraka ribe koncentracija histamina
bila iznad 4.000 mg/kg (Nosic i Kresi¢, 2015).

S obzirom da se u pojedinim dijelovima svijeta jos
uvijek ne vrsi adekvatna kontrola prisustva histamina
u hrani dolazi do Cestih slucajeva intoksikacije, 5to u
konacnici moZe prerasti u problem javnog zdravstva.

Cilj naseg istraZivanja je bio utvrditi eventualnu
zastupljenost i koli¢inu histamina u ve¢em broju ko-
mercijalnih uzoraka svjeZe i konzervirane ribe, na-
mijenjene prehrani ljudi. Nakon navodnih trovanja
ribom kontaminiranom histaminom na podrucju
grada Mostara u lipnju 2007. godine, provedeno je
istraZivanje na prisustvo histamina u uzorcima ribe
u Bosni i Hercegovini (Smajlovi¢ i sur. 2011). Nakon
toga, nastavljene su kontinuirane kontrole prisustva
histamina u hrani, a time i prevencija pojave trovanja.

Kao "screening" metoda za kvantitativno dokazi-
vanje histamina u gore navedenim vrstama hrane
najcesce se koristi ELISA (Enzyme-linked immunosor-
bent assay). Ova se metoda pokazala, prema dosa-
dasnjim literaturnim podacima, kao pouzdana, pri-
stupacna, brza i jeftina (Anon., 1999; Sherlock, 1999).

Referentna analiticka metoda za prisutnost hista-
mina u ribi u EU i Bosni i Hercegovini je HPLC (Anon,
2013b).

MATERIJAL I METODE

Materijal

Uzorci ribe i ribljih proizvoda dostavljeni su od stra-
ne Veterinarske inspekcije Kantona Sarajevo u peri-
odu 2016.-2017. godina. Uzorci su prikupljeni slucaj-
nim odabirom na razli¢itim prodajnim mjestima na
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podrucju Kantona Sarajevo. Analiza je provedena u
ToksikoloSkom laboratoriju Katedre za farmakologi-
ju i toksikologiju Veterinarskog fakulteta Univerzite-
ta u Sarajevu.

Ukupno je dostavljeno 86 uzoraka, od cega 50
uzoraka ribe u konzervi, 28 uzoraka riblje pastete,
po jedan uzorak svjeze lokarde i divovske lignje, te
dva uzorka svjeZe tune i Cetiri uzorka svjeze srdele
(Tablica 2.).

Tablica 2. Broj i vrsta uzoraka u istrazivanju

Uzorak Broj uzoraka
Tunjevina 17
Sardina 18
Konzervirana riba Sardina s rajcicom 5
Skusa 8
Haringa 2
50
Tuna 15
Pastete od ribe Losos 9
Posna od tune 4
28
Lokarda 1
SvjeZa riba Divovske lignje 1
Tuna 2
Srdela
Ukupno: 86

Metoda

Zakvantitativno dokazivanje histaminau gore navede-
nim uzorcima koristili smo ELISA postupak. Pri tome
smo za dokaz histamina koristili MaxSignal®CIS Hi-
stamin test kita (Bioo Scientific, Njemacka). Princip
rada kita se zasniva na antigen-antitijelo reakciji.
Test kit sadrZi standarde histamina u koncentracija-
mao, 1,2 4,8, 12 ppm spremne za upotrebu.

Prije analize, uzorak ribe je homogeniziran. Do 5
g takvog uzorka prebaceno je u epruvetu, dodano
je 10 ml metanola, pa je sve dobro promijeSano na
mijesalici (vorteks), a potom su dalje dodavani rea-
gensi prema uputi, te na koncu ponovno promijesa-
ni i inkubirani. Za daljnju analizu potrebno je 100 pl
uzorka.

Protokol testa opisan je u priloZenoj uputi proi-
zvodaca. Potrebno je 100 pl prethodno uzorka pri-
premljenog na gore opisani nacin pipetirati u jazice
na mikrotitracijskoj ploci, te po 50 pl odgovarajucih
standarda. Potom je dodano 100 pl reakcijske mje-
Savine i nakon inkubacije na sobnoj temperaturi u
vremenu od 5 minuta, o€ita se absorbanca ispituju-
Cih uzoraka i odgovarajucih standarda primjenom
ELISA citaca (IDEXX, SAD) na valnoj duzini od 450
nm. Dobivene brojcane vrijednosti su obradene
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softverom proizvodaca BIOO MaxSignal® ELISA
Analysis Program in Excel.

REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati analize su pokazali da je od 86 pretraze-
nih uzoraka, njih 84 sadrZzavalo manje od 100 ppm
histamina, Sto odgovara clanku 30. Odluke o ve-
terinarsko-zdravstvenim uvjetima koje moraju is-
punjavati objekti za uzgoj, proizvodnju i stavljanje
u promet riba i proizvoda od riba, te rakova i proi-
zvoda od rakova (Anon., 2013.) i Regulativi (EU) No
2073/2005 o grani¢nim vrijednostima histamina u
ribi, koje su izmedu 100 mg/kg (m) i 200 mg/kg (M)
(Anon., 2005.).

Samo su dva uzorka svjeZih fileta tune sadrzavala
koncentracije vise od dozvoljenih. Kod jednog uzor-
ka je utvrdena vrijednost od 203 mg/kg (ppm), dok je
drugi uzorak sadrZzavao 220 mg/kg (ppm) histamina.
U preostalim uzorcima kolicina histamina kretala se
u vrijednostima od 50 do 100 mg/kg (ppm) histami-
na, 3to zadovoljava kriterije postojecih propisa.

lako, u vecini ispitivanih uzoraka nismo otkrili
nedozvoljene koli¢ine histamina, 5to znaci da su oni
bili potpuno ispravni za ljudsku upotrebu, moramo
napomenuti da male oscilacije temperaturnih vri-
jednosti prilikom transporta i skladistenja ribe mogu
dovesti do ubrzanog razmnoZavanja bakterija koje
uzrokuju stvaranje stetnih produkata u mesu ribe,
pa tako i histamina, odnosno do kvarenja ribe.

Zbog potencijalne Stetnosti trovanja histami-
nom, mnoge drZave su ogranicile dozvoljenu kolici-
nu prisustva histamina na 5-10 mg na 100 g ribe i
ribljih proizvoda. Histaminsko trovanje zabiljeZzeno
1973. godine u Japanu se zbog velikog broja obolje-
lih (2.656 slucajeva) smatralo problemom globalnih
razmjera (Singh i sur., 2012.). S obzirom na navike u
prehrani stanovniStva u Japanu, konzumacija ribe je
na znatno visem nivou u odnosu na prostore Bosne i
Hercegovine. Shodno tome broj uzoraka, kao i sluca-
jeva otrovanja je mnogo veci.

Najveci broj slucajeva otrovanja je zabiljezen u
SAD-u, Japanu i Velikoj Britaniji i to najcesce tije-
kom ljetnog perioda, pa je tako 2005. i 2010. godi-
ne primije¢en neobican rast incidencije otrovanja u
Engleskoj i Walesu, 3to je povezano sa slabom kon-
trolom temperature i higijene prilikom skladistenja
ribe. lzvjestaj iz 2008. u SAD-u navodi da se 38 %
od ukupnog otrovanja morskim plodovima odno-
silo na otrovanje histaminom. Maniji broj sluajeva
je zabiljeZzen u Kanadi, Novom Zelandu, Francuskoj,
Njemackoj, Svedskoj, Sri Lanki, Ceskoj, Slovackoj,
Nizozemskoj, Australiji, Indoneziji, Juznoj Africi i
Egiptu (Muscarella i sur., 2013.).
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U periodu 2010.-2015. godine u EU je registrirano
176 slucajeva izbijanja masovnih otrovanja ribom i
ribljim proizvodima koji su sadrZavali prekomjerne
koli¢ine histamina. Prema posljednjim izvjeStajima
RASFF od 2014. godine uocen je znacajan porast bro-
ja slu€ajeva histaminom kontaminirane tune, zajed-
no sa otrovanjima ljudi ovim aminom (Anon., 2017.).

ZAKLJUCAK

Od ukupno ispitanog broja uzoraka samo su dva
imala koncentraciju visu od maksimalno dozvoljene
Sto je u skladu sa postojec¢im propisima. Shodno do-
bivenim rezultatima, misljenja smo da je potrebno
nastaviti kontinuiranu kontrolu prisustva histamina
u namirnicama bogatim proteinima i vinu, te time u
svrhu zastite ljudi sprijeciti posljedice koje konzuma-
cija takve hrane moZe prouzrokovati.
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Detection of histamine in canned and fresh fish samples

SUMMARY

i Histamine (scombrotoxin) is produced by the action of histidine decarboxylase, enzyme of the certain bacteria, on the amino acid
i histidine, and poisoning occurs as a result of food consumption which contains histamine in high concentrations. Commercial
canned and fresh sea fish samples were analysed for the presence and amount of histamine by ELISA method. The obtained results
i confirm the need for constant control of the presence of histamine in foods rich in proteins (such as fish, cheese, milk, meat) and i
i wine, with aim to ensure the prevention of consumers poisoning. i

Key words: histamine, fish, ELISA

...............................................................................................................................................

ZUSAMMENFASSUNG

Histamin (eng. scombrotoxin) entsteht durch die Wirkung des Enzyms Histidin-Decarboxylase, das von diversen Bakterien erzeugt !
wird, auf die Aminosdure Histidin. Vergiftungen bei Menschen entstehen infolge eines Konsums von Lebensmitteln mit zu hohen |
Histaminkonzentrationen. Die kommerziellen Proben von konserviertem und frischem Fisch wurden auf die Anwesenheit und den
Anteil von Histamin anhand der ELISA Methode untersucht. Die gewonnenen Ergebnisse bestdatigen die Notwendigkeit einer kon-
tinuierlichen Kontrolle der Anwesenheit von Histamin in proteinreichen Nahrungsmitteln (Fisch, Kdse, Milch, Fleisch) und Wein,
wodurch Vergiftungen bei Menschen vorgebeugt werden sollten. g

Schliisselwérter: Histamin, Fisch, ELISA
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Znanstveno strucni dio

Deteccion de histamina en muestras de pescado fresco y en conserva

RESUMEN

La histamina (en. scombrotoxin) es el producto de la descarboxilacién del aminodcido histidina catalizado por enzima histidin des-
caboxilasa, producida por diferentes bacterias y la intoxicacién de los humanos es el resultado del consumo de comida con una
alta concentracion de la histamina. Las muestras comerciales del pescado fresco y en conserva fueron analizados por el método
ELISA para determinar la presencia y la cantidad de la histamina. Los resultados confirman la necesidad del control constante de
presencia de la histamina en los productos alimenticios ricos en proteina (pescado, queso, leche, carne) y en vino, con lo que se
trata de a prevenir la intoxicacion de los humanos,

Palabras claves: histamina, pescado, ELISA

RIASSUNTO

L'istamina (in inglese: scombrotoxin) deriva dall'azione dell'enzima istidina decarbossilasi, prodotto da vari batteri, sull'aminoacido
istidina. L'awelenamento alimentare nell'uomo si manifesta come risultato della consumazione di cibo con un‘alta concentrazione
distamina. Lo studio s’ occupato di accertare la presenza e la quantita distamina in vari campioni in commercio di pesce in
scatola e di pesce fresco con il metodo ELISA. | risultati ottenuti confermano la necessita di un continuo controllo circa la presenza
dellstamina nei cibi ricchi di proteine (pesce, formaggio, latte, carne) e nel vino, al fine di garantire un‘azione preventiva sul rischio
d‘awvelenamento dei consumatori.

Parole chiave: istamina, pesce, ELISA
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