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skog gnjilienja podlijeZze sanitarnoj obradi, odnosno
obrezivanju u dubini od 1,5-2 cm, te pranju Cistom
vodom i provjetravanju. Nakon takve obrade meso,
u najboljem slu¢aju, moze biti upotrebljivo samo za
preradu. Meso koje je zahvaceno procesima dubo-
kog gnjilienja nije upotrebljivo za prehranu ljudi pa
ga treba zaplijeniti i neSkodljivo ukloniti.

Osim mikroorganizama, kvarenje namirnica mogu
uzrokovati i fizikalno-kemijski Cinitelji koji u povolj-
nim uvjetima (voda, kisik iz zraka, kemijski katali-
zatori, UV-svjetlost i sun¢ano svjetlo ili drugi uvjeti)
aktiviraju vlastite tkivne enzime u namirnicama. Ti
procesi najjace pogadaju mast i masno tkivo, a oCi-
tuju se u hidrolizi i oksidaciji. Posljedica hidroliticke
razgradnje masti jest porast stupnja kiselosti, a
posljedica su oksidacije porast peroksidnog broja,
pojava aldehida, ketona i nizih masnih kiselina. Oba
spomenuta procesa negativno utje€u na senzorna
svojstva masti i drugih namirnica koje sadrze mast,
odnosno masno tkivo. Senzorne promjene se o itu-
ju pojavom Zuckaste boje, osobito na povrsinskim
dijelovima, te pojavom ostrog i pale¢eg okusa i miri-
sa. U sumnjivim slu€ajevima senzorni nalaz treba
nadopuniti pretragom na fizikalno-kemijske kon-
stante masti (peroksidni broj, stupanj kiselosti, tba-
vrijednost i dr.). Ranketljivu mast i druge namirnice
koje sadrze takvu mast i masno tkivo treba proglasiti
neispravnim za ljudsku hranu. Posebno treba paziti
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na nalaz ranketljivosti nadjeva trajnih kobasica koje
se podvrgavaju duzem procesu susenja i zrenja. U
takvim se mesnim proizvodima mozZe tolerirati umje-
reno paleci okus masnog tkiva u nadjevu.

Stupanj senzornih promjena najvazniji je kriterij u
prosudivanju ispravnosti za ljudsku hranu namirnica
invadiranih insektima, grinjama i kornjasima, odno-
sno onih koje su ostetili i zagadili glodavci. U takvim
slu¢ajevima vrijedi pravilo da senzorno promijenjene
dijelove treba uklonit. Ako zbog masovnih invazija,
oSte¢enja i zagadenja &to su ih nanijeli Stetnici to
nije izvedivo, namirnice treba proglasiti neisprav-
nima za ljudsku hranu. U svim slu€ajevima treba
isklju€iti zagadenost namirnica mikroorganizmima
uzro€nicima zaraznih bolesti i trovanja hranom.

SUMMARY
EVALUATION OF DETERIORATED MEAT

In the paper are shown changes in meat deterioration
which are important for the veterinarians, experts and tec-
hnologist, to evaluate of meat for human consumption.
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SAZETAK

U radu su prikazane neke od mogucnosti koristenja
“screening” testa ELISA u analitici namirnica. Utvrdivanje
vrsta mesa u toplinski obradenim ili, pak, toplinski neobra-
denim proizvodima jedna je od primjena ELISA testova.

Kljucne rijeci: analiticki postupci, ELISA

" Mislav Runje, dipl.inz.

Runje’, M., Z. Cvrtila?

U analitici namirnica koriste se brojni analitiki
postupci. Dobiveni podaci mogu se koristiti u razliite
svrhe, od temeljnih znanstvenih istraZivanja, pa do
potreba monitoringa, o ¢emu takoder ovisi odabir
metode analize. Svakako treba imati na umu da su
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osnovni zahtjevi za bilo koju metodu selektivnost,
to€nost, preciznost i ponovljivost.

METODE U ANALITICI HRANE

Izbor analitiCkog postupka ovisi 0 mnogo razlicitih
¢imbenika. Kao najvaznije navest ¢emo vrstu uzorka
(fizikalna i kemijska svojstva) te prirodu informacije
koja se trazi kao rezultat analize.

U analitici namirnica razlikujemo “screening”
metode i potvrdne sluzbeno verificirane i propisane
metode. “Screening” metode su takozvane grube
metode koje ne omoguéuju definitivan rezultat nego
samo osiguravaju indikaciju da je analit ili viSe njih
prisutan u uzorku iznad odredene razine. Od dobrog
“screening” testa oCekuje se da nece davati lazno
negativne rezultate. Danas se “screening” testovi
Cesto koriste u odredivanju prisutnosti pojedinih
mikroorganizama ili pak nekih pripravaka veterine.
Naj¢esce su to ELISA (engl. Enzyme Linked Immu-
nosorbent Assay) postupci razliCite izvedbe i ime-
na.

Razvoj suvremene imunologije nezamisliv je bez
seroloskih postupaka s ozna¢enim antigenom ili pro-
tutijelima. Prednost je tih postupaka pred klasi€nim
seroloskim metodama &to dokazuju izravnu vezu
antigen-protutijelo, neovisno o sposobnosti protuti-
jela da antigen aglutinira, precipitira, neutralizira ili
izazove neki drugi ucinak. Nadalje, spomenuti su
postupci vrlo osjetljivi, daju brze i pouzdane rezul-
tate, a zahtijevaju utroSak malih koli¢ina antigena i
protutijela. Svaka seroloSka reakcija moZe biti kva-
litativna i kvantitativna. Pri izvodenju takvih reakcija
treba imati na umu da se u uzorku nalaze tvari koje
daju “lazno negativnu” ili “lazno pozitivhu” reakci-
ju. Iz tog je razloga u istrazivanje uvijek potrebno
ukljuciti kontrolne uzorke koji daju sigurno pozitivhu
(pozitivna kontrola) i sigurno negativnu (negativna
kontrola) reakciju.

Uvodenju ELISA u istrazivanja prethodilo je otkri-
¢e da se topljivi antigen ili protutijela mogu vezati
za ¢vrstu podlogu tako da se ne isperu puferiranom
fizioloSkom otopinom. U tu se svrhu rabe polistiren-
ske mikrotitracijske plitice Cetvrtastog oblika koje
obi¢no imaju 96 (12 x 8) jaZica. U testu su antigen
ili protutijela ozna€eni nekim enzimom, naj¢esce
peroksidazom. Reakcija se oCitava prema promjeni
boje supstrata §to ga enzim razgraduje te je mogu-
¢e ocitanje golim okom ili mjerenjem apsorbancije

spektrofotometrom Cime se postizu to¢niji rezultati.
Kao i ostale sli¢ne reakcije, ELISA se moZze provodi-
ti na nekoliko nacina. U neizravhom postupku prila-
godenom dokazivanju protutijela u serumu najprije
se u jazice nakapa otopina poznatog antigena da bi
on apsorbirao na stijenke jazica. Nakon inkubacije
neapsorbirani antigen se ispere. Potom se u jaZice
nakapa ispitivani uzorak i ako ih ima u uzorku, pro-
tutijela se za vrijeme inkubacije vezu na antigen i ne
isperu iz jazica puferiranom fizioloSkom otopinom.
U trecoj fazi reakcije u jazZice se nakapaju enzimom
oznaceni antiglobulini specificni za vrstu od koje
potjece ispitivani uzorak. Ako su se neoznacena pro-
tutijela vezala za antigen, u toj fazi reakcije nastaje
kompleks antigen-protutijela-oznaceni antiglobulini
koji ostaje u jazici i nakon ispiranja puferiranom oto-
pinom. Na koncu, u jaZice se doda enzimski supstrat
i oCita reakcija prema boji supstrata.

MOGUGNOST PRIMJENE ELISA POSTUPAKA

Utvrdivanje vrsta mesa u toplinski obradenim ili,
pak, toplinski neobradenim proizvodima jedna je od
primjena ELISA testova. Vazno je naglasiti da testo-
vi sacinjeni za identifikaciju vrsta mesa u toplinski
netretiranim uzorcima nisu pogodni za toplinski
obradene uzorke. Struktura antigena svojstvenih za
odredenu vrstu, koju prepoznaje antitijelo kao vezno
mjesto, podlijeZze takvim promjenama strukture tije-
kom toplinske obrade da se specifitna reakcija anti-
gen-protutijelo ne moze odvijati. Medutim, ako se
za pripremu antitijela koristi toplinski tretirano, a ne
svjeze meso, dobivena antitijela reagiraju s toplinski
obradenim uzorcima. Na toj Cinjenici temelje se ispiti-
vanja za utvrdivanje vrste mesa u toplinski tretiranim
uzorcima. Prema dosadasnjim literaturnim podacima
ucinkovitost testa vrlo je velika, a u linearnom podru-
¢ju interpolacijom preko standardne krivulje moguce
je i kvantitativno odredivanje. Iznenadujuce je malo
znanja o utjecaju visokih temperatura na svojstva i
analitiku proteina mesa, ali poznata je Cinjenica da
prilikom toplinske obrade prirodna struktura bjelan-
Cevina mesa biva razorena pa nije moguce provesti
specificnu reakciju antigen-protutijelo. Ako se, pak,
toplinski obradeni uzorak mesa koristi u postupku
priprave antiseruma potrebnog za imunolosku reak-
ciju, proizvedeni ¢e antiserum reagirati s toplinski
obradenim uzorkom. Na ovom mjestu svakako valja
napomenuti da su podaci o gornjem limitu toplinske
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obrade za ispitivane uzorke jo$ uvijek nedostatni,
odnosno nije poznata najviSa moguc¢a temperatura
toplinske obrade nakon koje bi rezultati testa bili
vjerodostojni. Pa ipak, svaki pouzdani test, a pose-
bice ako je jednostavan, brz i jeftin, dobrodoSao je
u postupcima utvrdivanja vrsta mesa u danasnje
vrijeme kada je zbog mnostva razloga, deklariranje
vrsta mesa u pojedinim namirnicama obavezno.
Tako je u Velikoj Britaniji zakonodavstvo preporucilo
mesnoj industriji uvodenje testa kojim se potvrduje
autenti¢nost deklaracije pojedinog proizvoda. Kori-
snost ELISA-testa istrazivali su Hsieh i sur. (1995).
Utvrdena je pouzdanost rezultata samo u uzorcima
u kojima je koli¢ina trazene vrste mesa bila veca
od 1%. Nedeklarirane vrste mesa pronadene su u
najvecoj mjeri u proizvodima u kojima je govedina
deklarirana kao osnovna sirovina. Cak u 16,6% uzo-
raka nadene su zamjenske vrste mesa, s tim da su
rezultati znatno viSi u uzorcima koji su toplinski obra-
divani nego u sirovim proizvodima. ELISA postupak
prihvatljiv je i kod odredivanja sadrZaja mesa pileti-
ne, konja i klokana, takoder, s granicom detekcije od
1 % (Bernini i Barbieri, 1999; Brehmer i sur.,1999).
Prilikom utvrdivanja pojedine vrste mesa u toplinski
obradenim proizvodima od mesa, elektroforetski ili
pomoc¢u ELISA-metode, tipine promjene proteina
mesa nastale zbog utjecaja visoke temperature pri-
sutne u vecini tehnologija prerade mesa u svakom
se slu€aju odraZavaju u rezultatima analiza. Uzor-
ci govedeg mesa, mesa svinja, piletine i ovCetine
zagrijavani na 120°C u vremenu od 20 minuta dali su
pozitivne rezultate, no nakon zagrijavanja na 133°C
samo je test s ov€etinom bio pozitivan, dok su ostali
uzorci polucili negativne ili slabo pozitivhe rezultate.
S druge, pak, strane neka komercijalno proizvede-
na jela od mesa u pokusu s ELISA-metodom za
identifikaciju svinjskog mesa dala su jaku pozitivhu
reakciju najvjerojatnije kao posljedicu nedovoljnog
zagrijavanja u procesu termiCke obrade.

Brojni su literaturni podaci (Smajlovi¢ i sur., 2000;
Brlek-Gorski i Cipri§, 2001) o provjeri efikasnosti i
pouzdanosti ELISA testa u svrhu dokaza razli¢itih
koli¢ina razli€itih vrsta mesa u toplinski obradenim
proizvodima. Dokazano je da je donja granice dete-
kcije za toplinski obradene mesne proizvode za pile-
¢e i svinjsko meso 0,9%, za govede 1,0% i za ovéje
meso 2,0%. Valja imati na umu i €injenicu da manje
koli¢ine nemaju tehnolosko niti ekonomsko znacenje
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pa se pretpostavlja da se takva krivotvorenja nece
niti dogadati. NaglaSava se da se prema trenutnim
znanstvenim dostignu¢ima minimalne koli¢ine mesa
(ispod 0,1%) mogu dokazati polimeraza lan¢anom
reakcijom (PCR; engl. Polymerase Chain Reacti-
on). Zaklju€¢no, moguce je reci da je donja granica
pouzdanosti kvalitativnog utvrdivanja ELISA meto-
de jedan posto, a gornja 100 % svinjskog mesa, pri
¢emu svakako treba imati na umu da je kvantitativnu
analizu moguce obaviti samo za uzorke koji sadrze
izmedu jedan i pet posto svinjskog mesa.

Korisnost ELISA-metode potvrdena je od mnogih
autora (Brehmer i sur.; 1999) ne samo u dokaziva-
nju vrste mesa nego i razlicitih biljnih proteina koji
se Cesto koriste kao dodatni sastojci u proizvodnji
mesnih proizvoda. KoriStenjem primjerenih protuti-
jela i standarda, ELISA-metodom moguce je kvan-
titativno utvrditi sojine proteine, proteine graska i
gluten u toplinski obradenim proizvodima. ELISA-
metoda je u nekoliko navrata provjeravana u cilju
kvalitativnog i kvantitativhog odredivanja denaturira-
nih sojinih proteina.

Prema podacima u literaturi (Chen i sur., 1998;
Sapunar-Postruznik i sur., 2000) metoda za dokazi-
vanje vrste mesa u toplinski obradenim proizvodima
ima prakti¢nu prednost pred metodom za uzorke
od sirovih mesnih proizvoda utoliko $to omogucu-
je ispitivanje i sirovog mesa koje je moguce prije
samog pokusa termicki obraditi u autoklavu kao $to
smo ucinili i mi prilikom izrade standardne krivulje i
prilikom izrade “model” uzoraka.

UMJESTO ZAKLJUGKA

Da identifikacija za vrstu specificnih proteina
ima svoju vaznost s pojavom govede spongi-
formne encefalopatije nije potrebno posebno
naglasavati. ELISA-testovi za identifikaciju vrste
mesa u proizvodima u tom je smislu metoda visoke
osjetljivosti i specifiCnosti te vrlo jednostavna za
interpretaciju. Indikacija za izvodenje testa bila bi
provjera ispravnost deklaracije proizvoda, kako bi
se u slu€aju pozitivnog nalaza na govede proteine
mogao zaustaviti uvoz namirnica podrijetiom iz
zemalja u kojima je dijagnosticirana GSE.

SUMMARY
ELISA METHOD IN FOOD ANALYSIS

In this paper posiblle application of the “screening”

94

Vol. VII (2006) ozujak - travanj br. 2



STRUCNI RAD

Vaznost CiScenja i dezinfekcije u peradarstvu

ELISA method are shown. Determining type of meat in
heat processed or non-processed meat products is one
common ELISA method screening test.

Key words: analitical methods , ELISA
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VAZNOST CISCENJA | DEZINFEKCIJE

U PERADARSTVU

SAZETAK

U radu se opisuje nuznost provodenja mjera CiS¢enja i
dezinfekcije u peradarstvu s ciljem sprjeCavanja izbijanja
bolesti i posljedicno nastanka velikih Steta te Sirenja uzro-
Cnika u okolis. Takoder opisuju se metode cisS¢enja kao i
najéesce vrste dezinficijensa u peradarstvu, nacin njihova
djelovanja, fizikalne karakteristike i podrucja primjene.

Kljucne rijeci: ciscenje, dezinfekcija, higijena, preven-
tiva, peradarstvo

uvan

Priroda posla u intenzivnom peradarstvu (brzina
turnusa, manipulacije s peradi, jajima, hranom) te
kontakti ljudi (servisiranje opreme, posjetioci, radni-

Matkovi¢' K., S. Matkovi¢?

ci) ¢ine ovu proizvodnju vrlo ranjivu na Sirenje bolesti
peradi sa farme na farmu, sa podrucja na podrudje.
Svaki segment peradarske industrije (komercijalna
proizvodnja jaja i brojlera, mali proizvodaci, prijevoz-
nici jaja i hrane i mnogi drugi) predstavlja potencijalnu
kariku u Sirenju bolesti peradi, stoga treba redovito
provoditi preventivne mjere (Shema 1). Dezinfekcija
nastambi jedna je od njih i uvijek obuhva¢a kombi-
naciju CiS¢enja i same dezinfekcije zbog toga $to
¢e velika koli¢ina organskih tvari prisutnih u takvom
okruzju brzo neutralizirati svaki dezinficijens ukoliko
prije nije provedeno temeljito ¢iS¢enje. Ovisno o vrsti
materijala CiS¢enje smanjuje ukupni broj bakterija za
3 log na povrsinama, sama dezinfekcija za naredna

T Mr. sc. Kristina Matkovi¢ dr. vet. med., asistentica - znanstvena novakinja, Zavod za animalnu higijenu, okoli$ i
etologiju,Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu Heinzelova 55,10000 Zagreb; E-mail: kmatkov@vef.hr
2 Srecko Matkovi¢ dr. vet. med. Zvonimira Rogoza 8/1 10000 Zagreb
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