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Invasive protist Toxoplasma gondii in slaughterhouse
processed pigs
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Sazetak

renutac¢no obveznim makroskopskim pregledom mesa nije moguce detektirati najcesce uzrocnike
bolesti koji se prenose svinjskim mesom (Salmonella spp., Yersinia enterocoliticai Toxoplasma gon-
dii), pa je nuzno koristiti se odabranim epidemioloskim indikatorima rizika od farme do klaonice.
Stoga je cilj ovog istrazivanja bio utvrditi seroprevalenciju T. gondii u mesnom soku, iz oSita svinja
uzetog prilikom klaoni¢ke obrade. Komercijalnim testom ELISA pretrazen je ukupno 91 uzorak mesnog soka
domacih svinja, od kojih 54 potjecu s 18 velikih svinjogojskih farmi te 37 iz 18 malih obiteljskih farmi. Protuti-
jela za T. gondii pronadena su u 13 % svinja i na 17 % farmi. T. gondii seropozitivne svinje potjecale su samo s
malih obiteljskih farmi (P < 0,05). Kategorija biosigurnosti farmiimala je utjecaj na seroprevalenciju T. gondii.
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Abstract

Currently, mandatory macroscopic examination of meat cannot detect the most common pork-borne pat-
hogens (Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, and Toxoplasma gondii), making it necessary to use selec-
ted epidemiological risk indicators from farm to slaughterhouse. Therefore, the aim of this study was to
determine the seroprevalence of T. gondiiin meat juice from pig diaphragms collected during processing at
the slaughterhouse. A total of 91 meat juice samples from domestic pigs were analyzed using a commercial
ELISA assay, of which 54 were from 18 large pig farms and 37 from 18 small family farms. Antibodies to T.
gondii were found in 13% of the pigs and 17% of the farms. The T. gondii seropositive pigs were only from
small family farms (p < 0.05). The biosecurity category of the farm had an influence on the seroprevalence
of T. gondii.
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Uvod

Modernizacija postojeceg sustava inspekcije
mesa nuzna je u Europskoj uniji kako bi se pobolj-
sala njezina opravdanost, izvedivost i isplativost u
usporedbi s tradicionalnim nacinom. lako ¢e prak-
ticno implementiranje novog predlozenog sustava
prevencije i kontrolnih metoda zasnovanih na utvr-
divanju javnozdravstvenih rizika duz titavog lanca
proizvodnje mesa biti dug i izazovan pothvat, Eu-
ropska agencija za sigurnost hrane (EFSA) predvida
mnogo mogucnosti i prilika (Blagojevic i sur., 2021.).
Premda se tijekom godina svrha inspekcije mesa nije
promijenila, znatno su se promijenile prioritetne bi-
oloske i kemijske opasnosti koje utjetu na sigurnost
mesa. Trenutacno su prioritetne bioloske opasnosti,
prema provedenoj analizi rizika EFSA-e u proizvodniji
mesa na razini farme i klaonica, bakterije Salmone-
lla spp., Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica,
verotoksi¢na Escherichia coli te paraziti Trichinella
spp. i Toxoplasma gondii (EFSA, 2011.). Problem kon-
trole ovih bioloskih opasnosti u lancu proizvodnje
mesa jest njihova prisutnost u latentno inficiranih i
invadiranih asimptomatskih Zivotinja (EFSA, 2011.;
Zdolec i Kis, 2021.). S obzirom na njihovu ogranicenu
kontrolu u inspekciji mesa, osim za Trichinella spp.,
novi pristup koji se temelji na stvaranju dostatne
baze podataka o seroprevalenciji tih uzro¢nika bo-
lesti u svinja na farmi, mogao bi pomoci u kontroli
i osmisljavanju intervencijskih mjera u klaonicama
(Kis i sur., 2021.a). Uzorkovanie osita na liniji klanja
i odredivanje seroprevalencije vise patogena iz jed-
nog uzorka pokazalo se vrlo prakti¢nim i isplativim
(Meemken i sur., 2014.). Tom je metodom primjerice
nedavno utvrdena prevalencija Salmonella spp. u 48
% svinja i na 64 % farmi te Yersinia spp. u 13 % svi-
nja na 28 % odabranih farmi u Hrvatskoj (n = 36), pri
¢emu nije bilo znacajnih razlika u seroprevalenciji iz-
medu velikih farmi svinja i obiteljskih gospodarstava
(Kigisur., 2023.).

Sigurnost mesa bitno je uvjetovana farmskom
praksom, odnosno provodenjem mijera sprecavanja
unosa i/ili Sirenja uzrocnika u populaciji svinja. Pri-
mijerice, odrzivost intenzivne svinjogojske proizvod-
nje u javnozdravstvenom smislu primarno se osla-
nja na stroge unutarnje i vanjske biosigurnosne mje-
re (Vucemilo i sur., 2004.). Manje, obiteljske farme
s manjim brojem svinja i u pravilu losijom farmskom
praksom takoder zahtijevaju provodenije specifiénih
biosigurnosnih mjera i drugih preventivnih postupa-
ka. U Hrvatskoj je biosigurnosna kategorizacija svi-
njogojskih farmi, tj. gospodarstava zapocela prije
nekoliko godina i prvi su podaci pokazali da je oko
50 % njih u najnizoj kategoriji (Acinger-Rogic, 2019.).
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Potrebno je naglasiti da neki specificni pokazatelii
biosigurnosti i opcenito upravljanje farmom, poput
infrastrukture, ispusta i pristupa divljim Zivotinjama,
natina hranidbe i koritenja vode (bunarska ili javna),
postupanje s otpadom, mjere deratizacije i dr. mogu
utjecati i na prevalenciju spomenutih bioloskih opa-
snosti u lancu proizvodnije svinjskoga mesa, ukljucu-
juci T. gondii (Dewulf i van Immerseel, 2019).

Stoga je cilj ovog rada bio istraziti seroprevalen-
ciju T. gondii primjenom seroloske pretrage mesnog
soka osita (uzorkovanog na liniji klanja) svinja iz ra-
zlicitih sustava drzanja i biosigurnosnih statusa far-
mi, tj. gospodarstava.

Materijali i metode

Uzorkovanije

Uzorkovanje osSita svinja obavljeno je metodom
jednostavnog nasumicnog odabira u lokalnim kla-
onicama (klaonica i Il) u razdoblju od rujna 2021.
do ozujka 2022. Ukupno je pretrazen 91 uzorak me-
snog soka domacih svinja, od kojih je 54 potjecalo s
18 velikih svinjogojskih farmi te 37 s 18 seoskih do-
macinstava. Uzorci su pohranjivani u sterilne vreci-
ce i transportirani u prijenosnom hladnjaku u Zavod
za higijenu, tehnologiju i sigurnost hrane Veterinar-
skog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Kategorizaci-
ja farmi/gospodarstava s obzirom na biosigurnost
temeljila se na sluzbenom upitniku i registru farmi:
kategorija 1 — ne udovoljavaju uvjetima; kategorija
2 - djelomi¢no udovoljavaju uvjetima; kategorija 3
- u potpunosti udovoljavaju uvjetima; kategorija 4
- drze svinje na otvorenome i koja su odobrena od
nadleznog veterinarskog inspektora.

Seroloska pretraga mesnog soka

Priprema mesnog soka za detekciju protutijela ko-
mercijalnim ELISA kitovima

Uzorci osita svinja s linije klanja mase oko 10 gra-
ma istog su dana uzorkovanja zamrznuti na -20 °C.
Potom su premjesteni u vrecice za homogenizaciju i
odmrzavani pri 4 °C tijekom 24 h + 4 h. Nakon priku-
plianja T mL mesnog soka iz svakog uzorka mesni je
sok pretocen u plasticne kivete od 1,5 mL i ponovno
zamrzavan na -20 °C do pocetka analize.

Postupak detekcije protutijela komercijalnim ELISA
kitovima

Prisutnost IgG protutijela protiv protista T. gon-
dii odredena je komercijalnim ELISA dijagnostickim
kitom s inaktiviranim antigenom (Indical Bioscience
GmbH, Germany). Uzorci mesnog soka razriedivani
su uomjeru 1: 10 prema uputi proizvodaca. U jazice
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mikrotitracijske plocice koje su obloZene specificnim
antigenom dodano je 100 pL uzorka te je potom sve
inkubirano na sobnoj temperaturi 1 sat. Nakon inku-
bacije jazice su ispirane tri puta s razrijedenom oto-
pinom za ispiranje (1: 10) te je u svaku dodano 100
uL konjugata. Nakon inkubacije (30 minuta na sobnoj
temperaturi) i drugog ispiranja, 100 pL TMB supstra-
ta dodano je u svaku jazicu te su potom inkubirani na
sobnoj temperaturi bez izlaganja svijetlosti. Reakcija
je zaustavljena nakon 10 minuta dodavanjem 100 pL
STOP otopine. Nakon cjelokupne procedure otitana
je apsorbancija pomocu titata mikroplocica (BioTek
ELxB00) i analizirana pomocu Gen5™ softvera (Bio-
Tek Instruments, Inc.). Izracunat je S/P omijer za sva-
ki uzorak te su uzorcisa S/P omjerom 2 0,3 smatrani
pozitivnim. S/P omijer upucuje na razinu protutijela u
odnosu na izmjerenu pozitivnu i negativnu kontrolu.
Nakon sto je izracunata srednja vrijednost dobivenih
apsorbancija za pozitivnu i negativnu kontrolu, S/P
omjer uzorka izracunat je prema formuli: 5/P=(0D
sample-MV 0D nc)/(MV 0D pc-MV 0D nc)

pri¢emu je OD opticka gustoca (engl. optical density),

MV srednja vrijednost (engl. mean value), nc nega-
tivna kontrola (engl. negative control), a pc pozitivna

kontrola (engl. positive control).

Statisticka obrada

Statisticka obrada rezultata provedena je po-
mocu racunalnog programa TIBCO Statistica 13.5.
Statisticki znacajne razlike u seroprevalenciji T. gon-
dii s obzirom na velicinu farme i njezinu kategoriju
biosigurnosti utvrdivane su Fisherovim egzaktnim
testom na razini P = 0,05.

Rezultati

Ukupno je pretrazen 91 uzorak mesnog soka do-
macih svinja od kojih 54 uzorka potjecu s 18 velikih
svinjogojskih farmi na kojima je prosjecno tovljeno
3753 svinje godisnje, te 37 uzoraka koji potjectu s
18 seoskih domacinstava koja prosjectno drze osam
svinja na gospodarstvu. Svinja se smatra seropozi-
tivnom ako je S/P omjer uzorka vecdi ili jednak 0,3,
dok se farma smatra pozitivnom ako je barem jedan
uzorak na farmi seropozitivan. Rezultati seroloske
pretrage prikazani su u tablici 1i tablici 2 prema tipu
farme podrijetla i kategoriji biosigurnosti.

Od ukupno 91 pretrazenog uzorka mesnog soka
svinja 13 % bilo je pozitivno, tj. imalo je protutijela
protiv T. gondii, pri €emu su sve seropozitivne svi-
nje potjecale sa seoskih domacinstava (P < 0,05).
Od ukupnog broja farmi u istrazivanju 17 % ih je po-
zitivno, odnosno svako trece seosko gospodarstvo
(33 %).
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Tablica 1. Seroprevalencija T. gondii u svinja koje potjecu s velikih
svinjogojskih farmi i seoskih domacinstava

Pozitivne svinje  Pozitivne farme

n % n %
Velike farme
(n=18) 0 0 0 0
Seoska
domacinstva 12 13 6 33
(n=18)
Ukupno 12 13 6 17

Tablica 2. Prikaz rezultata seroloske pretrage mesnog soka s
obzirom na kategoriju biosigurnosti farme

Kategorija biosigurnosti farme (broj
testiranih uzoraka)

1(10) 2(43) | 3(36) 4(2)
Broj
pozitivnih ! M 0 0
Postotak 8 92 - -
pozitivnih
Ukupno 12 13 6 17

Seroprevalencija T. gondii razlikuje se izmedu
kategorija biosigurnosti farme. Naime u kategoriji
3 i 4 nisu pronadene pozitivne svinje, a u kategoriji
2 zamijecena je znacajno veca seroprevalencija (P <
0.05).

Rasprava

Kvalitativnom procjenom rizika identificirano je
da su Salmonella spp., Y. enterocolitica, T. gondii i
Trichinella spp. najrelevantnije bioloske opasnosti u
inspekciji mesa svinja (EFSA, 2011.). Najvedi je pro-
blem njihove kontrole prisutnost latentno inficira-
nih Zivotinja koje na liniji klanja nije moguce otkriti
rutinskom inspekcijom osim Trichinella spp. tija se
prisutnost odreduje kao sastavni dio post mortem
pregleda (EFSA, 2011; Felin i sur., 2015.). Ipak, pri-
sutnost rizika s obzirom na T. gondii, Salmonella spp.
i Yersinia spp. u mesu moze se neizravno ispitati pra-
¢enjem njihove seroprevalencije seroloskom pretra-
gom mesnog soka. Tako su Kis i suradnici (2021.a)
utvrdili prevalenciju od 38 % u 92 testirane svinje
(mesni sok) s 46 malih gospodarstava. Pritom je 89
% seroloski pozitivnih svinja na T. gondii potjecalo




s gospodarstava nize kategorije biosigurnosti (kate-
gorija 1ili 2). Takoder, Kis i suradnici (2021.a) izvije-
stili su o najvecoj seroprevalenciji na gospodarstvi-
ma koja drze tri do pet svinja. Od 23 seropozitivha
gospodarstva u 48 % sluc¢ajeva najmanije je jedna
svinja posjedovala protutijela na T. gondii, dok su na
52 % farmi sve testirane svinje bile pozitivne. Nada-
lie, pretrazivanjem jednakog broja uzoraka mesnog
soka divljih svinja (n = 92) zabiljezena je seropreva-
lencija od 55 % (Kig i sur., 2021.b).

U ovom su istrazivanju protutijela za T. gondii utvr-
dena u 13 % svinja i na 17 % farmi. Ti rezultati odgo-
varaju pojedinim provedenim istrazivanjima u Europi
(Dubey i sur. 2009.; Villari i sur., 2009.; Foroutan i
sur., 2019.). lako bi uzgoj svinja u zatvorenim objekti-
ma trebao znatno pridonijeti smanjenju invazije svinja
s T. gondii (Dubey i sur., 2009.), dokazana veca sero-
prevalencija na seoskim domacinstvima u ovom istra-
Zivanju, koja vecinom uzgajaju svinje u zatvorenim
objektima bez ispusta, moze se povezati s prisutno-
S¢u macaka i glodavaca te neadekvatnom deratizaci-
jom (Kijlstra i sur., 2008.; Villari i sur., 2009.). Prema
ovom istrazivanju svinje su sa svakog treceg seoskog
domacinstva seropozitivne. Vecina je pozitivnih uzo-
raka potjecala s farmi kategorije biosigurnosti 2, Sto
znati da mjere biosigurnosti ne ispunjavaju uvjete u
potpunosti na tim farmama, te bi trebalo razmotriti
prikladnu reklasifikaciju kategorije biosigurnosti do-
dijeljene tim istim farmama (Kis i sur., 2021.a). lako
je seroprevalencija T. gondii opcenito bila niska, na
nekim je farmama pronadena 100 %-tna seropreva-
lencija. Seroloski bi nadzor u ovom slu¢aju omogucio
identifikaciju farmi na kojima bi trebalo uvestii unapri-
jediti postojece biosigurnosne mjere. Veterinari bi te
farme trebali posjecivati i savjetovati kako poboljsati
biosigurnosne mjere, smanijiti rizik i povecati sigur-
nost mesa za potrosace. Trupove svinja s tako rizi¢-
nih objekata treba zamrznuti ili podvrgnuti toplinskoj
obradi (Felin i sur., 2019.).

Zakljucno, rezultati seroloskog testiranja mesnog
soka svinja mogu se preporuciti kao epidemioloski
indikatori u okviru podataka o lancu prehrane koji
prate posiljku Zivotinja u klaonicu. Seroloska pretra-
ga mesnog soka brza je, jednostavna i lako izvediva
metoda te moguc alat u upravljanju rizikom od ove
zoonoze. Pritom nije primjenjiva ni isplativa u testi-
ranju svake pojedine Zivotinje upucene na klanje, vec¢
u kategorizaciji rizicnosti farmi na reprezentativnom
uzorku. No serolosko profiliranje farmi samo po sebi
ne moze biti jednostavno rjesenje za donosenije odlu-
ka u upravljanju rizikom, ako procjena iskljucuje sve
druge ¢imbenike rizika koji mogu biti odgovorni za
pojavu uzro€nika na farmi.
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