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UTVRBIVANJE PRISUSTVA HISTAMINA U

UZORGIMA RIBE

Smajlovié¢', A., A. Bakovi¢', |. Mujezinovi¢', M. Muminovié¢', M. Smajlovi¢?, O. Kapetanovi¢?, S. Hadzijusufovi¢?

SAZETAK

Histamin je biogeni amin koji u namirnicama bogatim
proteinima nastaje razlaganjem aminokiseline histidina.
Ovo razlaganje je uzrokovano rastom odredenih vrsta
bakterija.

Komercijalni uzorci ribe iz uvoza analizirani su na prisut-
nost i kolicinu histamina ELISA testom (RIDASCREEN®
Histamin). Dobiveni rezultati bi trebali predstavijati osnovu
za uvodenje stalne kontrole prisutnosti histamina u namir-

nicama koje su bogate proteinima (riba, sir, mlijeko, meso)
i vinu, te tako osigurati prevenciju otrovanja ljudi, a Sto
mora biti zakonski regulirano.

Kljuéne rijeci: histamin, riba, ELISA

Histamin je bioloSki aktivni amin koji ima Sirok spektar
fizioloSkih i patoloskih djelovanja u organizmu. Ova djelo-
vanja ispoljava preko svojih specifiénih receptora, nakon

1 Mr. sc. Ahmed Smajlovi¢ dr. vet. med., visi asistent; Asima Bakovi¢ dr. vet. med., stru¢ni suradnik; dr. sc. Indira
Mujezinovi¢, docent; dr. sc. Mehmed Muminovi¢, redovni profesor, Katedra za farmakologiju i toksikologiju, Veterinarski
fakultet Univerziteta u Sarajevu, Zmaja od Bosne 90, 71000 Sarajevo

2 Dr. sc. Muhamed Smajlovi¢, docent, Zavod za higijenu i tehnologiju ziveznih namirnica animalnog porijekla, Veterinarski
fakultet Univerziteta u Sarajevu, Zmaja od Bosne 90, 71000 Sarajevo

3 Osman Kapetanovi¢ dr. med.; Senada Hadzijusufovi¢ dr. med., Sanitarna inspekcija, Ministarstvo zdravstva Kantona

Sarajevo, Bulevar MeSe Selimovi¢a 12, 71000 Sarajevo

212

Vol. X (2008) svibanj - lipanj br. 3




STRUCNI RAD

Utvrdivanje prisustva histamina u uzorcima ribe

lokalnog oslobadanja u nekim tkivima i organima (Adams,
2001.; Hardman i Limbird, 2001.). Zajedno s jo$ nekim
supstancijama kao S$to su serotonin, endogeni peptidi,
leukotrieni, prostaglandini i citokinini, spada i u autakoide,
odnosno tkivne ili lokalne hormone, koji djeluju na mjestu
oslobadanja ili neposredno oko njega (Hardman i Lim-
bird, 2001.). Kod sisavaca, histamin je vazan medijator
neposredne alergijske preosijetljivosti, ima ulogu u upal-
nim reakcijama, utie na lu€enje klorovodi¢ne kiseline u
Zelucu (Adams, 2001.; Hardman i Limbird, 2001.), ima
ulogu neurotransmitora u hipotalamusu sisavaca (Rang i
sur., 2007.), te je vazan faktor nastanka arterioskleroze i
koronarnih bolesti (Liao i sur., 1997.) itd.

Egzogeni histamin je proizvod razlaganja aminokiseline
histidina, koje je uzrokovano rastom odredenih bakterijskih
vrsta u hrani bogatoj proteinima, kao $to je: riba, narocito
plava (svjeza i u konzervi), sir, mlijeko, meso, te razliCite
vrste vina (bijelo, crveno i pjenu$avo) i pivo. Koli¢ina nas-
talog histamina ovisi o vrsti bakterije, temperaturi i duZini
vremena izlaganja utjecaju bakterija, a moze dosti¢i ¢ak
1000 mg/kg (ppm).

Riba dobre kvaliteta ne bi trebala sadrzavati vise od 10
ppm histamina (Uputa za RIDASCREEN® Histamin ELISA
test).

Uslijed konzumiranja namirnica koje sadrze vece
koli¢ine histamina kod ljudi se javlja mucnina, povracanje,
glavobolja itd. Isti simptomi se mogu javiti i nakon kon-
zumiranja crvenog vina, naro€ito kod onih osoba kod
kojih urodeno postoji smanjena sposobnost razgradnje
histamina (Hardman i Limbird, 2001.)

Prema tome, opravdano se otrovanja histaminom
najéeS¢e dovode u vezu s konzerviranom ribom koja
sadrzi visoke koncentracije ovog amina.

Cilj naseg istrazivanja je bio ustanoviti eventualnu zas-
tupljenost i koli€inu histamina u veéem broju komercijalnih
uzoraka ribe razli€itog porijekla, koja je namijenjena za
prehranu ljudi. Povod istrazivanju je bila pojava otrovanja
lijudi na podrucju grada Mostara. Naime, u lipnju 2007.
godine nekoliko ljudi se otrovalo konzerviranom ribom,
a njihovi Zivoti su spaSeni zahvaljujuéi brzoj intervenciji
medicinske sluzbe. Postojala je opravdana sumnja da je
uzrok otrovanja histamin. Medutim, nije postojala oprema
za kvalitativno i kvantitativno utvrdivanje koncentracije
histamina, niti su na raspolaganju bili ostaci obroka koje
su otrovani konzumirali, pa se u ovom sluéaju uzrok otro-
vanja nije mogao sa sigurnoscu utvrditi.

Kao “screening” metoda za kvantitativno dokazivanje
histamina u gore navedenim vrstama hrane naj¢eS¢e se
koristi ELISA. Ova metoda je, prema dosadasnjim litera-
turnim podacima pouzdana, pristupacna, brza i jeftina.

Analiti¢ka potvrdna metoda za analizu histamina u ribi u
zemljama Europske Unije je HPLC (Anon., 2005).

MATERIJAL | METODE

Uzorke ribe dostavila nam je Sanitarna inspekcija koja
djeluje pri Ministarstvu zdravstva Kantona Sarajevo.
Uzorci su prikupljeni slu€ajnim odabirom na razli€itim
prodajnim mjestima u Bosni i Hercegovini, a potjecali su
iz uvoza. Analizu smo proveli u ToksikoloSkom laborato-
riju Katedre za farmakologiju i toksikologiju Veterinarskog
fakulteta Sarajevo.

Ukupno je dostavljeno 35 uzoraka. Od toga 12 su bili
uzorci smrznute ribe (osli¢ cijeli - 2, girice - 3, skuSa
cijela - 2 uzorka, te po jedan uzorak: osli¢ filet, sku$a filet,
papalina, Sanpjer filet i kotlet morskog psa). Dvadeset tri
uzorka sacinjavala je riba u konzervi (tunjevina u ulju - 13,
tunjevina - 2, sardina u ulju - 3 uzorka, te po jedan uzorak:
osli¢ u ulju, skusa u ulju, tunjevina sa zutom perajom,
ruska salata s tunjevinom i salata s tunjevinom u umaku
od jarebice). Sve uzorke smo, nakon pripreme, analizirali
na prisutnost i koli¢inu histamina koristenjem komerci-
jalnog kita za kompetitivnu enzimsku imunoanalizu
RIDASCREEN® Histamin (Art. No.:R1604), koji proizvodi
R-Biopharm Group, Njemacka. Granica detekcije ovog
testa za sir, svjezu i ribu u konzervi iznosi 2,5 ppm.

Test kit sadrzi sve reagense koji su potrebni za analizu,
kao i detaljnu uputu za izvodenje analize.

Jedan test kit je dovoljan za 48 uzoraka, ukljuCujuci
standarde.

Za kvantifikaciju rezultata potreban je spektrofotometar
za mikrotitracijsku plocu.

Vrijeme potrebno za izvodenje analize:

- priprema uzorka (za 10 uzoraka) oko 15 minuta
- izvodenje testa (bez obzira na broj uzoraka) oko 90
minuta.

Nakon pripreme uzorka, histamin je kvantitativno, aki-
lacionim reagensom, preveden u N-akilhistamin. U kom-
petitivnom ELISA testu slobodni akilirani histamin i vezani
histamin se natjeCu za mjesta vezivanja na antitijelima.

Nakon ispiranja dodaju se sekundarna antitijela
obiljezena peroksidazom (enzim konjugat). Ova antitijela
se vezu za komplekse antitijelo-histamin. Nakon toga se
sva nevezana antitijela za enzim konjugat uklanjaju ispi-
ranjem. Supstrat (urea peroksid) i kromogen (tetrametil-
benzidin) se dodaju u udubljenja na mikrotitracijskoj ploci
i inkubiraju. Tijekom inkubacije vezani enzim konjugat
prevodi bezbojni kromogen u plavi produkt, a dodavanjem
stop otopine dolazi do promjene boje iz plave u Zutu.

Nakon toga se provodi fotometrijsko mjerenje na €itacu
ELISA plo¢a na valnoj duzini od 450 nm. Apsorpcija je
obrnuto proporcionalna koncentraciji histamina u uzorku.

REZULTATI | DISKUSIJA

Svi uzorci koje smo analizirali sadrzavali su manje od
100 ppm histamina.
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®)] Prema Regulativi (EC) No 2073/2005 (Anon,, 2005) u  RIASSUNT0
0 zemljama Europske Unije grani¢ne vrijednosti histamina y
Z Ll nose 100 molka (m) 1200 mol (1 LIDENTIFIGAZIONE DELLA PRESENZA
2 lako, prema gore navedenoj Regulativi Europske Unije, ”ﬂl I$’AMI”A ”EI ’:AMP I””I ”EI F Esl:l
E u ispitivanim uzorcima nismo otkrili nedozvoliene koli¢ine L'istamina e I'amina biogenea, la presenza della quale
o histamina, $to zna&i da su oni bili potpuno ispravni za fisulta dal decomposizione del'aminoacide istidin nei cibi
z ljudsku upotrebu, moramo napomenuti da male oscilacije  "¢chi con i p.roteini.. La det.:omposizione € causata con la
e temperaturnih vrijednosti prilikom transporta i skladistenja ~ ¢rescita degli alcuni batteri. o , .
2 ribe mogu dovesti do ubrzanog razmnozavanja bak- ! ?am/?"’”’ comerciali dei pesci ””P?'Ta" s<,)4no st"at/
‘Z’: terija koje uzrokuju stvaranje Stetnih produkata u mesu, ana//zza?/ per la prezenza e la quaqtlta c'lel/lstfam/na'
N odnosno dovode do kvarenja mesa. Histamin je jedan od usandq il test ELISA (RIDASCRE_EN’ H/stam/'n) ) Ir/sqltat/
. ottenuti dovrebbero rapresentare il base per l'introduzione
tih produkata. e .
. . . L della controlla permanente della presenza dell’istamina
Brzo hladenje ribe odmah nakon izlovijavanja je s . L . .
. N ) nei cibi ricchi con i proteini (i pesci, i formaggi, il latte, la
najvaz.nul .ele.ment u _Stréteg'J'. prevgncue I.(v.ara ribe, carne) e nei vini. In questo modo, dovrebbero assicurare
a samim tim i stvaranja biogenih amina u njoj. Ovo se |, oyenzione dell” avelenamento dei uomini, e dovreb-
posebno odnosi na ribu koja je izlozena viSim tempera-  poo stati regolati con la legge.
turama vode ili zraka, kao i na velike tune koje zadrzavaju Le parole chiavi: listamina, i pesci, ELISA
toplotu u tkivima i poslije smrti (Anon., 2001.).
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