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Food sampling and the surface for microbiological analysis

Summary

Results of microbiological analyses depend on methods of sampling, preparing, storing, transport, delivery and analyzing of samples.
The frequency of food sampling and surfaces which come in contact with food during processing and preparing are determined wit-
hin a self- control frame which needs to be established by food business operators. Competent authorities in charge for carrying out
official control must control whether food business operators have made and if they apply the plans of self- control and analyses, and
suitable measures in a case of unsatisfying results of microbiological research. Responsibility for the health safety of products that
appear on the market is put upon the producers in that way.

Key words: sampling, microbiological analyses, food business operator, official controls

Musterprobenprozess von Nahrung und Flachen fiir mikrobielle Untersuchung

Zusammenfassung

Die Resultate der mikrobiellen Untersuchungen hdngen von der Art der Abhebung, Vorbereitung, Unterbringung, Beférderung und
Untersuchung der Muster ab. Die Hdufigkeit des Musterprobenprozesses von Nahrung und Fldchen, die wéhrend der Verarbeitung
und Vorbereitung in Beriihrung mit Nahrung kommen, ist im Rahmen der Selbstkontrolle bestimmt, die die Subjekte in Nahrungs-
geschdften (food business operators) verwirklichen sollen. Die zustcindige Institution fir die Durchfiihrung der offiziellen Kontrolle
soll priifen, ob das Subjekt in Nahrungsgeschften die Pline der Selbstkontrolle und des Priifens verfasst hat und ob es sie verwendet,
sowie ob das Subjekt die notwendigen MalBBnahmen im Falle der unzufriedenstellenden Resultate der mikrobiellen Untersuchungen
trifft. Auf diese Weise werden die Hersteller verantwortlich fiir die gesundheitliche Richtigkeit der Nahrung, die ihrerseits auf den Markt
placiert wird.

Schliisselwdorter: Musterprobenprozess (Sampled), mikrobielle Untersuchungen, Subjekt in Nahrungsgeschdften (food business
operators), offizielle Kontrollen

Il campionamento delle sostanze alimentari e la superficie
per una ricerca microbiologica

Sommario

Irisultati delle ricerche microbiologiche dipendono dalla maniera in cuii campioni vengono presi, preparati, depositati, trasportati ed
esaminati. La frequenza di campionatura di alimenti e delle superfici che vengono in contatto con gli alimenti durante il processo di
lavorazione e preparazione é determinata nell'‘ambito di autocontrollo che deve essere stabilito dai soggetti impiegati nell'industria
alimentare (food business operators). Un organo presupposto ad eseqguire un controllo ufficiale deve controllare se un soggetto inclu-
so nel food business ha fatto i progetti di autocontrollo e di esaminazione, e se li applica. Lo stesso organo deve anche controllare se
ci sono dei mezzi di controllo se i risultati di ricerca microbiologica si dimostrino non soddisfacenti. In tal modo i produttori vengono
costretti ad una responsabilita della sicurezza alimentare di prodotti che escono al mercato.

Parole chiave: campionamento, ricerca microbiologica, soggetto impiegato nell'industria alimentare (food business operators), con-

trolli ufficiali
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Norovirusi u $koljkasima kao akutni problem danas

Norovirusi u skoljkasima kao akutni
problem danasnjice

Skoko', I., E. Listes', I. Liste3' L. Kozacinski?

Stru¢ni pregled

Sazetak

Uzgoj morskih organizama duz jadranske obale ima dugu tradiciju koja datira jos iz 19. stoljeca. Hranidbena vrijednost $koljaka
se temelji na odnosu bjelancevina i masti, uz velike kolicine glikogena. Osim velike koristi koju organizmi sto Zive u vodenoj sredini
pruzaju covjeku, oni su i realna opasnost za zdravlje. Skoljkasi filtriraju velike koli¢ine vode da bi se prehranili, te na takav nacin
kumuliraju razlicite patogene porijeklom iz ljudskog fecesa. Usvajanjem europske regulative (European regulation 91/492/EC) koja
propisuje prihvatljive koli¢ine bakterijskih patogena, znatno se smanjio utjecaj bakterija na izbijanje gastroenteritisa, ali ne i bolesti
izazvane viralnim uzroc¢nicima. Norovirus (NoV, prije ,Norwalk-like virus”) predstavlja najvaznijeg uzrocnika nebakterijskog gastro-
enteritisa u svijetu. U industrijaliziranom svijetu NoV je moguce odgovoran za preko 80% svih izbijanja gastroenteritisa. NoV spada u
porodicu Caliciviridae, a podijeljen je u pet genogrupa (GI-GV), za genogrupe Gl, Gll i GIV je poznato da izazivaju bolest u ljudi. Nakon
infekcije ljudi kontaminiranim skoljkasima, epidemija se Siri fekalno-oralnim putem, iako do prijenosa bolesti moze doci i direktnim
kontaktom s osobe na osobu, ili viralnim cesticama u aerosolu. lako je bolest uglavnom blaga i samolimitirajuca, moze biti i ozbiljna
kod pacijenata koji ve¢ imaju nekakve zdravstvene smetnje. Cetiri su osnovna problema kod detekcije NoV iz koljaka; niski nivo vi-
rusne kontaminacije, velika varijabilnost virusa, prisustvo interferirajucih supstanci koje inhibiraju molekularnu detekciju i genetska
varijabilnost NoV. Dva su koraka ukljucena kod detekcije enterovirusa iz kontaminiranih skoljki, a to je izdvajanje i koncentracija vi-
rusa iz hepatopankreasa skoljkasa i detekcija virusa uz pomoc reverzne transkripcije (RT) PCR metode. Zbog same strategije procjene
rizika potrebno je provesti pretrazivanje skoljkasa na prisustvo NoV. U Evropi (CEN), je osnovao radnu grupu stru¢njaka, za razvoj i
validaciju referentne horizontalne metode za detekciju NoV u hrani, ukljucujudi skoljkase.

Kljuéne rijeci: Skoljkasi, norovirus, gastroenteritis

Uvod

More,odnosno organizmi koji zive
u morskoj sredini imaju veliko znace-
nje u prehrani ljudi, napose u danas-
nje vrijeme isticanja vaznosti zdrave
prehrane. Uzgoj morskih organizama
duz jadranske obale ima dugu tradici-
ju koja datira jos iz 19. stoljeca (Skara-
mucai sur,, 1997). Znanje ste¢eno du-
gogodisnjim radom na uzgoju skolj-
kasa i riba, omogucilo je razvoj mari-
kulture, kakva je danas. Od $koljkasa
se za ljudsku prehranu prvenstveno
uzgajaju dagnje, kamenice, i skoljke
iz porodice Aracidae. |z prirodnih se
stanista najcesce iskoristavaju kunjka
Arca noae, prnjavica, Venus verrucosa,
bijela dagnja, Modiolus barbatus, ko-
pito Spondylus gaedoropus, jakopska
kapica, Pecten jacobaeus i unato¢ za-
konskim zabranama, prstac Litopha-

ga litophaga, te plemenita periska,
Pinna nobilis (Brato$ i sur, 2004.).
Ishrana 3koljkasa i njihov rast su ovi-
shi o odredenim koli¢inama i vrstama
algi, populaciji fitoplanktona, kojima
se hrane. Za uspjesno uzgajanje skolj-
kasa potrebni su specifi¢ni geomor-
foloski, abiotski i biotski uvjeti sre-
dine. Najprikladniji su veci zaljevi sa
suzenim ulazom i pli¢i kanali u kojima
se vodene mase za vrijeme plime po-
novno vracaju natrag u more, zajed-
no s larvama skoljkasa (Matuli¢, 2005).
Uzgoj Skoljkasa se moze podijeliti
u dvije faze. U prvom dijelu Zivota,
licinke Skoljkasa pripadaju plankton-
skoj zajednici, dok je odrasla 3koljka
tipi¢ni bentosni organizam, tako da
je prva faza prikupljanje mladih skolj-
kasa, a druga je uzgoj do konzumne
veli¢ine. Koli¢ina skoljkasa u komerci-

jalnom uzgoju primarno je odredena
kolicinom sakupljenog mlada. Mlad
dagnji se prikuplja rahlo ispletenim
konopom postavljenim vodoravno
izmedu stupova parkova ili plutaca.
Nasaduje se u mrezasta najlonska cri-
jeva za uzgoj do konzumne velicine,
dok se za prikupljanje mladih kame-
nica upotrebljavaju snopovi grancica
vezanih zajedno najlonskim kono-
pom ili plasti¢nim plo¢icama crne, pa
se prikupljene kamenice rasaduju ce-
mentiranjem na konop ili se direktno
nasaduju u kutije za uzgoj kamenica.
Na kraju 16-mjesecnog ciklusa proi-
zvodnje dagnje narastu do velic¢ine 5-
7 ¢m, kada su spremne za trziste pre-
ma Pravilniku o trznim standardima
odredenih proizvoda ribarstva (Ano-
nim., 2009b). Na slici 1. je shematski
prikaz fiksnog parka za uzgoj skoljka-
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Slika 1. Shema fiksnog parka za uzgoj skoljkasa, preuzeto nica, preuzeto

Figure 1 Scheme of a fixed park for the cultivation of bi-

valve shellfish

Slika 2. Shema plutajuceg parka za uzgoj dagnji i kame-

Figure 2 Scheme of the floating park for the cultivation

of mussels and oysters

3a, dok je na slici 2. shematski prikaz
plutajuceg parka za uzgoj dagnji i
kamenica. Temperatura morske vode
vazna je za intenzitet ishrane, a ima i
znacajan utjecaj na spolnu aktivnost.
Temperatura tijekom ljeta najmanje
18°C je neophodna za proizvodnju
mladi i za rast $koljkasa koji je skoro
dva puta brzi u predjelima s blagom
klimom (Matuli¢, 2005). Lokacija za
uzgoj zakonski se odreduje prostor-
nim planovima na temelju biofizickih
karakteristika i kriterija potrebne i po-
dupirajuce infrastrukture.

Patogeni iz Skoljkasa

Bolesti Skoljkasa mogu biti uzro-
kovane razlic¢itim uzroc¢nicima (virusi,
bakterije, nametnici) te zbog nemo-
gucnosti i/ili neispravnosti lijecenja
dovode do velikih gubitaka uzgaja-
nih organizama ili mogu u potpuno-
sti unistiti uzgoj na vecem podrucju.
U Hrvatskoj su bolesti skoljkasa i nji-
hovo suzbijanje predmet Zakona o
veterinarstvu (Anonim., 2007a), na
temelju kojeg se donosi Naredba o
mjerama zastite Zivotinja od zaraznih
i nametnickih bolesti i njihovom fi-
nanciranju u 2010. godini (Anonim.,
2010) prema kojoj se $koljkasi pretra-
Zuju na prisustvo uzro¢nika marteli-
oze i bonamioze. Osim velike koristi
koju organizmi 3to Zive u vodenoj
sredini pruzaju Covjeku, oni su i re-
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alna opasnost za zdravlje ljudi, zbog
prenosa bolesti sa skoljkasa na ljude
i to najcesce slabo termicki obrade-
nim proizvodima ili naknadnom kon-
taminacijom. Higijenski neispravne
za javnu potrosnju su skoljke koje su
uginule, kojima su ljusture otvorene,
a na dodir se ne zatvaraju, koje potje-
¢u iz zagadenih voda, koje nisu dobro
ocis¢ene od obrastaja i imaju nesvoj-
stven miris, te koje sadrze biotoksine i
koje ne odgovaraju odredbama o ko-
licini pesticida i drugih otrovnih tva-
ri, te kontaminirane radionuklidima
(Masic, 2004).

Patogeni i drugi mikroorganizmi
ulaze u morski okoli$ u prvom redu
kroz ispuste gradskih otpadnih voda,
pa je u vecini podrucja mikrobioloska
onecis¢enost izravna posljedica ispu-
Stanja neprociscenih ili djelomi¢no
procis¢enih otpadnih voda u more.
Prema podacima Svjetske zdrav-
stvene organizacije (WHO, 2004) od
ukupnih otpadnih voda, samo 14%
prode odredeni oblik obrade prije is-
pustanja (Krstulovi¢ i Soli¢, 1997). Bi-
valvne skoljke, filtriraju velike koli¢ine
vode da bi se prehranile, te na takav
nacin bioakumuliraju razli¢ite pato-
gene porijeklom iz ljudskog fecesa.
Usvajanjem europske regulative (EU
regulation 91/492/EC) koja propisu-
je prihvatljive koli¢ine bakterijskih

patogena, znatno se smanjio utjecaj
bakterija na izbijanje gastroenteriti-
sa, ali ne i bolesti izazvane viralnim
uzroc¢nicima (Le Guyader i sur., 2009).
U Hrvatskoj se svake godine donosi
Plan pracenja kakvoce mora i $koljka-
$a na proizvodnim podru¢jima i po-
dru¢jima za ponovno polaganje Zivih
Skoljkasa za 2009. godinu (Anonim.,
2009¢), na temelju kojeg se odredu-
ju tocke monitoringa proizvodnih
podrug¢ja, podrucja za ponovno pola-
ganje skoljkasa, odnosno uzgajalista
skoljkasa, zatim obuhvaca kontrolu
morske vode i mesa 3Skoljkasa radi
provjere njihove mikrobioloske kva-
litete i postojanje biotoksina i Stetnih
kemijskih tvari u tkivu. Na temelju
Pravilnika o mikrobioloskom razvrsta-
vanju i postupku u sluc¢aju onecisce-
nja zivih $koljkasa (Anonim., 2009a)
propisuje se postupak razvrstavanja
preliminarnih proizvodnih podrucja
zivih $koljkasa u mikrobioloske ra-
zrede, te sukladno tome se odreduje
da li skoljkasi idu na trziste ili u puri-
fikacijske centre na prociscavanje, te
potom na trziste. Pravilnikom o vete-
rinarsko - zdravstvenim uvjetima za
izlov, uzgoj, procis¢avanje i stavljanje
u promet zvih skoljaka (Anonim.,
2004) se propisuje da otpremni cen-
tri i centri za procis¢avanje skoljkasa
moraju imati i program odredivanja
vlastitih  kriticnih tocaka zagade-

nja, koji se sastoji od sustava analize
opasnosti i kontrole kriti¢nih tocaka
- HACCP i standardnih sanitacijskih
operativnih postupaka - SSOPMedu
najvaznije bakterijske patogene koji
dolaze u morskoj vodi, a filtriranjem
vode, odnosno hranjenjem skoljka-
3a, se nakupljaju, ubrajaju se rodovi
Salmonella, Shigella, Vibrio, Staphylo-
coccus, Pseudomonas, Clostridium,
Campylobacter, Yersinia, Aeromonas,
Esherichia coli, te velik broj streptoko-
ka (Krstulovi¢ i Soli¢, 1997). U Hrvat-
skoj su Pravilnikom o higijeni hrane
Zivotinjskog podrijetla (Anonimno,
2007b) odredena tri metabolicka pro-
dukta morskih fitoplanktona/ dinofla-
gelata kojima se 3koljkasi hrane i koja
se bez vidljivih promjena za Skoljkase
mogu prikupljati u njima, a opasna su
za ljudsko zdravlje, i to Paralytic she-
Ilfish poisoning (PSP), Diarrhoeic shell-
fish poisoning (DSP) i Amnesic shellfish
poisoning (ASP). Osim navedenih, u
svijetu su poznati i drugi spomenuti
u kratkim crtama, kao i ostali oblici
otrovanja toksinima fitoplanktonskih
algi, odnosno Neurotoxic shellfish po-
isoning (NSP) (Cadez i Teskeredzi¢,
2005).

Uloga 3koljkasa kao prenosilaca
virusa koji uzrokuju bolesti u ljudi
dobro je poznata, a epidemioloski je
dokazano da se u viruse koje mogu
prenijeti skoljkasi ubrajaju virus he-
patitisa A (HAV) i E, Norovirus (NoV),
Snow-Mountagent, astrovirusi, Cox-
sackie-virusi te mali okrugli virusi
(Krstulovi¢ i Soli¢, 1997). Opasnost
se povecava konzumiranjem sirovih
ili toplinski nedovoljno obradenih
namirnica, a problem je ¢injenica da
namirnice u vecini slucajeva nisu or-
ganolepticki promijenjene (Kurtovi¢
i sur, 2001). NoV i HAV se trenutno
smatraju jednim od najvaznijih pa-
togena iz hrane, u zapadnom svijetu,
s obzirom na broj oboljelih i na broj
izbijanja bolesti do koje dolazi nakon
konzumacije kontaminirane hrane, a
nakon infekcije moguce je Sirenje bo-
lesti i fekalno-oralnim putem (Koop-
mans i Duizer, 2004). Izbijanja bolesti
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izazvane na ovaj nacin ukljucuju veli-
ki broj ljudii mogu se prosiriti na vece
podrucje. Inkubacija NoV traje 24 do
48 sati, a klini¢ki simptomi bolesti su
karakterizirani povracanjem, u 84,5%
slucajeva, vodenim proljevom (53,4%
slu¢ajeva), boli u trbuhu (47,6% sluca-
jeva), laganom temperaturom (16,5%
slucajeva), glavoboljom i bolovima u
misi¢ima (Prato i sur., 2004).

Bolest je uglavhom blagog toka,
simptomi prolaze u 2-3 dana, a tezi
se slucajevi mogu pojaviti u kroni¢nih
bolesnika. Nije uocena razlika u kli-
nickim simptomima $to se tice spola,
dok je znatno vedi broj jakih proljeva
bio kod starijih osoba, $to nije bio
slucaj s drugim simptomima (Prato i
sur., 2004). Do viralne kontaminacije
hrane moze doci u svim fazama pro-
cesa proizvodnje od farme do sto-
la, pa tako i pri samoj manipulaciji s
hranom od strane osoba koje su infi-
cirane, a ta hrana nije nakon manipu-
lacije termicki obradena. Naglasak bi
trebao biti na strogoj osobnoj higijeni
osoblja tijekom pripreme hrane (Koo-
pmans i Duizer, 2004).

O Norovirusu

Norovirus (NoV, prije ,Norwalk-like
virus”) spada u porodicu Caliciviridae,
te ¢ini jedan od Cetiri roda (Rizzo i sur.,
2007). NoV je mali okrugli virion, 27-
35 nm u promjeru, s jednolancanim
pozitivno orijentiranim RNA geno-
mom od 7400- 7700nt. Genom NoV
se sastoji od tri,open reading frames”
(ORFs). ORF1 kodira ne strukturalne
proteine, uklju¢uju¢i NTPaze, pro-
teaze i RNA-ovisne RNA polimeraze
(RdRp). ORF2 kodira najveci kapsidni
protein od 58- 60kDA i preklapa 3°
kraj ORF1 od 17- 20bp, ovisno o ge-
nogrupi. ORF3 kodira najmanji kap-
sidni protein od 22- 29kDA (Rowena
i sur, 2007). NoV je podijeljen u pet
genogrupa (GI- GV), ali za GI, Gll i GIV
je poznato da izazivaju bolest u ljudi,
s tim da je Gll povezan s akutnim ga-
stroenteritisom u odraslih (Rowena i
sur,, 2007). Sekvencioniranjem regije
kapsidnog gena i u nekim slucajevi-

ma spoja ORF1 i ORF2, identificirano
je nekoliko rekombinanti NoV. GGllb
virus je izoliran prvi put u Francuskoj
2000, a zatim se prosirio po Francu-
skoj i Europi tijekom sljedece zime
(Ambert- Balay, 2005). NoV pokazuje
razli¢ite razine otpornosti prema ra-
zli¢itim temperaturama i dezinficijen-
sima, medutim unistava se pri 100°C
(Koopmans i Duizer, 2004). Infektivna
doza je 7-10 virusnih cestica, izluciva-
nje virusa u stolici nakon preboljenja
je 3-14 dana, sto je vazno za osobe
koje rade s hranom, NoV podnosi re-
lativno visoku koncentraciju klora, do
10ppm klora, podnosi temperaturu
zamrzavanja i zagrijavanja do 60°C,
sto sve olaksava Sirenje virusa putem
vode i hrane (Vali¢, 2005).

Epidemioloski podaci

Tipizacija virusa uz pomo¢ moder-
nih molekularnih metoda je pokazala
kako kontaminirana hrana podrije-
tlom iz jedne drzave moze izazvati
izbijanje bolesti uvozom u drugu dr-
zavu (Lopman i sur,, 2003). NoV pred-
stavlja najvaznijeg uzroc¢nika nebak-
terijskog gastroenteritisa u svijetu. U
industrijaliziranom svijetu NoV je mo-
guce odgovoran za preko 80% svih
izbijanja gastroenteritisa (Prato i sur.,
2004). Kontaminirana hrana ili voda
predstavljaju glavni izvor infekcije.
NoV se smatra glavnim uzro¢nikom
hranom ili vodom izazvanih gastro-
enteritisa (Rizzo i sur., 2007). Epidemi-
ja se $iri dalje fekalno-oralnim putem,
iako do prijenosa bolesti moze dodi i
direktnim kontaktom s osobe na oso-
bu, ili viralnim ¢esticama u aerosolu
(Prato i sur, 2004). Ukoliko su virusi
prisutni u hrani i nakon prerade, u
vecini slucajeva u razlic¢itim vrstama
hrane, mogu ostati infekciozni neko-
liko dana ili tjiedana, posebno ako se
hrana ¢uva na hladno, pri 4°C (Koop-
mans i Duizer, 2004). Razliciti faktori
doprinose visokoj infekcioznosti NoV,
kao $to su niska infekcijska doza, od-
sutnost dugotrajne imunosti, stabil-
nost virusa u okolisu, te mogucnost
razli¢citog nacina prenosenja (Rizzo
i sur, 2007). Virus se na hrani ne raz-
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mnozava, ali ima izuzetno malu infek-
tivnu dozu, manje od 100 virusnih ¢e-
stica, a koncentracija virusa u stolici je
velika (1g stolice sadrzi 1012 virusnih
Cestica), $to objasnjava kako je mogu-
¢e da u alimentarnim epidemijama
veliki broj ljudi oboli u kratko vrijeme
(Vali¢, 2005). Obavijest o izbijanju ga-
stroenteritisa uglavnom dolazi kasno,
za izolaciju uzro¢nika ili za locirati
izvor infekcije (Prato i sur., 2004). |z-
bijanje bolesti uzrokovano NoV moze
ukljuciti mnogo ljudi, npr. restorani,
turisticka mjesta, brodovi, bolnice i
Skole (Rizzo i sur., 2007). U retrospek-
tivnoj kohortnoj studiji provedenoj u
Italiji 2004, izoliran je NoV genogru-
pe Gl i Gll u isto vrijeme. U jednom
uzorku dagnji utvrdeno je prisustvo
obje grupe. Sekvencioniranjem izo-
lata iz 19 slucajeva i 3 uzorka dagnji
utvrdena je genogrupa Gll, koja od-
govara soju NLV/Tarrag/238/2001/
Sp, a isti je izoliran i iz skoljaka, sto
je dokaz epidemioloske povezanosti
slucajeva i $koljaka (Prato i sur., 2004).
Iz druga dva slucaja i jednog uzorka
dagnji izolirana je genogrupa Gl s ve-
likom slicno$cu s sojem NLV/Steinba-
ch/EG/2001/CA (Prato i sur., 2004). U
drugom slucaju izbijanja bolesti u tu-
ristickom mjestu na jugu ltalije, 2005,
zbog zakasnjelog javljanja bilo je mo-
guce ispitati slucajeve samo tijekom
zadnjeg tjedna od izbijanja. Infekcija
je naglo izbila i prosirila se ljetovali-
Stem (Rizzo i sur., 2007). Najvjerojat-
nija hipoteza ovog epidemioloskog
ispitivanja je da je bolest povezana s
sirovim kamenicama i ledom naprav-
lienim od tekuce vode. Ispitani uzorci
vode su pokazali visoki nivo koliforma
(do 130 cfu/ml) i fekalnih streptokoka
(22 cfu/ml), a kako su nakon mikro-
bioloske analize odbaceni, nije bilo
moguce provesti virolosko ispitiva-
nje (Rizzo i sur., 2007). Mikrobioloska
kontaminacija upucuje da je tekuca
voda bila izvor i NoV. Pretpostavlja se
da je do Sirenja bolesti doslo i s osobe
na osobu, zbog pojave sekundarnih
slucajeva unutar obitelji oboljelih (Ri-
zzo i sur,, 2007).
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Dijagnostika NoV

Brza i to¢na dijagnoza je vazna kod
izbijanja bolesti, kako bi se sprijecilo
daljnje Sirenje virusa u populaciji. U
zadnjih 15 godina opisano je mnogo
metoda za izolaciju patogena iz sko-
liaka. Stare metode detekcije poput
elektronske mikroskopije su zamije-
njene reverznom transkripcijom RT-
PCR i od nedavno imunoenzimskim
testovima (Bull i sur, 2006). Imuno-
enzimni testovi su brzi i zahtijevaju
manje rada od RT-PCR, ali provedene
evaluacije komercijalno dostupnih
kitova su pokazale nisku osjetljivost i
nemogucnost detekcije svih NoV Gl
genotipova. Bull i sur. (2006) razvili
su metodu nested RT-PCR (nRT-PCR)
za detekciju NoV GlI. Metoda je kori-
Stena za determinaciju geneticke ra-
zlicitosti cirkulirajucih sojeva u sluca-
jevima gastroenteritisa izmedu 1997
i 2004 (Bull i sur., 2006). To¢na dija-
gnostika viralnih gastroenteritisa je
osnovna da bi se sprijecilo Sirenje vi-
rusa u populaciji. U Hrvatskoj je 2004
uvedena EIA metoda i radi je Hrvatski
zavod za javno zdravstvo — Sluzba za
virologiju, za detektciju kapsidalnog
NoV virusnog antigena iz stolice obo-
ljelih ili u povra¢anom sadrzaju, naj-
bolje iz akutne faze, 48-72 sata od po-
cetka bolesti (Vali¢, 2005). Moguce je
sprijeciti daljnje Sirenje virusa koji su
prisutni u zajednici, kod asimptomat-
skih slucajeva NoV kod pacijenata ili
osoblja bolnice, strogim mjerama
zadtite od cross-infekcije (Gallimore i
sur.,, 2004). U Sjedinjenim Drzavama
svake godine otprilike 5000 slucajeva
smrti se veze uz gastrointestinalne
bolesti nepoznate etiologije (Mead
i sur, 1999). U Floridi 1995, doslo je
do velikog izbijanja gastroenteritisa
uzrokovanog konzumacijom kameni-
ca, s tim da je 67% ljudi jelo samo ter-
micki obradene kamenice, ali unatoc
tome doslo je do razvoja bolesti isto
kao kod ljudi koji su jeli sirove kame-
nice, tako da se ne moze s sigurnoséu
tvrditi da se kuhanjem moguce zasti-
titi (McDonnell i sur,, 1997). Unato¢
odsutnosti tretmana za viralne ga-
stroenteritise, identifikacija uzro¢nika

osobito u slucaju izbijanja bolesti je
vazna jer omogucuje mjere opreza za
sprijecavanje daljneg sirenja uzro¢ni-
ka i bolesti. Bitno je i razlikovanje od
bakterijskih ili parazitskih uzrocnika
jer je kod tih slucajeva tretman mo-
guc (Bull i sur, 2006). Zbog nemo-
gucnosti uzgoja NoV in vitro i zbog
njegovog raznolikog genoma, tesko
je razviti osjetljivu metodu detekcije.
Uoceno je da NoV GlI-4 dominira kod
izbijanja bolesti u bolnicama i sli¢nim
ustanovama, dok je rijedak kao uzroc-
nik gastroenteritisa izazvanih putem
kamenica ili vodom, bez obzira sto
stalno cirkulira u populaciji (Bon i
sur., 2005). Poseban problem u tom
smislu predstavljaju zatvoreni kolek-
tivi (bolnice, domovi za stare osobe,
kampovi, brodovi) gdje epidemija
moze zapoceti kao alimentarna zbog
zajednicke ekspozicije nekoj fekalno-
kontaminiranoj hrani, da bi se kasni-
je sirila kontaktom na ostale ¢lanove
grupe. Genogrupa Gl je detektirana
kod vecine slucajeva gastroenteritisa
izazvanih vanjskim faktorima (Bon i
sur., 2005). Genogrupa Gl ima vise od
ocekivanog prevalenciju u okolisu,
moguce zbog vece otpornosti prema
inaktivaciji ili zbog specificnog veza-
nja s tkivom kamenica (Le Guyader i
sur., 2009). Nekoliko je sojeva virusa
pronadeno kod infekcija izazvanih ka-
menicama ili vodom, dok je samo je-
dan soj izoliran kod prijenosa bolesti
s osobe na osobu. NoV Gl dominira
kod sporadic¢nih slucajeva pacijenata
ispod 15 godina starosti, dok je Gl ce-
3¢i kod starijih pacijenata (Bon i sur.,
2005). Tijekom 12 mjese¢nog istrazi-
vanja Nordgren i sur. (2009), ustvrdili
su vecu koncentraciju NoV Gl u ljet-
nim mjesecima, a NoV Gll u zimskim
mjesecima, kako je i bilo za ocekivati.
Kod detekcije NoV iz $koljaka cetiri su
osnovna problema; niski nivo virusne
kontaminacije, velika varijabilnost
virusa, prisustvo interferirajucih sup-
stanci koje inhibiraju molekularnu
detekciju i genetska varijabilnost NoV
(Le Guyader i sur., 2009). Dva su kora-
ka uklju¢ena detekcije enterovirusa iz
kontaminiranih $koljki: 1. izdvajanje i

koncentracija virusa iz tkiva $koljkasa,
2. detekcija virusa uz pomo¢ RT-PCR
metode. Uspjesnost PCR-a ovisi o
efikasnosti izdvajanja virusa i o ukla-
njanju inhibirajucih faktora prisutnih
u skoljkama, $to je osobito vazno kod
niskih nivoa kontaminacije $koljkasa
(Shieh i sur,, 2000). Kod skoljkasa naj-
veca koncentracija humanih entero-
virusa je uocena u hepatopankreasu,
te je upravo zbog toga to ciljno tkivo
za pretragu, a prednost je u laksoj pri-
premi uzorka, povecanoj osjetljivosti
testa i smanjenom interferencijom s
RT-PCR (Schwab i sur., 1998). Le Guya-
der i sur. (2009) razvili su metodu u
kojoj nukleinske kiseline ekstrahiraju
uz pomo¢ Proteinase K, a kao kon-
trolu efikasnosti ekstrakcije koriste
mengovirus, jer je teSko moguce da
e on prirodno kontaminirati $koljka-
Se, a uzgaja se na kulturama stanica i
uspjesno se ekstrahira kao i NoV Gl i
Gll (Le Guyader i sur., 2009). U Europi,
European Committee on Normalisa-
tion (CEN), je osnovao radnu grupu
stru¢njaka (CEN/TC 275/WG6/TAG4),
za razvoj horizontalne metode za
detekciju NoV i HAV u hrani RT-PCR,
ukljucujuci skoljkase.

Prevencija

S obzirom da je NoV dosta otporan
na utjecaje iz okoline, i da se bioaku-
mulira u 3koljkasima filtracijom, po-
trebno je naglasak staviti na higijen-
ski ispravnu hranu i vodu, izuzetno je
vazno i pravilno rukovanje hranom,
te Cesto pranje ruku da se sprijeci
fekalno-oralna kontaminacija hrane.
Povrsine i predmete kontaminirane
virusom treba dobro oprati i dezinfi-
cirati klornim preparatom. Bilo koja
hrana moze biti kontaminirana NoV,
ali skoljkasi su osobito opasni zbog
njihove sposobnosti da koncentriraju
viruse iz kontaminirane vode. Najvaz-
nija preventivna mjera jest dovoljno
dugo kuhanje skoljkasa, pri tempera-
turi od 100°C i sprjecavanje konzumi-
ranja sirovih skoljkasa. Na taj je nacin
moguce inaktivirati mikroorganizme,
te ¢aki ako se nalaze u skoljkasu, ne bi
trebalo doci do razvoja bolesti u ljudi.

Norovirusi u skoljkasima kao akutni problem danasnjice

Umjesto zakljucka

Kontaminacija humanim enterovi-
rusima je prepoznata kao vrlo vazan
rizik vezan uz konzumaciju skoljkasa.
Procjena rizika se za sada uglavhom
zasniva na kontroli Skoljkasa na pri-
sutnost E. Coli, kao indikatoru fekalne
kontaminacije. Na temelju Pravilni-
ka o mikrobioloskom razvrstavanju i
postupku u slucaju onecis¢enja zivih
Skoljkasa (Anonimno, 2009a) propi-
suje se postupak razvrstavanja preli-
minarnih proizvodnih podru¢ja zivih
Skoljkasa u mikrobioloske razrede, te
sukladno tome se odreduje da li skolj-
kasi idu na trziste ili u purifikacijske
centre na procis¢avanje, te potom na
trziste. Pustanje skoljkasa u prodaju
nakon purifikacije moze biti problem
zbog moguceg nakupljanja NoV u nji-
ma, bez pouzdanih dokaza o elimina-
ciji samih virusa. Nakon konzumacije
kontaminiranih 3koljkasa, epidemija
se Siri dalje fekalno-oralnim putem,
iako do prijenosa bolesti moze dodi i
direktnim kontaktom s osobe na oso-
bu, ili viralnim cesticama u aerosolu
(Pratoii sur., 2004). Potrebno se fokusi-
rati na NoV u $koljkasima jer skoljkasi
mogu sluziti kao prijenosnici bolesti,
kriteriji mikrobioloske kontrole nisu
dovoljno validirani da bi bili sigurni u
prisustvo ili odsustvo virusa, skoljka-
3i isto tako mogu biti kontaminirani i
razliitim virusima, te to moze dovesti
do rekombinacije sojeva NoV u popu-
laciji, takoder trgovinom 3koljkasima
moze doci do Sirenja novih virusa.
Kako skoljkasi filtracijom koncentri-
raju sve viruse tako NoV moze biti i
indikator prisustva i drugih virusa,
produljene inkubacije i kod asimp-
tomatskih slucajeva, koje je teze di-
jagnosticirati. NoV se smatra glavnim
uzro¢nikom hranom ili vodom iza-
zvanih gastroenteritisa (Rizzo i sur.,
2007). Velika je opasnost i zbog toga
Sto se neki skoljkasi primjerice ka-
menice jedu sirove ili slabo termicki
obradene, a NoV moze biti prisutan u
velikoj koncentraciji zbog bioakumu-
lacije. Unato¢ odsutnosti tretmana za
viralne gastroenteritise, identifikacija
uzrocnika osobito u slucaju izbijanja

bolesti je vazna jer omogucuje mjere
opreza za sprjecavanje daljnjeg Sire-
nja uzro¢nika i bolesti. NoV prisutni
u hrani mogu ostati infekciozni neko-
liko dana ili tjiedana, posebno ako se
hrana ¢uva na hladno, pri 4°C (Koop-
mans i Duizer, 2004). Smatra se da se
duzim kuhanjem unistavaju NoV, pri-
mjerice 100°C, dok kratko kuhanje ne
unistava NoV, ni temperatura 60°C ti-
jekom 30 minuta (Koopmans i Duizer,
2004). Smrzavanje takoder ne uni-
stava NoV, infektivni ostaju i nakon
izlaganja pH 2,7 tijekom 3 sata. Dugo
prezivljavaju i na povrsinama, a inakti-
vira ih klor u koncentraciji 10ppm (Va-
li¢, 2005). Skoljkasi porijeklom iz zone
B, mikrobioloski zagadeni, mogu biti
stavljeni na trziste nakon procesa
purifikacije, medutim purifikacija ne
garantira da su $koljkasi slobodniiod
moguceg viroloskog zagadenja. Da
bi smanjili mogucnost prenosenja vi-
rusnih bolesti najucinkovitija metoda
je smanjenje ili sprecavanje otjecanja
otpadnih voda u podrucje uzgoja
Skoljkasa. Za analizu rizika od prisu-
stva NoV u skoljkasima, potrebno je
provesti ankete o nacinu konzuma-
cije i pripreme same hrane, takoder
su potrebni podaci i o prisustvu NoV
u skoljkasima, detaljne informacije su
potrebne i o efikasnom nacinu inak-
tivacije NoV, te je potrebno razviti i
nacin kultivacije NoV in vitro, $to bi
omogucilo daljnje ispitivanje svojsta-
va NoV. S obzirom na nisku infektiv-
nu dozu NoV potrebno je preispitati i
mogucnost stavljanja skoljkasa na tr-
Ziste nakon purifikacije, jer nije prove-
deno istrazivanje za koliko se koli¢ina
NoV, ako je prisutan, smanji tijekom
purifikacije. Potrebno je uspostaviti i
referentnu metodu za pretrazivanje
NoV u skoljkasima. Infekcija NoV je
tijekom provedenih istrazivanja jasno
povezana s konzumacijom sirove ili
slabo termicki obradene hrane, skolj-
kasa. lako je bolest uglavnom blaga i
samolimitirajuca, takoder moze biti i
dosta ozbiljna kod pacijenata koji ve¢
imaju nekakve zdravstvene smetnje.
Konzumacija $koljkasa kontaminira-
nih s vise razli¢itih virusa doprinosi
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rekombinaciji sojeva NoV. Zbog same
strategije procjene rizika potrebno
je provesti pretrazivanje skoljkasa na
prisustvo NoV. U Evropi, European
Committee on Normalisation (CEN),
je osnovao radnu grupu stru¢njaka
(CEN/TC 275/WG6/TAG4), na razvoju
horizontalne metode za detekciju NoV
i HAV u hrani, ukljucujuci skoljkase.
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of shellfish is based on the proteins and fat, with large amounts of glycogen. Except for the great value of sea organisms, they are
also a real danger to human health. Mussels filter large amounts of water to feed, and in that way they bioaccumulate a variety of
pathogens, of human faeces origin. By the adoption of the European regulation (European regulation 91/492/EC), which prescribes
an acceptable amount of bacterial pathogens, the impact of bacteria on the outbreak of gastroenteritis is significantly reduced, as op-
posed to the outbreaks caused by viral pathogens. Norovirus (NoV, “Norwalk-like virus”) is the most important cause of non-bacterial
gastroenteritis in the world. In the industrialized world NoV is probably responsible for more than 80% of all gastroenteritis outbreaks.
NoV belongs to the family Caliciviridae and is divided into five genogroups (GI-GV); genogroups Gl, Gll and GIV are known to cause
disease in humans. After infection of people with contaminated shellfish, the epidemic is spreading by fecal-oral route, although
the disease can get transmitted by the direct contact from person to person, or by viral particles in aerosol. Gastroenteritis is mostly
mild and self-limiting, but it can be serious in patients with some other health problems. There are four basic problems in detection
of NoV from shellfish: low levels of viral contamination, high variability of the virus, the presence of substances that inhibit molecular
detection and genetic variability of NoV. There are two steps in detection of enteroviruses from contaminated shellfish; the first is
extraction and concentration of viruses from the shellfish hepatopancreas and the detection of viruses by reverse transcription (RT)
PCR. Due to the risk assessment strategy, analyzing of shellfish for the presence of NoV should be implemented. In Europe (CEN), there
was established a working group of experts for the development and validation of reference method for the horizontal detection of
NoVin food, including shellfish.
Key words: bivalve shellfish, norovirus, gastroenteritis
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Noroviruse in Krustazeen als akutes Problem der heutigen Zeit

Zusammenfassung

Die Zucht von Meeresorganismen hat die Adriatische Kiiste entlang eine lange Tradition, die aus dem 19 Jh. datiert. Die Nahrun-
gswerte der Muscheln griinden auf dem Verhdltnis von Eiweil3 und Fett, neben gro3en Mengen von Glykogen. Die Organismen, die
im Wasser leben, stellen fiir den Menschen einen grofBen Nutzen dar, jedoch sind sie auch eine reale Gefahr fiir die Gesundheit. Die
Krustazeen filtrieren gro3e Wassermengen, um sich zu ernéhren und auf diese Weise kumulieren sie verschiedene Pathogene mit dem
Ursprung aus menschlichem Feces. Mit der Annahme der Europdischen Regulative (European regulation 91/492/EC), die die annehm-
bare Menge der Bakterienpathogene vorschreibt, hat sich der Einfluss der Bakterien auf Ausbruch von Gastroenteritis bedeutend
verringert, jedoch nicht auf die Krankheiten verursacht duch virulente Erreger. Das Norovirus (NoV, friiher ,Norwalk-like-virus*) stellt
den wichtigsten Erreger der nichtbakteriellen Gastroenteritis in der Welt dar. In der industrialisierten Welt ist das Norovirus der mégli-
che Erreger fiir mehr als 80 % aller Ausbriiche von Gastroenteritis. Das NoV gehért zu der Familie Caliciviridae, es ist in fiinf Genogru-
ppen geteilt (GI-G5), fir Genogruppen Gl, Gll und GIV ist es bekannt, dass sie Krankheiten bei Menschen erregen. Nach der Infektion
verursacht durch die Krustazeen verbreitet sich die Infektion bei Menschen durch den fekal-oralen Weg, obwohl die Ubertragung der
Krankheit von Mensch zu Mensch auch durch den direkten Kontakt erfolgen kann, oder durch die virulente Partikel im Aerosol. Obwo-
hl die Krankheit hauptsdchlich mild und selbstlimitierbar ist, kann sie auch bei Patienten, die sonst schon gesundheitliche Probleme
haben, ernst sein. Es gibt vier Grundprobleme bei der Detektion des NoV aus Krustazeen; das niedrige Niveau der Viruskontamination,
die groBBe Virusvariabilitdt, die Anwesenheit von interferierenden Substanzen, die die molekulare Detektion inhibieren und die gene-
tische Variabilitét des NoV. Es gibt zwei Schritte bei der Detektion von Enterovirus aus kontaminierten Krustazeen, u.zw. die Absonde-
rung und die Konzentration von Virus aus dem Hepatopankreas der Krustazeen und die Detektion von Virus mit Hilfe von reversibilen
Transkription (RT) der PCR Methode. Wegen der Strategie der Risikoeinschdtzung ist es nétig, die Krustazeen auf die Anwesenheit von
NoV zu priifen. In Europa (CEN) wurde eine Arbeitsgruppe von Fachleuten gegriindet, die fiir Entwicklung und Validitct der referenten
horizontalen Methode fiir die Detektion des NoV in Nahrung, einschlieBlich Krustazeen, zustdndig ist.
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I norovirus dai molluschi come un problema acuto odierno

Sommario

Lallevamento di organismi marini lungo la costa adriatica ha una tradizione che risale nell’800. Il valore alimentare di molus-
chi dipende dalla reciprocita tra i grassi e le proteine, comprese anche grandi quantita di glicogeno. Gli organismi appartenenti
allambiente acqueo offrono grandi opportunita ad organismo umano, ma al contempo rappresentano grande pericolo per I'uvomo.
I molluschi filtrano grandi quantita d'acqua per nutrirsi, ma in questa maniera accumulano diversi patogeni provenienti dal feces
umano. Essendo stato accolto il Regolamento europeo (European regulation 91/492/EC) che proscrive le quantita tollerabili di pa-
togeni batterici, & notevolmente diminuita l'influenza dei batteri sull'apparire di gastroenterite, ma non aveva nessun influsso sulle
malattie d'origine virale. Il norovirus (NoV, prima chiamati “Norwalk-like virus“) rappresenta la pitiimportante causa dell'enterite non
batterica in generale. Nel mondo industrializzato il NoV é possibilmente responsabile per pit dell'80% di tutte le gastroenteriti che
appaiono. Il NoV fa parte delle Caliciviridae, ed é diviso in cinque genogruppi (GI-GV), e dei genogruppi Gl, Gll e GIV é ben noto che
causano le malattie dalla gente. Dopo di essersi contagiata dai norovirus esistenti nei molluschi contaminati, la gente contagiata
diffonde il virus in modo fecale-orale, anche se la malattia puo essere diffusa nel contatto diretto da una persona all‘altra, oppure via
le particelle nell'aerosol. Siccome la malattia é, nella maggior parte dei casi, lieve e autolimitabile, puo mostrarsi grave dai pazienti
che gia soffrono da qualche altra malattia. Ci sono quattro problemi principali presenti nella detezione dei NoV dai molluschi: il livello
alto di contaminazione virale, grande variabilita dei virus, presenza delle sostanze interferenti che inibiscono la detezione molecolare
e la variabilita genetica dei NoV. La detezione di enterovirus dai molluschi contaminati sottintende due passi: isolamento e concen-
trazione dei virus da hepatopancreas di molluschi e la detezione dei virus con I'aiuto della trascrizione reversa (RT) di metodo PCR. Per
la strategia stessa di valutazione rischio bisogna sottoporre i molluschi all'analisi di presenza dei NoV. Il CEN ha fondato in Europa un
gruppo diespertiper lo sviluppo e la validazione di un referente metodo orizzontale per la detezione dei NoV negli alimenti, molluschi
inclusi.
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