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WYSTEPOWANIE GENOW OPORNOSCI
NA METYCYLINE W SZCZEPACH
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Jarostaw Bystron, Elzbieta Lis, Jacek Bania, Jerzy Molenda
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Obecno$¢ szczepdw S. aureus opornych na metycyling (methicillin-
-resistant Staphylococcus aureus — MRSA) stanowi powazny problem w ochronie zdro-
wia publicznego. Celem pracy byto okreslenie obecnosci genu mecA wsrdd szczepdw
S aureus wyizolowanych z katu ludzkiego oraz mleka krowiego. Materiat do badan sta-
nowito facznie 160 szczepoéw S. aureus, w tym 68 wyosobnionych z surowego mleka
krowiego oraz 92 szczepy pochodzace z katu. Obecnos¢ MRSA badano technika PCR,
poprzez oznaczanie genu mecA kodujacego biatko PBP2a o niskim powinowactwie do an-
tybiotykéw B-laktamowych. Sposréd 92 szczepdéw S. aureus wyizolowanych z katu
w 17 (18,5%) stwierdzono obecnos¢ genu mecA. Obecnosci genu mecA nie stwierdzono
w zadnym ze szczepOw S. aureus wyizolowanych z mleka. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze ludzie sa gtdwnym zrédtem szczepéw MRSA.

Stowa kluczowe: S. aureus, MRSA, SCCmec

WSTEP

Sposrod wielu gatunkéw gronkowcdw Staphylococcus aureus uwazany jest za naj-
bardziej chorobotwérczy dla ludzi, bedac odpowiedzialnym za szereg szpitalnych
i pozaszpitalnych zakazen. S. aureus moze by¢ przyczyna choréb skéry (ropnie, tra-
dzik), uktadu oddechowego (zapalenie gardfa, oskrzeli, ptuc), uktadu moczowego (za-
palenie cewki moczowej, pecherza), zapalenia szpiku i kosci oraz posocznicy. Ponadto
czesto wystepuje w produktach zywnosciowych i jest gtbwna przyczyna gronkowco-
wych zatru¢ pokarmowych. Wzrastajaca antybiotykoopornos¢ szczepéw S. aureus sta-
nowi istotny problem w ochronie zdrowia publicznego. Obecnos¢ szczepéw opornych
na metycyling (methicilin-resistant S. aureus — MRSA) stwierdzono juz w 1961 r.
i od tego czasu ich udziat w og6lnej puli szpitalnych zakazen gronkowcowych wciaz
wzrasta [Jevons 1961, Normano i in. 2007]. We Wioszech, wsrdd wszystkich infekcji
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50-375 Wroctaw, e-mail: jaroslaw.bystron@up.wroc.pl



4 J. Bystros i in.

gronkowcowych, przyczyna ponad 30% z nich sa szczepy MRSA. W pozostatych kra-
jach europejskich odsetek szczepéw MRSA waha si¢ od 10 do 60% i uzalezniony jest
od regionu, szpitala i oddziatu szpitalnego [Voss i in. 1994]. Wewnatrzszpitalna trans-
misja szczepow MRSA, z cztowieka na cztowieka, uwazana jest za gtowne zrodio roz-
przestrzeniania si¢ patogenu [Corrente i in. 2005, Lowy 1998]. Transmisja MRSA po-
przez zywnos¢ nie zostata dotychczas dokladnie przebadana, jednakze wielu badaczy
potwierdza taka mozliwos¢, ze wzgledu na czeste izolacje S. aureus z zywnosci [Nor-
manno i in. 2005].

Celem pracy byto okreslenie udziatu MRSA wsrdd szczepow S. aureus wyizolowa-
nych z katu ludzkiego oraz mleka krowiego. Obecnos¢ MRSA badano technika PCR,
poprzez oznaczanie genu mecA kodujacego biatko PBP2a o niskim powinowactwie do
antybiotykow B-laktamowych. Szczepy S. aureus produkujace biatko PBP2a sa oporne
na wszystkie antybiotyki B-laktamowe.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowito tacznie 160 szczepdw S. aureus, w tym 68 wyosobnio-
nych z surowego mleka krowiego oraz 92 szczepy — z katu ludzi badanych w Laborato-
rium Bakteriologii i Immunologii Dolnoslaskiego Centrum Pediatrii we Wroctawiu.
Bakterie wyosobnione z katu pochodzity od oséb z objawami dysfunkcji uktadu pokar-
mowego (biegunka, bole brzucha). Szczepy wyizolowane z mleka surowego pochodzity
od kréw nie wykazujacych klinicznych objawéw mastitis. Mleko do badan pobierano
przez okres 1 roku, z 6 obér zlokalizowanych w okolicy Wroctawia.

Przynalezno$¢ gatunkowa okreslano na podstawie zdolnosci produkcji przez badane
szczepy koagulazy wolnej i zwiazanej (clumping factor), a nastepnie, w celu potwier-
dzenia wyniku, oznaczano w nich obecnos¢ genu termonukleazy (nuc). Szczepy
S. aureus badano metoda multiplex-PCR, wykorzystujac technike opracowana przez
Boye i wsp. [2007], w celu wykazania u nich obecnosci picciu gtdwnych typow
SCCmec (Staphylococcal Cassete Chromosome mec).

Catkowity DNA izolowano z 1 ml kultury bakteryjnej prowadzonej w ptynnej po-
zywce. Bakterie po odwirowaniu zawieszano w 100 ul wody, po czym dodawano
100 ul 2% roztworu Tritonu X-100. Mieszaning inkubowano przez 10 min w temperatu-
rze pokojowej, a przez kolejne 10 min we wrzacej tazni wodnej. Nastepnie wirowano
przy 13 000xg przez 5 min. Ptyn znad osadu zawierat roztwér DNA.

Detekcje genow SCCmec prowadzono w 25 pl mieszaniny zawierajacej: 50 mM KCl,
10 mM Tris-HCI, 4 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, startery B i a3 w stezeniach 0,2 uM, star-
tery ccrCF i ccrCR w stgzeniach 0,25 puM, startery 1272F1 i 1272R1 w stezeniach 0,08
UM, startery 5RmecA i 5R431 w stgzeniach 0,1 uM, 1 ul DNA oraz 1 jednostke polime-
razy DNA. Przeprowadzano 30 cykli PCR: w 94°C przez 30 s, w 55°C przez 30 s oraz
w 68°C przez 60 s. Produkty PCR rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym.

WYNIKI
Sposréd 92 szczepow S aureus wyizolowanych z katu w 17 (18,5%) stwierdzono

obecnos¢ genu mecA. Natomiast w zadnym sposrdd 68 badanych szczepéw S. aureus
wyizolowanych z mleka nie stwierdzono obecnosci genu mecA.

Acta Sci. Pal.
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Obecnie wyr6znia sie¢ 5 gtéwnych typéw SCCmec. W zastosowanej w badaniach
wiasnych, opracowanej przez Boye i wsp. [2007], metodzie — podziatu typéw mecA
dokonuje si¢ na podstawie analizy wielkosci produktéw PCR. Typy I, Il i 1ll zawieraja
po jednym produkcie PCR o masie odpowiednio: 415 pz, 937 pz oraz 518 pz. SCCmec
typu 1V i V zawieraja po dwa produkty PCR o masach odpowiednio: 937 pz i 415 pz
oraz 518 pz i 359 pz.

W tej pracy wszystkie MRSA zaklasyfikowane zostaty do typu | lub Il SCCmec
(rys. 1). Wsrod nich 11 szczepdéw (65%) nalezato do typu | SCCmec, a pozostatych
6 szczepOw (35%) zakwalifikowano do typu Il.

1 2 M

- 3000 pz

937 pz - - 1000 pz

- 500 pz
415 pz -

- 100 pz

Rys. 1. Elektroforetyczny obraz rozdziatu produktéw PCR ze szczepdw S. aureus pochodzacych
z katu. W $ciezce 1 widoczny jest produkt o wielkosci 937 pz, swiadczacy o obecnosci
kasety SCCmec typu Il w genomie badanego szczepu S. aureus. W sciezce 2 widoczny
jest produkt o wielkosci 415 pz, swiadczacy o obecnosci kasety SCCmec typu | w geno-
mie badanego szczepu S aureus. M — drabinka wielkosci DNA 100 bp plus (Fermentas).

Fig. 1. Electophoretic resolution of PCR products from fecal S aureus strains. Lane 1 show
a 937-bp product, illustrating the presence of SCCmec type Il cassette in genome
of investigated S. aureus strain. Lane 2 show a 415-bp product, illustrating the presence
of SCCmec type | cassette in genome of investigated S. aureus strain. M — DNA ladder
100 bp plus (Fermentas).

Medicina Veterinaria 7(2) 2008
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DYSKUSJA

Wewnatrzszpitalna transmisja szczepow MRSA, z cztowieka do cztowieka, uwazana
jest za gtéwne zrodio ich rozprzestrzeniania [Bhalla i in. 2007, Lowy 1998]. Mozli-
wos¢ przenoszenia sie MRSA poprzez zywnos¢ nie zostata dotychczas rzetelnie udo-
kumentowana, jednakze coraz wigksza liczba doniesien potwierdza taka ewentualnose,
ze wzgledu na stwierdzane izolacje patogenu z zywnosci [Kwon i in. 2005, Moon i in.
2007, Normanno i in. 2007, Van Loo i in. 2007]. W badaniach przeprowadzonych
w Korei Pid. szczepy MRSA stanowity 0,18% wsréd S. aureus wyizolowanych z suro-
wego mleka krowiego i wszystkie nalezaty do typu IV SCCmec [Kwon i in. 2005].
Z kolei Moon i in. [2007], przeprowadzajac podobne doswiadczenia takze w Korei Pid.,
stwierdzili, ze 2,5% szczepdéw S. aureus z mleka byto opornych na metycyline. Obec-
no$¢ S. aureus posiadajacych gen mecA wykazano rowniez u 3,75% izolatow pocho-
dzacych z mleka krowiego i produktow mlecznych badanych we Wioszech [Normanno
i in. 2007]. Szczepy S aureus oporne na metycyling izolowano nie tylko z surowego
mleka, ale takze z innych surowych produktéw zywnosciowych. Kitai i in. [2005]
wsréd 444 probek miesa drobiowego badanego w Japonii w 2 (0,45%) stwierdzili obec-
no$¢ szczepow MRSA. Z kolei badania przeprowadzone w Holandii wykazaty obecnos¢
MRSA w 2,5% badanych prébek surowego migsa wieprzowego i wotowego [Van Loo
i in. 2007]. Ponadto udowodniono, ze przyczyna gronkowcowego zatrucia pokarmowego
niewielkiej grupy oséb w stanie Tennessee, USA, byty szczepy MRSA pochodzace
z grilowanego migsa wieprzowego [Jones i in. 2002].

W badaniach wiasnych, przeprowadzonych na puli 68 szczepéw S. aureus wyizolo-
wanych z mleka, nie stwierdzono obecnosci ani jednego szczepu posiadajacego gen
mecA. Natomiast az 18,5% S. aureus pochodzenia katowego posiadato ten gen, co po-
twierdza teze, ze gtéwnym zrédiem MRSA sa ludzie.

PODSUMOWANIE

Z przytoczonych danych oraz badan wkasnych wynika, ze podstawowym rezerwu-
arem oraz przypuszczalnym transmiterem MRSA sa ludzie.

Z Kkolei rozprzestrzenianie si¢ szczepdw opornych na metycyline poprzez zywnos¢ —
jak si¢ obecnie wydaje — stanowi nieznaczne niebezpieczenstwo ze wzgledu na niewiel-
ki odsetek ich izolacji. Z drugiej jednak strony, dopiero od niedawna zwrdcono uwage
na zywnos¢ jako zrédto MRSA, dlatego uzyskanie odpowiedzi o rzeczywistej roli zyw-
nosci w transmisji metycylino-opornych szczep6w wymaga podjecia dalszych badan.
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OCCURENCE OF METHICILLIN-RESISTANT GENES
IN STAPTYLOCOCCUS AUREUS STRAINS

Abstract. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains are a global health
concern. The aim of this study was determination of the occurrence of mecA gene among
S aureus strains isolated from milk and human carriers. The investigations were carried
out on a total of 68 S aureus strains from milk and 92 S. aureus isolated from faecal
swabs. PCR-detection of mecA gene encoding penicillin binding protein (PBP2a) with
a low affinity for B-lactams allowed discrimination of MRSA. Among 92 fecal S. aureus
strains 17 (18,5%) possessed mecA gene. No milk-derived strains possessed mecA gene.
The results confirm that humans are the primary source of MRSA strains.

Key words: Staphylococcus aureus, MRSA, SCCmec
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POLYPHENOLS AND ANTIOXIDATIVE
CAPACITY OF EXTRACTS
FROM SELECTED SLOVAKIAN PLANTS"

Slavomir Marcincak, Peter Popelka, Lydia Soltysové
University of Veterinary Medicine, KoSice

Abstract. Antioxidative activity and total phenolics content in methanol extracts from
10 selected plants currently available in our region were observed in this experiment.
Obtained results present antioxidative activity of majority from selected plants. The most
significant antioxidative effect was determined in extracts of Origanum vulgare L.,
Melissa officinalis L., and Agrimonia eupatoria L. These three extracts have the highest
content of polyphenols and plants can be used also in practice. The lowest activity and
lowest content of total phenols was recorded in extract of Crataegus oxyacantha L., it nei-
ther means its using in industry as an antioxidant is nor recommended.

Key words: antioxidative activity, plant antioxidants, total phenols

INTRODUCTION

Oxidation is reaction with atmospheric oxygen and it is performed by chain radical
mechanism. Oxidation is significantly accelerated with temperature and ultraviolet
radiation at producing of hydro peroxides. Reactive oxygen-centred species are diverse
compounds which are believed to play a cardinal role in aetiology and pathogenesis
of various chronic diseases, premature ageing [Kosar et al. 2005] and the oxidative
deterioration of foodstuffs [Fasseas et. al. 2007, Bystricky and Di¢adkova 1998]. Free
radicals are very unstable and reactive substances, they seek for other electrons to create
a new pairs which attack cells of organism. Antioxidants are substances, which suppress
destructive activity of free radicals. They protect fat components against devastating
effect of oxygen. Few couples of antioxidant molecules are able to neutralise lot
of molecules of free radicals. Antioxidants inhibit self-acting oxidation of food whereby
contribute to retention of original physical and chemical properties. From these reasons

“ The study was supported by grant VEGA No. 1/0235/08

Corresponding author — Adres do korespondencji: Slavomir Marcin¢ék, PhD., Department of
Food Hygiene and Technology, University of Veterinary Medicine, Komenského 73, 041 01,
Kosice, The Slovak Republic, e-mail: marcincak@uvm.sk
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they are added to food [Karwowska and Dolatowski 2007, Sikora et al. 2008,
Marcin¢ak et al. 2008], which are above-average damaged by oxidation (meat and meat
products, vegetable oils). Consumption of these foods has positive effect on human
health through inhibition of oxidation. Antioxidants can be divided for natural and syn-
thetic. Incorporation of synthetic antioxidants such as butylated hydroxyanisole (BHA),
butylated hydroxytoluene (BHT) tertiary-butyl hydroquinone (TBHQ), and propyl
gallate (PG) into foods can retard lipid oxidation. However, the use of synthetic antioxi-
dants in food products is under strict regulation due the potential health hazards caused
by such compounds [Juntachote et al. 2007]. Modern consumer would like to board
healthy, therefore natural antioxidants are preferred over synthetic ones. Several natural
antioxidants are contained in plants and spices, which are daily used in the kitchen.
They have not only antioxidative effect, but they presence in food also improve
organoleptic properties. In our experiment, we have focused on 10 plants normally
growing in our region (agrimony, lemon balm, sage, oregano, thyme, meadow crane's-
bill, knotgrass, savory, common yarrow, hawthorn). The aim of this experiment was
determination of antioxidative activity and total amount of phenolic compounds
in methanol extracts of plants prepared in our laboratory.

MATERIAL AND METHODS

The Folin-Ciocalteu, Gallic acid, and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) were
purchased from Sigma-Aldrich (Steinham, Germany). Methanol was from Merck
(Darmstadt, Germany). All standards were prepared as stock solutions in methanol.

All plants (Table 1) were collected from East region of Slovakia at different vegeta-
tion phase during May — August 2007. Samples were air dried at 25°C in the dark.
All samples were analysed within 6 months of collection.

Table 1. Plants used in experiment
Tabela 1. Rosliny wykorzystane w eksperymencie

Common name Latin name of plant Part examined ~ Recovery of extraction

Agrimony Agrimonia eupatoria L leaves 15.8

Lemon balm Melissa officinalis L leaves 12.0

Sage Salvia officinalis L leaves 11.4

Oregano Origanumvulgare L leaves and 16.4
flowers

Thyme Thymus serpyllumvulgaris L leaves and 13.2
flowers

Meadow Crane's-bill Geranium pratense L Leaves and 11.2
flowers

Knotgrass Polygonum aviculare L herb 7.8

Common yarrow Achillea millefolium L flowers 7.4

Savory Satureja hortensis L leaves 13.2

Hawthorn Crataegus oxyacantha L herb 16.2

Acta Sci. Pal.
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Production of methanol extracts

Extraction of plants with methanol was performed according to Miliauskas et al.
[2003]. 30 g dried plants (agrimony, lemon balm, sage, oregano, thyme, meadow
crane's-bill, knotgrass, savory, common yarrow, hawthorn) were ground in mixer for
a powder. Extraction was carried out in two steps. Into the 250 ml flask, 10 g of plant
powder and 50 ml of methanol was added and mixture was extracted for 2 hours at
permanent mixing. Within 2 hours methanol extract was transferred to the next flask
and other 50 ml of methanol was added to plant sample and mixture was extracted for
other 2 hours. Consequently, extracts were mixed together; they were filtered and
evaporated in vacuum evaporator at 40°C. Extracted part was weighted and recovery
calculated and then deposit solutions of individual plant extracts at concentration
10 mg.ml™ were prepared.

Determination of antioxidative capacity

Ability of plant extracts capture free radicals against stability of DPPH- radical
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) was measured spectrophotometrically [Heilerova et al.
2003]. Change of colour was measured at 515 nm on UV-spectrophotometer (Hekios y
v 4.6, Thermospectronic, Great Britain).

Individual extracts of plants were every day, before analysis, diluted with methanol
in portion 1:25 from deposit solution. Solution of DPPH- in methanol (0.1 uM)
was prepared every day before analysis. 3.9 ml of this solution was pipetted into 1 cm
thick cuvette and extinction was measured (absorbance) at 515 nm (A,). Consequently,
100 pl of plant extract was added, mixed and measured at 515 nm in 1 minute intervals
until 10" minute of analysis (Aa). Ability of plant extracts capture free radicals was
calculated according to formula:

% inhibition = [(A; — Aa) / Ag] x 100
where: A, — absorbance of blank (t = 0 min.)
Ax— absorbance of tested sample (t = 10 min)

Determination of total phenolics content of plant extracts

Concentration of total phenols was determined by the Folin-Ciocalteu assay [Single-
ton et al. 1999]. One ml of diluted extract (1:25 or 1:50) in 25 ml flask was mixed
with 5 ml FC-reagent (diluted 1:10 with distilled water) and 4 ml Na,CO; (75 g.I"").
Within 30 minutes of incubation at room temperature absorbance was measured on UV-
spectrophotometer (Hekios y v 4.6, Thermospectronic, Great Britain) at 765 nm against
blank. Results were expressed as gallic acid equivalents (GAE, mg-g™). A calibration
curve of absorbance vs. concentration of gallic acid was used to derive the GAE of
dried plants.

RESULTS AND DISCUSSION

Antioxidative capacity of plant extracts was evaluated using DPPH free radical
method. DPPH- is a stable radical showing a maximum absorbance at 515 nm. Reaction
of DPPH- radical with antioxidative substances, which are donors of hydrogen cause its
reduction. Change of colour (from dark violet to light yellow) is a consequence of this
reaction. Because of the ease and convenience of this reaction, it now has widespread

Medicina Veterinaria 7(2) 2008
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use in free radical-scavenging assessment [Erkan et al. 2008, Capecka et al. 2005,
Proestos et al. 2008].

Results of determination of antioxidative capacity are showed in Table 2. The high-
est percentage of inhibition exhibit methanol extracts of oregano, lemon balm
and meadow crane's-bill (95.2, 91.2, 88.30%). The really good capturing activity exhib-
its also agrimony and hawthorn. Thyme, savory, sage and knotgrass demonstrate lower
antioxidative activity, but their values are not less than 40%. The lowest activity showed
common yarrow (14.3%).

Total phenolics content in the methanol extracts of plants (Table 2) was determined
spectrophotometricaly applying the Folin-Ciocalteu assay and it ranged from 25.3 to
262.1 gallic acid equivalents (GAE, mg-g™). The highest content was recorded in ex-
tract of oregano (262.1 mg-g). High content of phenols was determined in extracts of
lemon balm, agrimony and hawthorn (249.8, 244.3, 179.2 mg-g™"). The lowest content
of total phenols show extract from common yarrow (25.3 mg-g™). Similar results were
obtained also by Ivanova et al. [2005], when at evaluation of 21 plants, the highest
amount of total phenols was determined in extracts of oregano. They also stated that
lemon balm and agrimony are plants with high antioxidative potention. Heilerova et al.
[2004] indicate significantly higher antioxidative activity of oregano and lemon balm in
comparison with agrimony and thyme. However, not methanol, but water extracts of
plants were used for determination. Lower amount of antioxidative substances can be
caused, because of different extracting agent (water).

Table2 Determination of antioxidative capacity (%) and total phenolics content (mg-g?)
in methanol extracts of plants

Tabela 2. Whasciwosci antyoksydacyjne (%) i catkowita zawartosé¢ fenoli (mg-g™) metanolowych
ekstraktdw roslin

Plant extract Antioxidative capacity Total pheﬁolics
(%) (mg-g™")

Agrimony

85.20 179.2+24
Lemon balm

91.20 249.85+5.3
Sage

52.30 793111
Oregano

95.20 262.1+3.3
Thyme

56.60 1151 +3.2
Meadow Crane's-bill

88.30 138.6 £5.4
Knotgrass

40.30 43.0+05
Common yarrow

14.30 25.3+0.2
Savory

50.30 94.7+15
Hawthorn

78.90 244312
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CONCLUSION

The result of this study shows that methanol plant extracts contain natural antioxi-
dants, which are believed to be nutrients in the prevention of free radicals. These
extracts, possibly mainly due to their phenolic content, retard oxidative degradation
of lipids at it is shown in DPPH- assay. Methanol extracts of Origanum vulgare and
Melissa officinalis were the strongest radical scavengers in DPPH- assay among the
plants screened. High content of total phenols was determined in extracts of Origanum
vulgare, Melissa officinalis, Agrimonia eupatoria and Crataegus oxyacantha. The
amount of total phenolic compounds in investigated plant extracts in most cases corre-
lated with their antiradical activity
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ZAWARTOSC POLIFENOLI ] )
I ANTYOKSYDACYJINE WEASCIWOSCI EKSTRAKTOW
WYBRANYCH SEOWACKICH ROSLIN

Streszczenie. Przedmiotem badan byla antyoksydacyjna aktywnosé¢ i ogdlna zawartosé
zwiazkow fenolowych w metanolowych ekstraktach 10 wybranych roslin, wystepujacych
w okolicy Koszyc. Najwigksza antyoksydacyjna aktywnos¢ wykazywaty ekstrakty
Origanum vulgare L., Méelissa officinalis L. oraz Agrimonia eupatoria L. W tych trzech
ekstraktach stwierdzono takze najwyzsza zawarto$¢ polifenoli, wiec rosliny te moga byé¢
stosowane w przetwarstwie zywnosci. Najstabsza aktywnos¢ antyoksydacyjna i najmniej-
sza zawartos¢ fenoli stwierdzono w ekstrakcie Crataegus oxyacantha L., zatem nie
mozna poleca¢ uzywania go jako antyoksydanta w przemystowej produkcji zywnosci.

Stowa Kkluczowe: aktywnosé antyoksydacyjna, antyoksydanty roslinne, ogélna zawartos¢
fenoli
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ZAGROZENIA BEZPIECZENSTWA ZYWNOSCI
POWODOWANE CZYNNIKAMI ZOONOTYCZNYMI

Jan Uradzinski, Beata Wysok
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Streszczenie. Choroby odzywnosciowe sa wynikiem spozywania zanieczyszczonych po-
karmdw. Jest wiele mozliwosci prowadzacych do kontaminacji zywnosci podczas jej wy-
twarzania i dystrybucji. Liczne patogeny sa obecne w organizmie zdrowych zwierzat
rzeznych, a migso zostaje zanieczyszczone podczas ich uboju i obrobki poubojowe;j.
Ponadto drobnoustroje moga zosta¢ wprowadzone przez osoby zakazone (nosicieli), ktore
przygotowuja positki. Wigkszos¢ chordb odzywnosciowych jest powodowana przez rozne
bakterie, wirusy czy pasozyty. Zatrucia/zakazenia pokarmowe maja rdzne objawy, przy
czym bakterie czy ich toksyny wnikaja przede wszystkim przez przewdd pokarmowy,
stad pierwsze objawy to biegunka, nudnosci, wymioty i bdl brzucha. Znaczaca role
w zatruciach/zakazeniach pokarmowych u ludzi odgrywaja pateczki Salmonella, bakterie
rodzaju Campylobacter, Staphylococcus sp. oraz Escherichia coli, zwtaszcza serotyp
0157.

Stowa kluczowe: choroby odzywnosciowe, Salmonella sp., Campylobacter sp., Staphylo-
coccus sp., Escherichia coli 0157

WSTEP

Bezpieczenstwo zywnosci, zwtaszcza produktow pochodzenia zwierzecego, jest
coraz bardziej znaczacym zagadnieniem przy rozpatrywaniu zdrowia cztowieka.
Dostepnos$¢ bezpiecznej zywnosci jest podstawowym prawem cziowieka. Swobodny
przeptyw bezpiecznej i zdrowej zywnosci jest waznym aspektem rynku wewnetrznego
i przyczynia sie znaczaco do zdrowia i ogdlnego dobra obywateli oraz do ich intereséw
socjalnych i gospodarczych. Jednoczesnie ze wzrostem spozycia produktéw pochodze-
nia zwierzecego zwigksza si¢ réwniez potencjalne ryzyko choréb odzywnosciowych
u ludzi. Zatrucia/zakazenia pokarmowe sg to choroby wywotane spozyciem pokarmow
zawierajacych chorobotwdrcze mikroorganizmy, toksyny, pasozyty lub zanieczyszcze-
nia chemiczne. W znaczacy sposob wptywaja one nie tylko na zdrowie i zycie cztowieka,

Adres do korespondencji — Corresponding author: Jan Uradzinski, Zespét Higieny Produktéw
Zwierzecych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olszty-
nie, Ul. Oczapowskiego 14, 10-957 Olsztyn, e-mail:jan.uradzinski@uwm.edu.pl
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lecz maja takze ekonomiczne konsekwencje dla jednostki, rodziny, spoleczenstwa
i panstwa. Schorzenia te stanowia powazny ciezar dla systemu opieki zdrowotnej
i znacznie obnizaja jej ekonomiczne mozliwosci. Choroby odzywnosciowe uwazane
sa obecnie za jeden z najwazniejszych problemoéw zdrowotnych w $wiecie.

W swojej opinii na temat chorob odzwierzgcych, przyjetej dnia 12 kwietnia 2000 r.,
Komitet Naukowy ds. Srodkéw Weterynaryjnych dotyczacych Zdrowia Publicznego
uznat, ze stosowane dotychczas srodki zwalczania choréb odzwierzecych, przenoszo-
nych przez zywno$¢, sa niewystarczajace. Stwierdzit réwniez, ze dane epidemiologiczne,
zbierane przez Panstwa Cztonkowskie, nie byty kompletne i w petni poréwnywalne.

Zgodnie z Dyrektywa Nr 2003/99/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
17 listopada 2003 r. do chor6b odzwierzecych i odzwierzecych czynnikéw chorobo-
twérczych, ktére maja by¢ objete monitorowaniem, naleza:

— bruceloza i jej czynniki chorobotworcze,

— kampylobakterioza i jej czynniki chorobotworcze,

— bablowica i jej czynniki chorobotworcze,

— listerioza i jej czynniki chorobotworcze,

— salmonelloza i jej czynniki chorobotworcze,

— wihosnica i jej czynniki chorobotwércze,

— gruzlica wywotana Mycobacterium bovis,

— werocytotoksyczne Escherichia coli.

Czestotliwos¢  wywotywania zatrué¢/zakazen pokarmowych, zarejestrowanych
w naszym kraju w minionym roku, przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Zatrucia i zakazenia pokarmowe zarejestrowane w Polsce w 2007 roku (PZH, Meldunek
roczny 2007)
Fig. 1. Foodborne diseases in Poland in 2007
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Zakazenia pokarmowe wywotane przez pateczki Salmonella

Wsrdd wymienionych wyzej czynnikéw bakteryjnych najczestsza przyczyna zacho-
rowan sa pateczki Salmonella. Pod nazwa rodzajowa Salmonella kryja sie¢ dziesiatki
odmian bakterii, ktorych klasyfikacja nieustannie si¢ zmienia. Systematyka zapropono-
wana przez Michela-Yvana Popoff’a i L. Le Minor’a [1987] rozrdznia dwa gatunki:
Salmonella bongori, ktéry jest rzadko spotykany, i 0 wiele powszechniejszy, Salmonella
enterica. Ten ostatni podzielony zostat na szes¢ podgatunkéw. Niektore serowary Sal-
monella enterica (Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi) sa przyczyna groznych
choréb ludzi zwanych durami (dur brzuszny, dur rzekomy). Na szcze$cie, rosnacy po-
ziom higieny znacznie ograniczyt zakazenia tymi drobnoustrojami [Molenda 1999].
W zywnosci natomiast spotyka si¢ coraz czesciej serowary — Salmonella Enteritidis
oraz Salmonella Typhimurium. Bakterie te sa szeroko rozpowszechnione w srodowisku,
a ich gtownym miejscem wystepowania jest przewdd pokarmowy zwierzat domowych
i dzikich. Pojawiaja sie w migsie wieprzowym i wotowym, drobiu, mleku i produktach
nabialowych czy jajach. Objawy zakazenia wystepuja najczesciej po 7-72 godz.
i naleza do nich: bdle glowy, dreszcze, goraczka, kurczowe bdle brzucha, biegunka
i niekiedy wymioty. Przy umiarkowanym przebiegu choroba trwa od 5 do 7 dni, kiedy
to nastepuje stopniowe zanikanie objawdw. Po przebyciu choroby pateczki Salmonella
moga by¢ wydalane z katem przez kilka tygodni lub miesiecy i moga zakaza¢ otoczenie.
W ciezkiej postaci moze dojs¢ do uogoélnienia sie procesu chorobowego, pojawia sie

S

zakazen [Molenda 1999].
Zakazenia pokarmowe wywotane przez bakterie rodzaju Campylobacter

W ostatnich latach nastapit ogromny wzrost liczby zakazen pokarmowych, ktérych
przyczyna sa bakterie rodzaju Campylobacter, gtownie gatunki Campylobacter jejuni
i Campylobacter coli. Liczba zarejestrowanych na catym swiecie zachorowan wywota-
nych tym patogenem - to prawie pot miliarda rocznie. Wywotuje schorzenia uktadu
pokarmowego (zwkaszcza w krajach uprzemystowionych) czesciej niz pateczki Salmo-
nella i Shigella, ktore dotad przodowaty w statystykach epidemiologicznych.

Zrédtem zakazenia szczepami Campylobacter sp. dla cziowieka moga by¢ gtownie
zwierzeta, zywno$é, a takze srodowisko (gleba i woda). Szerokie wystepowanie Campy-
lobacter sp. w populacji zwierzecej niesie ze soba ryzyko zanieczyszczenia produktéw
zywnosciowych, takich jak surowe mieso i mleko oraz woda [Wieczorek i in. 2005].
Badania przeprowadzone przez Wysok [2008] wskazuja, ze ok. 55% tuszek i narzadéw
wewnetrznych drobiu rzeznego przekazywanych do handlu czy przetwérstwa jest za-
nieczyszczona bakteriami rodzaju Campylobacter. Tak wysoki stopien kontaminacji
migsa drobiu wynika z czestego nosicielstwa tego patogenu. Campylobacter sp.
w badaniach wtasnych wykazano w 100% proébek jelit slepych brojleréw kurzych, 84%
gesi i 60% indykow. Do infekcji u ludzi dochodzi w wyniku pobrania wraz z pokarmem
zywych bakterii. Dawka infekcyjna dla czlowieka jest stosunkowo niska, wynosi 5—-
500 komérek, dlatego do zakazenia ludzi dochodzi stosunkowo tatwo i czesto [Hu i in.
1999]. Okres inkubacji moze waha¢ si¢ od 1 do 7 dni, zaleznie od liczby spozytych
komorek bakteryjnych i wrazliwosci osobniczej. Najczesciej wynosi on 24-48 godz.,
jednakze okres inkubacji moze ulec wydtuzeniu, gdy infekcja spowodowana jest
stosunkowo niska liczba bakterii, poniewaz wczesniej musza one namnozyc¢ Si¢ w orga-
nizmie gospodarza, by nastepnie wywota¢ objawy kliniczne. Z tego powodu nie
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wszystkie zakazenia pokarmowe przebiegaja z wyraznymi objawami klinicznymi
[Taylor iin. 1988].

W wigkszosci przypadkéw choroba ma tagodny przebieg, a catkowite wyzdrowienie
nastepuje w przeciagu 3-10 dni, jednak komdrki Campylobacter sp. wydalane sa jesz-
cze z katem przez okres 7-21 dni, a czasami nawet dtuzej. Charakterystyczne objawy
zakazenia to biegunka, podwyzszona temperatura wewnetrzna ciata oraz bole brzucha.
W ostrych stanach choroba jest zwykle btednie diagnozowana jako ostre zapalenie wy-
rostka robaczkowego. W takich przypadkach konieczna jest hospitalizacja [Dzierza-
nowska i in. 1988, Philips 1995]. W przebiegu infekcji wywotywanych przez Campylo-
bacter sp. obserwuje si¢ dwa rodzaje biegunki: zapalna biegunke sluzowa przebiegajaca
z goraczka, a stolce czesto zawieraja krew i leukocyty oraz biegunke niezapalna z wod-
nistymi stolcami bez obecnosci krwi i leukocytéw [Wassenaar 1997]. Béle brzucha sa
wynikiem przenikania komérek Campylobacter sp. przez btong sluzows jelit i ich proli-
feracji w warstwie podsluzowej whasciwej oraz weztach chtonnych krezkowych. Opisane
objawy rzadko wystepuja tacznie w obrazie klinicznym choroby.

W krajach rozwijajacych si¢ infekcje Campylobacter sp. sa niezwykle powszechne,
szczegOlnie we wczesnym dziecinstwie; pie¢ do dziesieciu przypadkéw nawrotu choroby
moze pojawi¢ sie w ciagu pierwszych dwaoch lat zycia [Calva i in. 1988, Taylor i in.
1993).

Sporadycznie, szczegblnie w grupach podwyzszonego ryzyka (YOPI tj.: young, old,
pregnant, immunocompromised — tzn. dzieci, osoby starsze, kobiety w ciazy i osoby
z obnizona odpornoscia), moze dojs¢ do groznych w skutkach powiktan. Naleza do
nich: bakteriemia, zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, zaburzenia neurologiczne
(Guillain-Barre Syndrom, Miller-Fisher Syndrome), odczynowe zapalenie stawdw itp.
[Ang i in. 2000].

Zatrucia pokarmowe wywotane przez bakterie rodzaju Staphylococcus

Kolejnym patogenem zwiazanym z zatruciami odzywnosciowymi jest Staphylo-
coccus species. Gronkowce to gram-dodatnie ziarenkowce, wystepujace w nieregular-
nych groniastych skupiskach w skutek wielokrotnych podziatéw bez oddzielania sie
potomnych komorek. Do najczesciej spotykanych gatunkéw rodzaju Saphylococcus
naleza: Staphylococcus aureus odpowiedzialny za zatrucia pokarmowe u ludzi, Staphy-
lococcus epidermidis, wywotujacy zakazenia u 0s6b z obnizona odpornoscia oraz Sa-
phylococcus saprophyticus, powodujacy zakazenia uktadu moczowego kobiet. Gron-
kowce sa bakteriami bardzo rozpowszechnionymi w przyrodzie, na przyktad Saphylo-
coccus aureus u ok. 60% populacji ludzkiej wystepuje regularnie, jakkolwiek w nie-
wielkich ilosciach, w przedsionku nosowym i na btonach sluzowych goérnych drog od-
dechowych. Zwykle do zatru¢ gronkowcami dochodzi w skutek spozycia réznych kre-
mow, mleka i produktéw mlecznych, migsa i satatek z majonezem, ktore stanowia dla
tych drobnoustrojéw doskonata pozywke [Tranter 1990]. Gronkowce staja Sie szczegol-
nie niebezpieczne dla zdrowia, gdy intensywnie namnazaja si¢ w wymienionych wyzej
pokarmach i produkuja w nich wysoce toksyczna enterotoksyng. O ile odpowiednia
obrébka cieplna zazwyczaj wystarcza do inaktywacji gronkowcéw w zywnosci, to pro-
blemem jest silnie toksyczna enterotoksyna produkowana przez te bakterie. Enterotok-
syna gronkowcowa jest klasyczna egzotoksyna, ktéra trudno ulega inaktywacji podczas
ogrzewania; w 100°C ginie po 106 min, a w 121°C — po 18 min. Minimalna dawka
toksyczna wynosi 10-15 pg enterotoksyny w 1 ml lub 1 g produktu. Taka ilos¢ jest
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w stanie wytworzy¢ populacja wynoszaca 7,5 x 10° do 9 x 10% komérek gronkowcow
w 1 g produktu. Po spozyciu zywnosci skazonej ta toksyna dochodzi stosunkowo szyb-
ko do wystapienia objawéw, bo juz po 0,5 — 2 godzinach. Pojawiaja si¢: bole glowy
i brzucha, slinotok, mdtosci, gwattowne wymioty oraz biegunka. Objawy te powoduja
niebezpieczna utrate wody i elektrolitéw, a co za tym idzie — spadek cisnienia tetnicze-
go krwi, uposledzenie przesaczania nerkowego i szybko narastajaca kwasice [Niscigor-
ska 1999]. Przy zatruciach enterotoksyna gronkowcowa charakterystyczne sa wymioty,
podczas gdy w obrazie innych zakazen pokarmowych dominuje biegunka. W cigzej
przebiegajacych zatruciach moze dojs¢ nawet do wstrzasu. Objawy zatrucia gronkow-
cami mijaja réwnie szybko, jak sie pojawiaja: po kilku — kilkunastu godzinach. Nasi-
lenie opisanych objawow zalezy od ilosci wchtonietej enterotoksyny, a wymioty pro-
wadzace do oproznienia przewodu pokarmowego sa W przebiegu zakazenia zjawiskiem
pozadanym.

Aby zabezpieczy¢ zywnos¢ przed wytwarzaniem enterotoksyn przez gronkowce, na-
lezy przechowywa¢ ja w temp. ponizej 10°C. Optymalna temperatura produkcji entero-
toksyny to 37°C, natomiast jej zahamowanie ma miejsce w temp. nizszej niz 10°C
i wyzszej niz 46°C [Notermans i in. 1983]. Z tego wihasnie powodu wszystkie pokarmy,
ktore nie sa przeznaczone do szybkiego spozycia, nalezy jak najszybciej umieszczaé
w lodéwce. Najlepszym sposobem zapobiegania skazeniu zywnosci przez gronkowce
chorobotworcze wczasie jej produkcji jest przestrzeganie zasad higieny
i zachowanie whasciwych warunkdw sanitarnych i epidemiologicznych.

Narastajace zagrozenie stanowia wielooporne gronkowce pochodzace ze srodowiska
szpitalnego (tzw. MRSA, MRSE), ktore sa czesto wrazliwe tylko na jedna grupe lekdw.
To niebezpieczne bakterie powstate w wyniku reakcji drobnoustrojow na naduzywanie
antybiotykdw w medycynie, weterynarii i rolnictwie.

Zakazenia pokarmowe wywotane przez Escherichia coli 0157

Odkryta i opisana przed ponad 120 laty Escherichia coli nalezy do jednego z najdo-
ktadniej scharakteryzowanych drobnoustrojéw na $wiecie. Jej gtbwnym miejscem by-
towania jest przewdd pokarmowy ludzi i zwierzat [Larski i in. 1997, Uradzinski i in.
2000]. Odgrywa tam role symbionta, poniewaz syntetyzuje niektére, wazne dla zycia
organizmu gospodarza, zwiazki egzogenne. Lekarze, kilka lat po odkryciu E. coli przez
Theodora Eschericha, zwrécili uwage na wiasciwosci chorobotwdrcze tych bakterii
i mozliwos$¢ wywotywania stanéw chorobowych u ludzi [Osek 1999]. Szczepy chorobo-
twarcze zaliczane sa obecnie do nastepujacych grup:

1) enteropatogenne E. coli (EPEC),

2) enterotoksyczne E. coli (ETEC),

3) enteroinwazyjne E. coli (EIEC),

4) enterokrwotoczne E. coli (EHEC),

5) enteroagregacyjne E. coli (EAEC),

6) adherencyjne E. coli (DAEC).

W ostatnim czasie w dostgpnym pismiennictwie wiele uwagi poswigca si¢ entero-
krwotocznym szczepom E. coli, a szczeg6lnie serotypowi O157:H7, ktory zidentyfiko-
wano w 1982 r. na terenie Stanéw Zjednoczonych, gdzie doprowadzit do masowych
zakazen pokarmowych u ludzi po spozyciu niedopieczonych hamburgeréw [Cassin in.
1998]. Serotyp ten wytwarza verocytotoksyne (VT), nazywana réwniez toksyna Shiga
(Stx), ze wzgledu na podobienstwo do toksyny wytwarzanej przez Shigella dysenteriae
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typ 1. Wsrdd toksyn Shiga wyrdznia sie Stx 1 i Stx 2. Pojedynczy szczep EHEC moze
wytwarzaé toksyne Stx 1, Stx 2 lub obie [Paton i in. 1998]. Zrodtem EHEC moga byé:
bydto, owce, kozy, swinie, drob, mewy itp. [De Zutter i in. 1999]. Escherichia coli
0157 jest czynnikiem etiologicznym trzech jednostek chorobowych o powaznym prze-
biegu:

— krwotocznego zapalenia jelita grubego (HC, haemorrhagic colitis);

— zespotu hemolityczno-mocznicowego (HUS, haemolytic uremic syndrome);

— maloptytkowej plamicy zakrzepowej (TTP, thrombotic thrombocytopenic

purpura).

W przebiegu krwotocznego zapalenia jelita grubego (HC), po 1-7 dniach inkubacji,
pojawiaja sie béle brzucha przechodzace w ciagu 24 godz. w wodnista biegunke, ktora
nastepnie staje si¢ szczeg6lnie krwotoczna. Choroba ustgpuje zwykle po 2-9 dniach;
niekiedy jednak wystepuja komplikacje w postaci krwawienia z zotadka lub niedo-
krwienia mozgu. Moze rozwinaé si¢ takze zespdt hemolityczno-mocznicowy albo
matoptytkowa plamica zakrzepowa.

Zespot hemolityczno-mocznicowy (HUS) powstaje zwykle jako powiktanie krwo-
tocznego zapalenia okreznicy i dotyczy najczesciej dzieci i 0s6b starszych. Zmiany
chorobowe wystepuja w naczyniach krwionosnych nerek, w ktérych pod wptywem
produkowanych przez EHEC toksyn powstaja mikrozakrzepy prowadzace do ostrej
niewydolnosci nerek. Dochodzi réwniez do niewydolnosci serca, omdlen i w 3-10%
przypadkach nastepuje smier¢.

Z kolei matoptytkowa plamica zakrzepowa (TTP) powstaje w nastepstwie dziatania
toksyn Shiga i zwykle jest powiklaniem trwajacego zespotu hemolityczno-
-mocznicowego. Do objawdw charakterystycznych dla tego ostatniego dotaczaja sie
zmiany zakrzepowe w jelicie grubym, sercu, trzustce, nadnerczach i moézgu. W mézgu
zakrzepy tworza si¢ U znacznego odsetka chorych (30%) i w krétkim czasie, zwtaszcza
u 0s6b starszych, prowadza do smierci [Uradzinski 2001].

Jak unika¢ zatru¢ i zakazen pokarmowych?

Aby unikna¢ wiekszosci zatru¢ i zakazen pokarmowych, zwlaszcza tych powodo-

wanych przez termolabilne drobnoustroje, nalezy przestrzega¢ kilku zasad:

— dokfadnie podgrzewac potrawy;

— przechowywaé¢ zywno$¢ w niskiej temperaturze, zapobiegajac rozmrazaniu
i ponownemu zamrazaniu zywnosci, a catkowite rozmrazanie miesa drobiu, ryb
i ich przetworéw stosowac tylko przed przystapieniem do smazenia, pieczenia,
gotowania itp.;

— wydzieli¢ miejsce w lodéwce na surowy drob, mieso i jaja tak, aby nie stykaty
si¢ z innymi produktami;

— skorupki jaj nalezy my¢ ciepta woda tuz przed uzyciem, a nastepnie zanurza¢
je przynajmniej na 12 sek. we wrzatku;

— nalezy pamigtaé, ze dtuzsze przetrzymywanie produktéw, w ktorych tatwo
mnoza Sie bakterie (wyroby garmazeryjne, tatar, pasty rybne, jajeczne, migsne
itp.) w temperaturze pokojowej, znacznie zwigksza ryzyko zatrucia/zakazenia
pokarmowego;

— po uzyciu desek do krojenia i nozy do obrobki miesa czy drobiu nalezy
je doktadnie umy¢ w wodzie z detergentem, a nastepnie wyparzy¢.
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HEALTH RISKS AND CONSEQUENCES
OF ZOONOTIC AGENTS IN FOOD

Abstract. Foodborne diseases are caused by consuming contaminated foods. There are
many opportunitis for food to became contaminated as it is produced and distribution.
Many foodborne pathogens are present in healthy slaughter animals. Meat can become
contaminated during slaughter by contact with small amounts of intestinal contents. Later
in food processing microbes can be introduced from infected humans who handled the
food. Most of foodborne infections are caused by variety of bacteria, viruses, and para-
sites. Foodborne diseases have many different symptoms, however bacteria or toxin enters
the body through the gastrointestinal tract, and often causes the first symptoms there,
so diarrhea, nausea, vomiting, and abdominal pain. The most commonly recognized food-
borne infections are those caused by bacteria Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Saphylococcus spp. and E. coli 0157.

Key words: foodborne diseases, Salmonella spp., Campylobacter spp., Staphylococcus
spp., Escherichia coli 0157
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EFFECT OF GLAZING

ON OXIDATIVE CHANGES

OF FISH STORED AT STABLE

AND UNSTABLE FREEZING CONDITIONS”

Peter Popelka', Slavomir Marcinzak’, Jozef Nagy', Peter Zoldos’,
Lydia Soltysova’

! University of Veterinary Medicine, Kosice
2 Mraziarne Poprad

Abstract. Glazing is used to protect deep frozen fish fillets from the effect of fat oxida-
tion during freezing storage. Effect of glazing on oxidation changes of fats in fish fillets
during freezing storage at stable and unstable temperature conditions was estimated.
Obviously, glazing and stable freezing conditions of storage had positive impact on range
of oxidative changes of fats expressed as an amount of malondialdehyde.

Key words: glazing, fish fillets, oxidative changes, freezing temperature

INTRODUCTION

The application of a layer of ice to the surface of a frozen products by spraying,
brushing on water or by dipping, is widely used to protect the product from the effects
of dehydration and oxidation during cold storage [IIR 1996]. The ice layer sublimes
rather in the fish below and it also excludes air from the surface of the fish and thereby
reduces the rate of oxidation. Heat added by the glazing process is often considerable
and the fish may require to be re-cooled in a freezer before being transferred to the cold
store [Bogh-Sorensen 2006].

In order to form a complete and uniform glaze on the surface of the fish, the glazing
process requires to be closely controlled. The amount of glaze applied depends on the
following factors:

* This study was supported by a project AV 4/0010/07

Corresponding author — Adres do korespondencji: Peter Popelka, University of Veterinary Medi-
cine, Department of food hygiene and technology, Komenského 73, 041 81 Kosice, the Slovak
Republic, e-mail: popelkap@lycos.com,
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Glazing time

Fish temperature
Water temperature
Product size

e Product shape

Glazing by dipping requires relatively high initial temperature of the water; this is
reduced as glazing proceeds and the thickness of glaze will therefore vary. In practice,
the time will not be constant and this will give rise to even greater inconsistency. If
a dipping method is used to apply a glaze, the container should be continuously supplied
with chilled water and fitted with an overflow. Good glazing practice can be beneficial,
particularly when other aspects of storage and transport are far from ideal, but poor
glazing involving partial thawing of the fish and slow refreezing in cold storage may do
more harm than good [Johnston et al. 1994].

In fatty species such as herring, the most serious cause of deterioration is oxidation.
Fish lipids are characterized by a high degree of unsaturation in the form of multiple
double bonds in the fatty acids. These are susceptible to attack by molecular oxygen.
Oxidation proceeds by a free radical mechanism involving chain reactions. An induc-
tion phase is followed by accelerating rates of oxygen absorption, with the formation of
hydroperoxides, odorous compounds of low molecular weight and polymerized prod-
ucts. Many heavy metals accelerate oxidation so that the possible role of haem pigments
in dark muscle, which is particularly susceptible to oxidation, has been of considerable
interest. At the present time, the question does not appear to have been resolved conclu-
sively. Oxidation may be inhibited or delayed in practice by applying a surface ‘glaze’
of ice to limit access of air to the tissue. This also limits “freezer burn’, a discoloration
associated with surface desiccation. The use of antioxidants and chelating agents has not
been so successful under practical conditions.

Changes taking place in the lipids of the frozen fish will also slow down when the
temperature is reduced. The oxidation of the fat leads to objectionable flavours and
odours. This can be particularly serious in fish of high fat content and probably also
contributes for most of the flavour changes in lean fish. The rate of oxidation can be
reduced by reducing the exposure to oxygen. This can be achieved by introducing
a barrier at the surface of the fish. Thus fish in a block keep better than fish frozen indi-
vidually, and the addition of an ice glaze is beneficial.

In this study effect of glazing on oxidation changes of fats in fish fillets during
freezing storage at stable and unstable temperature conditions was estimated.

MATERIAL AND METHODS

Fillets of Alaska Pollock (Theragra chalcogramma) were used to estimate effect of
glazing on oxidative changes in lipids. Fillets were divided into 4 groups: control group
(unglazed), group 1 glazed by dipping in our department, group 2 and 3 industrially
glazed (10% of glaze). Control group, group 1 and 2 were stored at stable freezing con-
ditions (-18°C) and group 3 at unstable conditions which vary from — 5 to — 18°C during
4 months.
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Fillets from group 1 were primarily frozen at -18°C and then glazed by dipping
in container with fresh cold potable water (4°C). Container was continuously supplied
and fitted with overflow.

Glaze was determined by method according to Codex Standard 190-1995. As soon
as the package was removed from low temperature storage, content was placed under
a gentle spray of cold water. Fillet was agitated carefully to avoid damage and sprayed
until all ice glazes that can be seen or felt was removed. Adhering water was removed
by the use of paper towel and weighted on a scale.

Fat content and products of lipid oxidation were analysed. Soxhlet method according
to 1ISO 1444:1996 was used to estimate fat content in fillets. Determination of thiobarbi-
turic amount (TBA) — as a consequence of secondary damage of lipids, contingent on
oxidation of unsaturated fatty acids was performed by method according to Grau et al.
(2000). Extinction (absorbance) of samples was measured on UV-spectrophotometer
He\ios vy v 4.6 (Thermospectronic, Great Britain) at wavelength 532 nm, and expressed
as an amount of malondialdehyde (MDA) in 1 kg of sample.

RESULTS AND DISCUSSION

Amount of glaze differs according to method of glazing and it eytended during
a time of storage at unstable conditions (Table 1). In control group, at the beginning
of experiment amount of glaze was 5.21% and it was slightly inercasing within four
months of storage up to 7.44%. Initial amount of glaze, before glazing by dipping,
in group 1 was 6.17%. After glazing, stable glaze at the level of 13% was achieved.
Industrially glazed fillets in groups 2 and 3 had initial amount of glaze 9%. Significant
differences were recorded in these groups during storage. In group 3 was total amount
increasing rapidly from second month of storage, when important part of glaze
was constituted by transfer of internal water on the surface. Unstable temperature condi-
tions comsed changes in stability of glaze, expressed as a sublimate released into
the package.

Table 1. Average values of glaze (%) in fish fillets glazed with different methods and stored
at stable and unstable freezing conditions

Tabela 1. Przecigtny odsetek glazury (%) w filetach rybnych glazurowanych réznymi metodami
i przechowywanych w statych i zmiennych temperaturach zamrozenia

Month of storage

0. 1. 2. 3. 4.
K 521 591 4.24 6.17 7.44
1 6.17 13.43 13.57 12.11 12.63
2 9.20 10.87 9.81 11.97 15.76*/2.88**
3 9.10 10.52 14.17%/2.10** 20.94%/11.29** 24.63%/13.40**

K — control group and stored at stable conditions

1 - glazed by dipping and stored at stable conditions

2 —industrially glazed and stored at stable conditions

3 — industrially glazed and stored at unstable conditions
* total glaze including sublimate

** sublimate expressed as a ice released into the package

Medicina Veterinaria 7(2) 2008
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Fish belong to family Gadidae are considereg as a lean fish with fat content up to
2% [Osman et al. 2001]. In all tested groups average fat content was from 0.57 up to
0.65%.

It is well known that lipid oxidation is one of the major causes of lipid-rich food
spoilage deterioration. The oxidative deterioration of the polyunsaturated lipids of
foods leads through formation of hydroperoxides to short-chain aldehydes, ketones, and
other oxygenated compounds, which are considered to be responsible for development
of rancidity in stored foods [Imafidon and Spanier 1994, Korimova et al. 1998]. Thus,
malondialdehyde (MDA), a major degradation product of lipid oxidation, has attracted
much attention as a marker for assessing the extent of lipid oxidation [Raharjo and So-
fos 1993]. The compound is of particular concern as it has been shown to be mutagenic
and carcinogenic [Halliwell 1992]. Nowadays, the most frequently used method for
MDA determination in foods of animal origin is thiobarbituric value estimation [TBA
test; Cordis 1995].

In glazed samples (group 1 and 2), during all time of storge at freezing conditions (4
months) were determined lower amounts of products of fat oxidation (expressed as an
amount of malondialdehyde) in comparison with unglazed samples (control group).
Statistically significant differences among groups were recorded within two months of
storage and during next time they extended. Finally, it can be stated that glazing of fish
fillets had significant positive impact on decreasing of fat oxidation and producing of
metabolites of fat deterioration (Table 2).

Table 2. Fat oxidation (expressed as an amount of malondialdehyde mg-kg?) in fish fillets
glazed with different methods and stored at stable and unstable freezing conditions

Tabela 2. Oksydacja thuszczu (wyrazona iloscia aldehydu dwumalonowego mg-kg™) w filetach
rybnych glazurowanych r6znymi metodami i przechowywanych w statych i zmiennych
warunkach zamrozenia

Month of storage

0. 1. 2. 3. 4,
K  0.166 +0.021* 0.172 +0.011* 0.204 +0.013" 0.328 £ 0.018* 0.371 £ 0.027*
1 0.149 + 0.029% 0.144 +0.015* 0.165 + 0.007% 0.163 +0.015% 0.191 + 0.007"
2 0.149 +0.029* 0.150+ 0.008* 0.166 + 0.010* 0.181 + 0.006% 0.203 + 0.024"
3 0.149+0.029*  0.196+0.014*  0.225 +0.005" 0.376 * 0.024" 0.429 +0.05%

K — control group and stored at stable conditions

1 - glazed by dipping and stored at stable conditions

2 —industrially glazed and stored at stable conditions

3 — industrially glazed and stored at unstable conditions

a,b,c

1,23

—values in column are statistically different
—values in row are statistically significant

Influence of temperature fluctuation (group 3) during storage on fat oxidation
is showed in Table 2. It is clear that unstable freezing conditions (fluctuation of tempe-
rature ranged from -5 to -18°C) during storage had significant influence on fat oxidation
and amount of malondialdehyde as a major metabolite of this process. Statistically sig-
nificant differences among groups were recorded within two months of storage and
during subsequent two the differencesbecam more intensive. Massive fat oxidation
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in group 3 was caused by unstable temperaature conditions and amount of malondialde-
hyde was actually higher than in control unglazed group and in groups 1 and 2.

The mean of glazing influenced range of oxidation changes in individual samples.
The lowest oxidative damage of fats and the lowest amount of malondialdehyde was
in group 2. However, there is no significant difference between glazed samples stored
at stable freezing conditions (group 1 and 2). The content of malondialdehyde was
higher in control group than in groups 1 and 2 during all term of storage.

CONCLUSION

Water which is released during a process of thawing is oftentimes cconsidering
by consumers as an negative effect of glazing. Despite this fact, some species of fish
and fish products should be glazed and stored because of preservation their quality dur-
ing storage and distribution. Quality of frozen fish and fish products decreased had
during storage if they are not adequately protected against effects of dehydratation and
oxidation, and also physical damage aand environmental contamination. The keeping
of rules and conditions of glazing of observance fish can be profitable also in case
of unstable conditions of storage and transportation. On the other hand, if the rules are
not, partial thawing of fish and repeated freezing, respectively observed too slow thaw-
ing after glazing can have negative impact on properties of products.
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WPLYW GLAZUROWANIA

NA ZMIANY OKSYDACYJINE

W TKANKACH RYB PRZECHOWYWANYCH

W STALYCH | ZMIENNYCH TEMPERATURACH ZAMROZENIA

Streszczenie. Glazurowanie jest stosowane dla ochrony filetéw ryb przechowywanych
w stanie glebokiego zamrozenia przed utlenianiem ich tluszczu. Jakos¢ tej ochrony
oceniano w warunkach przechowywania filetdw w statej i zmiennej temperaturze zamro-
zenia. Stwierdzono ze glazurowane filety przechowywane w statej temperaturze zamroze-
nia zawieraty najmniej utlenionych ttuszczéw, co wykazano, oceniajac zawartos¢ w nich
aldehydu malonowego.

Stowa kluczowe: glazurowanie, filety rybne, zmiany oksydacyjne, temperatury mrozenia
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TYPOWANIE MOLEKULARNE SZCZEPOW

CAMPYLOBACTER PRZY UZYCIU TECHNIK
OPARTYCH NA REAKCJI t ANCUCHOWEJ

POLIMERAZY

Kinga Wieczorek, Jacek Osek

Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy, Putawy

Streszczenie. Termotolerancyjne bakterie nalezace do rodzaju Campylobacter sa jedna
Z najczestszych przyczyn zakazen pokarmowych ludzi, spowodowanych spozyciem zyw-
nosci, zwkaszcza pochodzenia zwierzgcego. Chorobe (kampylobakterioza) w 90% przy-
padkéw wywotuje C. jgjuni, ale w patogenezie schorzenia moga bra¢ tez udziat inne
gatunki, zwlaszcza C. coli, C. lari i C. upsaliensis. Zrédtem drobnoustrojéw dla cziowieka

jest najczesciej drob, bedacy bezobjawowym nosicielem Campylobacter.

Do oceny zdolnosci réznicujacych izolatdw C. jejuni i C. coli wybrano dwie techniki,
oparte na amplifikacji fragmentéw DNA metoda PCR (ERIC-PCR, RAPD-PCR) oraz
analize restrykcyjna produktu amplifikacji — PCR/RFLP. Wykazano, ze wszystkie z nich
umozliwity zakwalifikowanie badanej grupy izolatéw do poszczegélnych typéw, a wiec
cechowaty sie¢ 100% typowalnoscia. Ocene poszczeg6lnych technik wykonano, okreslajac
indeks réznicowania Simpsona (D). Stwierdzono, ze technika ERIC-PCR charakteryzo-
wata sie wysoka zdolnoscia réznicujaca (D = 0,95), byta tez tatwa i szybka do wykonania
oraz cechowata si¢ niskim kosztem. Podobne zalety obserwowano w przypadku metody
RAPD-PCR i w pewnym stopniu PCR/RFLP (flaA typowanie). Z drugiej strony jednak,
techniki te nie byly zbyt uzyteczne do réznicowania izolatéw C. coli pochodzacych

z tuszek (indeks D odpowiednio 0i 0,41).

Stowa kluczowe: Campylobacter, roznicowanie, flaA typowanie, ERIC-PCR, RAPD-

-PCR

WSTEP

Najnowszy raport Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (European
Food Safety Authority, EFSA) podaje, ze liczba laboratoryjnie potwierdzonych przy-
padkéw zachorowan ludzi wywotanych przez bakterie z rodzaju Campylobacter,
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wyniosta w krajach Unii Europejskiej (UE) w 2006 r. 178 806, co odpowiadato wskaz-
nikowi 46,1 na 100 000 mieszkancéw [EFSA 2006]. W Polsce stwierdzono jedynie
157 przypadkow, co stanowi 0,4 na 100 000. W rzeczywistosci wielkosci te moga by¢
nawet kilkakrotnie wieksze, poniewaz choroba (kampylobakterioza) ma zwykle
przebieg tagodny i w zwiazku z tym jej czynnik etiologiczny moze nie by¢ wihasciwie
rozpoznawany.

W zwiazku ze wzrastajaca liczba zachorowan spowodowanych przez bakterie nale-
zace do rodzaju Campylobacter konieczne staje sie $ledzenie drog szerzenia sie infekcji
i wektorow odpowiedzialnych za przenoszenie patogenu, co umozliwia prawidtowe
zidentyfikowanie zrodta zakazenia. W przypadku schorzenia odzwierzecego, jakim jest
kampylobakterioza, niezbedne jest takze stwierdzenie zwiazku pomigdzy przypadkami
zachorowan u ludzi a wystepowaniem Campylobacter u zwierzat lub w zywnosci
pochodzenia zwierzgcego. Badania z uzyciem takich technik, jak serotypowanie, fla
typowanie czy analiza makrorestrykcyjna pozwolity na wykazanie, ze oprécz migsa
drobiowego takze inne produkty zywnosciowe skazone Campylobacter moga by¢ przy-
czyna zachorowan ludzi.

Zaleta technik molekularnych jest réznicowanie bakterii przy analizie ich kwasow
nukleinowych, ktdrych obecnosé¢ nie jest, w przeciwienstwie do metod fenotypowych,
warunkowana przez czynniki srodowiskowe. Analiza DNA Campylobacter jest szcze-
golnie interesujaca ze wzgledu na duza, w poréwnaniu z innymi rodzajami, zmiennosé¢
genetyczna [Parkhil i in. 2000]. Bardzo czesto bakterie te traca lub nabywaja fragmenty
kwaséw nukleinowych, co moze by¢ przyczyna biednej interpretacji uzyskanych rezul-
tatéw. Z tego tez wzgledu postuluje sie¢ rownoczesne stosowanie wiecej niz jednej mo-
lekularnej techniki roznicujacej, dzigki czemu wyniki moga si¢ wzajemnie uzupetniac.

Jedng z technik opartych na reakcji fancuchowej polimerazy jest analiza polimor-
fizmu przypadkowo amplifikowanego DNA (Random Amplification of Polymorphic
DNA, RAPD), ktora polega na uzyciu jednego lub dwoch krotkich starterow
(ok. 10 nukleotydowych) o dowolnej sekwencji, ktore sa komplementarne do losowych
fragmentdw DNA badanych bakterii. Technika ta jest przydatna do analizy szczepow
0 niskim stopniu zréznicowania genetycznego, a wysoka zdolno$¢ réznicujaca pozwala
na zastosowanie jej do typowania C. jejuni i C. coli pochodzacych z réznych zrodet
[Mazurier i in. 1992, Madden i in. 1998, Misawa i in. 2000, Miwa i in. 2003].

Z powielenia powtérzonych fragmentéw DNA obecnych w chromosomie bakteryj-
nym korzysta technika ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus,
ERIC). Polega ona na zastosowaniu w reakcji PCR dtugich starterow, komplementar-
nych do konserwatywnych sekwencji w genomie rodziny Enterobacteriaceae, jednak
roznie w nim rozmieszczonych w zaleznosci od gatunku lub szczepu [Hulton i in.
1991]. Uzycie nizszej temperatury przylaczania starterow umozliwia uzyskanie wiek-
szej liczby produktéw amplifikacji, a tym samym fatwiejsze réznicowanie otrzymanych
obrazéw elektroforetycznych. Technike ERIC-PCR wykorzystywano do typowania
szczepéw C. jgiuni i C. upsaliensis [Shi i in. 1996]. Ograniczeniem tej metody, podob-
nie jak w przypadku RAPD-PCR, jest duzy wptyw warunkéw amplifikacji na koncowy
rezultat, co czesto prowadzi do niskiej powtarzalnosci wynikoéw.

Potaczenie amplifikacji okreslonej sekwencji genomu bakterii z analiza polimorfi-
zmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych stanowi trzecia z wybranych metod (Restric-
tion Fragments Length Polymorphism, RFLP). Uzyskiwany produkt PCR jest podda-
wany dziataniu odpowiednio dobranej endonukleazy, a powstajace w efekcie jej dziata-
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nia fragmenty DNA stanowia specyficzny dla danego szczepu wzor restrykcyjny. Fla
typowanie charakteryzuje si¢ wysoka zdolnoscia réznicowania oraz jest stosunkowo
fatwe i szybkie do wykonania [Fitzgerald i in. 2001, Harrington i in. 2003, Akgik
i Cetinkaya 2005, Ishihara i in. 2006].

MATERIAL | METODY

Izolaty Campylobacter. W badaniach wykorzystano tacznie 48 izolatdbw Campylo-
bacter wyosobnionych ze schtodzonych tuszek drobiowych (24 izolaty) i katu kur (24).

Wykonanie testow ERIC-PCR i RAPD-PCR. Do badan wykorzystano DNA
w koncentracji 10 ng/ul (dodawane w ilosci 5 pl). Testy przeprowadzono ze starterami
i w warunkach amplifikacji podanych w tabeli 1. Skkad mieszaniny reakcyjnej przed-
stawiono w tabeli 2.

Tabela 1. Charakterystyka metod molekularnych zastosowanych do r6znicowania Campylobacter spp.
Table 1. Characteristics of molecular methods used for differentiation of Campylobacter spp.

Metoda Nazwa Sekwencja startera Para_n)etry_ Pismiennictwo
startera amplifikacji
(5'—>3)
ATGTAAGCTCCTGGGATCAC 94°C/4 min.
ERIC- ERICIR 40 cyk°I|:25 (.:/45 S Versalovic
72°C/1min, L
PCR 04°C/45 s iin. 1991
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG i 72°G/5 min
94°C/5 min, Hernandez
RAPD- OPALl CAATCGCCGT 30 cykli:48°C/Lmin,  jin 1995
PCR 72°C/2 min,
1254 CCGCAGCCAA 94°C/L min Akopayanz
i 72°C/5 min iin. 1992
94°C/5 min,
bCR. flaAF GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC 40 cyKli:37°C/1 min,
RELP 72°C/1 min, CAMPYNET
flaAR CTGTAGTAATCTTA AACATTTTG  94°C/1 min
i 72°C/10 min

Rozdziat elektroforetyczny uzyskanych amplikonéw przeprowadzano w 1,7% zelu
agarozowym, w buforze TAE, przy statym napieciu 60 V przez 3 h. Zele barwiono
bromkiem etydyny o stezeniu 5 pg/ml przez 2 min. Wielkosci otrzymanych prazkow
oceniano przez poréwnanie z markerem molekularnym Gene Ruler 100 bp DNA Ladder
Plus.

Test PCR-RFLP. W pierwszym etapie wykonywano amplifikacje genu flaA ze star-
terami i w warunkach podanych w tabeli 1. Skkad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono
w tabeli 2. Nastepnie przeprowadzano trawienie powielonego genu enzymem restryk-
cyjnym Ddel, rozpoznajacym sekwencje C| TNAG, gdzie N moze oznacza¢ A, T, G lub C.
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Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej do amplifikacji DNA
Table 2. Ingredients the PCR mixture used for DNA amplification

Sktadnik mieszaniny Stezenie poczatkowe Stezenie koficowe 1o$¢é (ul)
bufor enzymatyczny 10 x stgzony 1x stezony 5
MgCI2 25 mM 5mM 10
dNTP 2mM 200 pM 5
starter 10 pM 0,2 uM 1
(PCR-RFLP - 0,5) (PCR-RFLP -2,5)
polimeraza Taq 1 U/l 2U 2 (PCR-RFLP -1)

Wspbtczynnik roznicowania D (indeks Simpsona) zostat obliczony wg nastepujacego
WZOru:

D=1- NN = 1)an(n, 1)

gdzie: N = liczba izolatdéw poddanych typowaniu, nj = liczba izolatdw nalezacych
do typu j, S = liczba uzyskanych typéw.

WYNIKI

Do réznicowania termotolerancyjnych izolatow C. jejuni i C. coli, pochodzacych
z tuszek i katu drobiu, wykorzystano 3 techniki molekularne — ERIC-PCR, RAPD-PCR
i PCR-RFLP (flaA typowanie). Uzyskane wyniki oceniano na dwdch ptaszczyznach.
W pierwszym wariancie, bardziej obiektywnym, brano pod uwage zdolnos¢ testu do
wyodrebnienia jak najwiekszej liczby grup klonalnych (wartos¢ wspétczynnika rézni-
cowania D) oraz oceniano liczbe generowanych produktéw PCR lub trawienia enzyma-
tycznego bakteryjnego DNA. Natomiast w drugim, klasyfikujac techniki typowania,
kierowano si¢ subiektywnymi cechami danej metody, takimi jak: dostepnos¢ sprzetu
i odczynnikow, koszt i czas wykonania badania, a takze doswiadczenie wymagane do
prawidlowego przeprowadzenia oznaczenia. Wyzej wymienione czynniki zostaty
zebrane w tabelach 3 oraz 4. Stwierdzono, ze najwigcej fragmentow DNA i najwigksze
wspotczynniki réznicowania uzyskano w metodzie ERIC-PCR i RAPD-PCR. Rdwniez
biorac pod uwage cechy subiektywne (tab. 4), wykazano, ze najbardziej przydatne oka-
zaly sie metody bazujace na losowej amplifikacji DNA. Techniki te byly tatwe do
wykonania, charakteryzowaty si¢ takze niskim kosztem, a czas potrzebny do uzyskania
wynikéw byt stosunkowo krotki.
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DYSKUSJA

Pierwsza z zastosowanych metod genotypowych — ERIC-PCR - charakteryzowata
sie wysoka zdolnoscia réznicujaca oznaczanych C. jejuni i C. coli, pozwalajac uzyskaé
wartos¢ indeksu D na poziomie 0,95 (tab. 3). Test ten, mimo tej zalety, jest jednak sto-
sunkowo rzadko wykorzystywany do typowania tej grupy drobnoustrojéw [lIriarte
i Owen 1996, Shi i in. 1996]. Z danych Shi i in. [1996] wynika, ze zdolnosci rdznicuja-
ce techniki ERIC-PCR i analizy RFLP/PFGE, przeprowadzane na tych samych izola-
tach C. jejuni, byty zblizone. Wskazuje to, ze ERIC-PCR, uwzgledniajac tatwosé¢ jego
wykonania, moze by¢ dobrym narzedziem w typowaniu molekularnym izolatow Cam-
pylobacter. Zastosowano go m.in. do réznicowania C. jejuni pochodzacych od pacjen-
tow z zespotem GBS oraz syndromem Miller-Fischera [Endtz i in. 2000]
i rowniez w tym przypadku wyniki byly poréwnywalne z uzyskanymi metoda
RFLP/PFGE. Potwierdza to wiec duzy potencjat réznicujacy i uzytecznos¢ metody
opartej na losowej amplifikacji fragmentow DNA, ktorej istotna zaleta jest tez fatwosé
interpretacji otrzymanych obrazéw elektroforetycznych.

Kolejna wybrang technika molekularna, uzyta do oceny zdolnosci réznicujacych,
byt RAPD-PCR. W tescie tym do typowania Campylobacter stosuje sie¢ r6zne oligo-
nukleotydy, najczesciej okreslane nazwami OPA11, 7718 lub 1290. Wykorzystywane
sa takze rézne parametry amplifikacji, w ktérych cecha wspdlna jest niska temperatura
przytaczania starterow, zwykle 36-37°C. Niektdrzy autorzy oraz niepublikowane wyniki
badan whasnych wskazuja, ze zastosowanie wiegcej niz jednego oligonukleotydu po-
zwala na otrzymanie wiekszej liczby amplikondw, a przez to lepsze roznicowanie
blisko spokrewnionych ze soba izolatbw Campylobacter [Misawa i in. 2000].
W obecnych badaniach przeprowadzono test RAPD-PCR, stosujac dwie sekwencje
oligonukleotydowe — 1254 i OPA11, uzyskujac wartos¢ wspétczynnika Simpsona wy-
noszaca D=0,94 (tab. 3). Wyniki te, wskazujace na wysoka zdolnos¢ réznicowania tej
techniki w odniesieniu do szczepow C. jgjuni i C. coli, sa zgodne z doniesieniami
innych autoréw, ktérzy potwierdzaja jej przydatnos¢ w badaniach epidemiologicznych
[Madden i in. 1998, Nielsen i in. 2000]. Zastosowanie testu RAPD-PCR dowiodto
m.in., ze skazenie tuszek pochodzacych od drobiu wolnego od Campylobacter nastapito
juz na terenie rzezni [Miwa i in. 2003]. Ono i in. [2003] pordwnali zdolnos¢ roznicujaca
testu RAPD-PCR z szeroko stosowana w typowaniu Campylobacter spp. analiza
RFLP/PFGE, wykorzystujac do tego 168 izolatéw C. jgjuni i C. coli. W przypadku
RAPD-PCR zastosowano starter, podobnie jak w badaniach wiasnych, OPA11, nato-
miast analiza restrykcyjna zostata wykonana z uzyciem enzymu Sacll. Obie metody
umozliwity otrzymanie poréwnywalnej liczby profili a wiec cechowaty sie zblizonymi
wiasciwosciami réznicujacymi. Zaleta testu opartego na amplifikacji DNA jest jednak
szybko$¢ i fatwos¢ wykonania [Madden i in. 1996, Ono i in. 1998, Scates i in. 2003].
Potwierdzaja to badana Hernandez i in. [1995] oraz Hiltona i in. [1997], kt6rzy rdéznicu-
jac izolaty C. jejuni i C. coli technika RAPD-PCR, z wykorzystaniem oligonukleotydu
OPA11, uzyskali wysoki indeks Simpsona (D=0,99) oraz $cista korelacje pomiedzy
analiza numeryczna grup RAPD a gatunkami Campylobacter. Z drugiej strony, wyniki
uzyskane przez Ertasa i in. [2004], dotyczace typowania szczepdw C. jejuni i C. coli,
wskazuja na lepsza zdolno$¢ roznicujaca techniki fla typowania niz RAPD-PCR
ale istnieja tez przeciwstawne doniesienia. W obecnej pracy wiasnej otrzymano
identyczne wartosci indeksu réznicowania (D=0,94) w stosunku do obu metod tzn.
RAPD-PCR i fla typowania (tab. 3).
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Nalezy zwrdci¢ réwniez uwage na ograniczenia testow rdznicujacych opartych
na technice PCR, tzn. RAPD-PCR oraz ERIC-PCR, spowodowane wystepujaca niekiedy
niska powtarzalnoscia uzyskiwanych wzoréw molekularnych, bedaca wynikiem od-
miennych sekwencji stosowanych starterow oligonukleotydowych, r6znej koncentracji
uzytego DNA, a takze warunkdw amplifikacji. Z tych tez wzgleddw, przy wykonywa-
niu tych oznaczen i interpretacji uzyskanych wynikéw badan epidemiologicznych,
nalezy mie¢ na wzgledzie szczeg6lnie ujednolicony sposéb prowadzenia doswiadczen,
warunkujacy odtwarzalnos¢ i powtarzalnosé rezultatéw

Jedna z czesciej stosowanych technik typowania molekularnego Campylobacter jest
analiza restrykcyjna PCR/RFLP (flaA typowanie). Stwierdzono, ze najlepsza zdolnosé¢
réznicujaca posiadata w przypadku trawienia produktu amplifikacji enzymem Ddel,
zwhaszcza w odniesieniu do izolatéw pochodzacych od zwierzat [Ayling i in. 1996].
Dodatkowo, restryktaza ta nie powoduje powstawania zbyt duzej liczby fragmentow
DNA, co moze utrudnia¢ interpretacje wynikow [Harrigton i in. 1997]. W obecnych
badaniach wykonano flaA typowanie w oparciu o ujednolicona procedure zalecana
przez CAMPYNET, stosujac tylko niewielkie modyfikacje. Metoda ta zostata opraco-
wana i zwalidowana na podstawie szeregu, takze migdzynarodowych, miedzylaborato-
ryjnych badan poréwnawczych [Harrigton i in. 2003]. Potwierdzono w nich wysoka
uzytecznos¢ genu flaA jako markera w typowaniu Campylobacter oraz wysoka zdol-
nos$¢ roznicujaca enzymu restrykcyjnego Ddel. W testach tych uzyskano 100% typo-
walno$¢ badanych izolatéw oraz wskaznik réznicowania Simpsona >0,95, co stanowi
wartos¢ porownywalna ze wspotczynnikiem otrzymywanym w analizie RFLP/PFGE.
W obecnych badaniach wiasnych, w wyniku réznicowania 48 izolatbw C. jguni
i C. coli przy uzyciu flaA typowania, otrzymano indeks D wynoszacy 0,94. Potwierdza
to wczesniejsze doniesienia innych autorow o wysokiej przydatnosci tej metody w od-
niesieniu do szczepéw Campylobacter, zwkaszcza C. jejuni i C. coli. Analiza PCR-
-RFLP jest obecnie szeroko rozpowszechniona w typowaniu tych drobnoustrojéw po-
chodzacych z réznych zrddet, co wynika z jej wysokiej zdolnosci réznicujacej i powta-
rzalnosci uzyskiwanych rezultatow. W potaczeniu z szybkoscia i tatwoscia wykonania
oraz stosunkowo niskimi kosztami technika flaA typowania jest obecnie jedna z najsze-
rzej stosowanych metod molekularnych, stuzacych do réznicowania bakterii nalezacych
do rodzaju Campylobacter [Fitzgerald i in. 2001, Harrington i in. 2003, Ertas i in. 2004,
Acik i Centikaza 2005, Ishihara i in. 2006]. Wedtug badan Nayaka i in. [2006], ktorzy
zastosowali flaA typowanie oraz RFLP/PFGE (Smal) do réznicowania C. jegjuni (n=44)
i C. coli (n=50) wyosobnionych z katu indykéw, w przypadku izolatéw tego drugiego
gatunku bardziej uzyteczna technika byta analiza restrykcyjna genu flaA (D=0,89) niz
RFLP/PFGE (D=0,81). W odniesieniu do izolatéw C. jejuni obie techniki pozwalaty na
uzyskanie jednakowego, wysokiego wspdtczynnika réznicowania (D=0,94). Nalezy
doda¢, ze ze wzgledu na mata liczbe uzyskiwanych produktéw restrykcyjnych w tech-
nice flaA typowania oraz zaobserwowane w niektérych przypadkach stabo widoczne
w zelu agarozowym prazki utrudniona byla interpretacja wzoréw molekularnych. Nie-
ktore zrodta wskazuja na wieksza zdolno$é réznicujaca techniki RFLP/PFGE w poréw-
naniu do flaA typowania [Fitzgerald i in. 2001]. Jednak ze wzgledu na czaso- i praco-
chtonnos¢ analizy makrorestrykcyjnej oraz dos¢ wysokie koszty zastosowanie jej na
szersza skale w badaniach epidemiologicznych moze by¢ ograniczone. Z tego powodu,
pomimo nieco mniejszej zdolnosci réznicujacej, metoda flaA typowania, z uwagi
na szybkos¢ i tatwos¢ wykonania, jest dos¢ czesto wykorzystywana w podobnych
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analizach. Niektorzy autorzy wskazuja ponadto, ze typowanie restrykcyjne jednego
genu jest mniej wrazliwe na ewentualne rekombinacje genomowe niz w przypadku
RFLP/PFGE. Jednak réwniez i wtedy nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ wystapienia
tzw. rearanzacji genowej pomiedzy blisko siebie potozonymi genami flaA i flaB [Nuij-
ten i in. 2000]. Harrington i in. [1997] sugeruja nawet, ze z tych powoddow flaA typo-
wanie nie powinno by¢ stosowane w dtugoterminowych badaniach epidemiologicznych
izolatow Campylobacter.

Pomimo szeroko prowadzonych prac nad réznicowaniem Campylobacter spp. nie
ma idealnej metody typowania okreslanej jako ,zioty standard”. Wynika to m.in.
z duzej zmiennosci i niestabilnos¢ genomu w obrebie rodzaju Campylobacter, co stwa-
rza trudnosci wiasciwej interpretacji wynikéw typowania molekularnego. Roznice
w otrzymywanych profilach i wystepujace w nich zmiany moga by¢ efektem mutacji
punktowych, transformacji lub tez wynikiem wielu réznych rekombinacji czy
rearanzacji genéw, zwiaszcza flaA, zachodzacych in vivo i in vitro [Harrington i in.
1997, de Boer i in. 2002, Hook i in. 2005]. Zarowno C. jejuni, jak i C. coli maja zdol-
nos¢ naturalnej kompetencji i proces ten moze rowniez czgsciowo wyjasniac istniejace
réznice we wzorach molekularnych otrzymywanych w jednym laboratorium, jak tez
w roznych laboratoriach stosujacych te techniki genotypowe. Spontaniczne zmiany
w DNA Campylobacter, spowodowane rekombinacjami genetycznymi o réznym cha-
rakterze, wykazano m.in. u kurczat, od ktérych izolowano te same szczepy, ktérymi
byty zakazane, jednak posiadajace odmienne profile molekularne [Hanninen i in. 1998,
On 1998, Fitzgerald i in. 2001]. Z drugiej strony, wskazano tez na mozliwos¢ izolacji
stabilnych genotypdw C. jejuni i C. coli pochodzacych z réznych zrddet [On 1998].
Aspekty te nalezy bra¢ pod uwage przy okreslaniu korelacji molekularnych miedzy
izolatami Campylobacter, stosujac oméwione wyzej techniki genotypowe [de Boer
i in. 2002].

WNIOSKI

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych analiz, dotyczacych typowania moleku-
larnego izolatbw Campylobacter, nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie zastosowane w obec-
nych badaniach wiasnych techniki pozwolity na zaklasyfikowanie oznaczanych drob-
noustrojéw do poszczego6lnych typdéw. W grupie C. jegjuni wyosobnionych z tuszek
dobra zdolnoscia réznicujaca odznaczata si¢ tez technika ERIC-PCR, ktéra nie byla
natomiast przydatna w odniesieniu do C. coli izolowanych z tego samego zrédia.
W przypadku C. jejuni pochodzacych z katu wszystkie metody charakteryzowaly si¢
wysoka zdolnoscia réznicujaca (D>0,95). Nieco gorsze wyniki uzyskano w odniesieniu
do C. cali, szczeg6lnie wyosobnionych z tuszek drobiowych, gdzie brak lub niskie
zdolnosci roznicujace wykazywaty zastosowane techniki RAPD- i ERIC-PCR oraz flaA
typowanie. Uzyskane rezultaty, dotyczace zwhaszcza C. coli pochodzacych z tuszek,
moga potwierdzac, ze badana grupa izolatow byta stosunkowo jednorodna i nie wyka-
zywata wigkszych roznic na poziomie genotypowym.

Biorac pod uwage subiektywne elementy oceny zastosowanych réznicujacych tech-
nik genotypowych, mozna stwierdzi¢ ze metody oparte na amplifikacji technika PCR
(ERIC-PCR i RAPD-PCR) cechowaly si¢ szybkoscia i tatwoscia wykonania oraz
niskimi kosztami w poréwnaniu do pozostatych ocenianych testéw (tab. 4).
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Tabela 4. Poréwnanie wybranych technik molekularnych
Table. 4. Comparison of selected molecular methods

Lp. Metoda w*;/aktg\rl](;énéia Dostepnosé wylfcfr?znia Koszt Oogcc,)el?]z
1 ERIC-PCR +++ ++ 5h +++ +++
2 RAPD-PCR +++ ++ 5h +++ +++
3 RFLP — flaA typowanie - - 8h -+ +

Objasnienia: +++ — dobra, ++ — $rednia, + — niska
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MOLECULAR TYPING CAMPYLOBACTER STRAINS
BY METODS BASED
ON POLYMERASE CHAIN REACTION

Abstract. Thermotolerant bacteria belonging to the Campylobacter genus are one of the
most common causes of human food infections due to ingestion of food, especially of an-
imal origin. The disease (campylobacteriosis) in 90% of cases is the effect of C. jejuni but
in its pathogenesis may also participate other genera such as C. coli, C. lari, and C. upsa-
liensis. The main source of microorganisms for humans is poultry which is a non-
symptoms carrier of Campylobacter.

For the evaluation of the discriminatory power of C. jegjuni and C. coli isolates three tech-
niques have then been selected which based on amplification of the DNA fragments with
the PCR method (ERIC-PCR, RAPD-PCR) or on the restriction analysis with different
endonucleases (PCR/RFLP). It was shown that all of them allowed classification of the
group of the isolates tested into respective types thus they were in 100% typable. The
classification of the individual techniques was done by the determination of the Simp-
son’s differentiation index (D) and subjective method traits such as easiness and time
for performance of the test accessibility and cost of the analysis. It was found that the
ERIC-PCR technique characterized with a high discriminatory power (D = 0.95) and
it was also easy and rapid to perform as well as had a low cost. Similar advantages for the
RAPD-PCR and, in some extend, for PCR/RFLP (flaA typing) methods have been
observed. On the other hand, these techniques were not very much useful for differentia-
tion of the C. coli isolates recovered from poultry carcasses (D index 0 and 0.41, respec-
tively).

Key words: Campylobacter, differentiation, flaA typing, ERIC-PCR, RAPD-PCR
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HYGIENIC PROBLEMS
IN A SAUSAGE PRODUCING PLANT
IN SPECIAL REGARD TO TECHNICAL EQUIPMENT

Cordula Schwarzmiller, Andreas Stolle

Institut fir Lebensmittelhygiene und -technologie, Ludwig-Maximilians-
Universitat

Abstract. The process-, handling- and staffhygiene in a meat products plant in south ger-
many was controlled. The material for examination were boiled sausages and machines
that were tested for the indicator germs bioburden and Enterobacteriaceae. Because of an
existent problem with Lactobacillaceae, these bacterial family was also included in the
analysis. The abidance and achievement of quality objectives was verify with observa-
tions within the factory during the sampling. As a source of contamination the sausage-
separator was detected. Through observations within the factory during the sampling,
it stood out that especially the cleaning-management was suboptimal. As an example be-
fore production start, thus on freshly cleaned equipment, still clearly sausage residues
were recognizable beneath the knifebar of the sausage-separator. Therefore the hygiene-
and cleaning management should be changed in matters of frequency and thoroughness.
The main focus should rely on the education of the employees.

Key words: processhygiene, handlinghygiene, staffhygiene

INTRODUCTION

According to regulation (EG) 852/2004 the responsibility for the safety of food is at
the food contractor. These should be boosted by using the HACCP principles in combi-
nation with a good hygiene practice.

In this study we wanted to control the process- and product hygiene by testing for
total viable count, Enterobacteriaceae and Lactobacillaceae.

The cause of Enterobacteriaceae in food is want of hygiene in handling the product.
Because of this the adherence of basic hygiene regulations is very important [Stiles and
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Lai-King 1981, Dykes et al. 1991, Borch et al. 1996, Huis In’t Veld 1996, Chabela et al.
1999, Lues and Tonder 2005, Bonfoh et al. 2006].

Lactobacillaceae breed, because of there microbiological attributes (Table 1), to
fast spoilage of boiled sausages. Reason for contamination of sausages with Lactobacil-
laceae are machines and staff. But also in the air and in the cold storage room Lactoba-
cillacae were found [Makelda and Korkeala 1987, Dykes et al. 1991, Nerbrink and
Borch 1993].

MATERIAL AND METHOD

The food- and environmental samples for this research derive from a sausage pro-
ducing plant in south germany, which uses only poultry meat for their products. The
assortment of products enfolded pickled wares and wares without nitrite curing salt. The
cleaning and disinfection occur by the staff of the plant alternatively by a cleaning com-
pany.

The test specimens were sausages, contact plates or swabs. The sausages were taken
out of the producing process after boiling, cooling, storing and packaging. The contact
plates/swabs were taken after cleaning and disinfection and during production from the
sausages separator, the red Euro-boxes and the packaging machine.

Another very important part of the study were audits before production and during
the staffs working.

RESULTS

As a source of contamination the sausage-separator was detected. 28,9 % of the sau-
sage samples which were taken of the sausage separator showed a concentration on
Lactobacillaceae between 10" and 10° ofu/g. In comparison, after the boiling only 2,2 %
and after the cooling down 6,5 % of the samples were affected.

Also by the means of surrounding environmental samples of this machine a clear
contamination was detected.

Around of the results of the audits in the following areas of the plant big problems
could be decided.

Hygienic sluice

e Technical defects (empty soap/disinfectant)
e Bad hygiene behaviour of the staff (especially of the maintenance staff)

Boiling area

e Non-compliance of default times
Cold storage room

o Ventilating system very dirty
Sausage separator

o Ineffective cleaning (Figure 1)
o Disposition of pressure washer during product was in the room
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Packaging
e Also ineffective cleaning
e Packaging of food which fell on floor
Crate washer
e Altogether a bad state of cleaning
Aground the achievements following arrangements can be given:

Regular hygienic instruction with efficiency test at the end

Compliance of default times during the complete production process

Special schooling of the maintenance staff

Intermediate cleaning of the sausage separator just after clearance the machine
Continuous changing of the knifebar of the sausage separator

Pasteurization after packaging the sausages

References can be requested by author.

List of Attachments

Fig. 1. Situation of the sausage-separator before starting production but after cleaning. Inside the
circle product residues are demonstrated

Rys. 1. Wyglad wilka poddanego oczyszczaniu przed rozpoczeciem produkcji. W kotku
widoczne zanieczyszczenia

Medicina Veterinaria 7(2) 2008
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Table 1. Indication and cause for the spoilage of boiled sausages
Tabela 1. Oznaki i przyczyna zepsucia kietbas gotowanych

Appearance of spoilage

Biochemic activity

Microorganisms

References

Fumigation of the package

Formation of CO, during
reduction of glucose

Leuconostoc

Niven et al. 1949,
von Holy 1991,
Borch et al. 1996,
Weber 2003

Virescence

Formation during Oxida-
tion of matters from the
meat so that hydrogen
peroxide can be formed.
Hydrogen peroxide is
reacting with Hdmochro-
mogen or Nitrosomyoglo-
bin to a green Porphyrin.

Lactobacillus
viridescens

Niven et al. 1949,
Niven / Evans
1956, von Holy
etal. 1991, Egan
1983, Borch et al.
1996, Weber 2003

Acidic odor an flavor

Fermentation from
glucose to lactate.

mostly Lactobacillus
and Leuconostoc

Niven et al. 1949,
Sharpe 1963,
Reuter 1970b,

Egan 1983, Kor-

keala et al. 1985,

von Holy 1991,

Borch et al. 1996

Slime formation

Formation
of Polysaccharids from
Saccharose

Lactobacillus,
Leuconostoc and
Streptococcus

Niven et al. 1949,
Sharpe 1963, Egan
1983, Korkeala
et al. 1988, Makela
et al. 1992b,
von Holy 1991,
Borch et al. 1996,
Weber 2003
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PROBLEMY HIGIENICZNE PRODUCENTOW KIELBAS
ZWIAZANE Z WYPOSAZENIEM TECHNICZNYM

Streszczenie. Kontrolowano stan higieny zatogi i linii produkcyjnych w zaktadach prze-
tworstwa migsnego w potudniowych Niemczech. Materiatem do badan byty probki kiet-
basy gotowanej oraz wymazy z powierzchni maszyn, ktére badano w kierunku zagrozen
biologicznych i Enterobacteriaceae. Ze wzgledu na istniejacy problem z Lactobacillaceae
rowniez przedstawicieli tej rodziny wkaczono do badan. Status sanitarny zaktadow byt
oceniany na podstawie obserwacji dokonywanych podczas pobierania probek. Zrédtem
zanieczyszczenia kietbas byty powierzchnie wilka. W czasie obserwacji przy prébobraniu
wyrozniat si¢ niedoktadnym wykonaniem procedur oczyszczania. Z tych powodow
postepowanie to powinno ulec poprawie co do czestosci i doktadnosci wykonania. Gtow-
ny nacisk trzeba potozy¢ na szkolenie pracownikow.

Stowa kluczowe: higiena przetwdrstwa, higiena produkcji, higiena pracownikéw

Accepted for print — Zaakceptowano do druku: 30.06.2008

For citation — Do cytowania: Schwarzmiller C., Stolle A., 2008. Hygienic problems
in a sausage producing plant in special regard to technical equipment. Acta Sci. Pol.
Med. Vet. 7(2), 41-45.

Medicina Veterinaria 7(2) 2008






%“MP%/L
L2 %

2 ACT Acta Sci. Pol., Medicina Veterinaria 7(2) 2008, 47-51

REALISATION OF THE ,,HYGIENE PACKAGE” HACCP
AND THE NEW EU-REGULATIONS - FOCUSSING
CATERING CANTEENS AND RESTAURANTS

Andreas Stolle, Susanne Kaufmann

Institut fir Lebensmittelhygiene und -technologie, Ludwig-Maximilians-
Universitat

Abstract. Since a couple of years the so called hygiene package is in use and the most
important regulations are shown in the flow chart (1).

It includes specific hygienic descriptions for food of animal origin (Reg. 854) and special
prescriptions for the official safety for products of animal origin for human consumers.
In connection with additional European regulations specially (Reg. 178) for prescription
of all fundamentals of food and additional ways like the founding the European Food
Safety Authority (EFSA). These prescriptions were the basis of a totally new organisation
of the new food hygiene legislation. By setting up directly working regulations for the
memberstates it was the direct way for EU - States to work on the same basis.

But there were special problems and not clarified processes in the use of the new hygiene
regulation laws. The following article shall show some of these problems in the special
fields of canteen catering and restaurants. In this way it is given special regard to the
HACCP-concept.

Key words: EU-Regulation, Canteencatering

1. EUROPEAN FOOD HYGIENE PACKAGE:

Reg. (EG) 178/2002 Reg. (EG) 852/2004
Reg. (EG) 882/2004 Reg. (EG) 853/2004
Reg. (EG) 854/2004

HACCP is the abbreviation for ,HAZARD ANALYSIS CRITICAL CONTROL
POINT™. This concept exists in the food industry since a long time, but still it is heavily
discussed on international levels. Some official authorities see the implementation
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of this system in connection with a regulation in order to find in the above system
an overall solution of all food safety problems of their country. But in reality the use of
this working plan is of course a practical and important step forward. But only if the
humans being that are responsible for the practical work have enough nowledge and
experience the concept works in an efficient manner. That means HACCP is just a tech-
nique and must be established and run by well trained people.

Especially in the field of canteen catering and gastronomy it is very often, that un-
trained people are working as in this field. Therefore is necessary to show once more
the special problems connected in this field with the regulations and in this system.

2. DEFINITIONS

The regulation 178/2002 gives very clearly the idea, that canteens are included. It is
necessary to emphasize this once more because very often people in this field there are
not part of this system.

From: Reg. (EG) 178/2002

Art. 1 Aim and Scope
Art. 2 Definition of Food
Art. 3 Other Definition’s (including retail trade)

Def.: ,Retail Trade” Art. 3, 8 1 Nr. 7........ The use and handling of food and its
storage at sales points and issue to the consumer. This includes.................. company
canteens, catering canteens and similar places,.......e.g. shops, supermarkets.......

Food hygiene is to prevent especially microbial contaminations. Therefore it is nec-
essary to have a close look at the situation outside. Looking at the epidemical Bulletin
of the FAO/WHO [2003] for different countries, it is pretty easy to be seen, that the
food borne infections in Germany are still at large. In this year 2003 roughly 70.000
people were affected with Salmonella and by Campylobacter nearly 50.000. These fi-
gures are not very correct, because it has to be estimated at much much higher number.
Next position Yersinia, viruses run and time again (Clostridium botulinum, Shigella and
other important microbes.

From Germany in a statistical model a calculation was made up for the affected
people that means, what it is costs for the social system in this country.

3. STATISTICAL MODELL
Sum 120.000 persons per year
Study case 1 % hospitalized
Stay in hospital ~ 300 €
— 1200 x 300 €x 3d = 1,1 Mio. €

In this field canteens have a sensitive position, because on more days, more and
more people are heaving the meals in this system and of course the risk of an infection
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that is a really big one. A higher risk can derive in this field from a primary or secon-
dary contamination and in work by human infections or by poisonous substances.

According to Literature the microbiological reasons in the development of food-born
diseases have a much higher number than those by chemical sources.

A large field of possible kitchen abuses are possible are resulting in Enteritis infec-
tiosa. Regarding all fields of handling, during the preparing processes, the following
short statistics according to WHO in the years 1993-1998 was set up. This is still in
order; in spite of that there are many technical changes. In the lead is still heating, re-
spectively re-heating followed by cooling and storage. This makes it perfectly clear that
they are certain fields in the preparing of food in canteens, to which it needs special
regard to avoid sources of Enteritis infectiosa.

4. ENTERITIS INFECTIOSA BY KITCHEN ABUSE; D, 1993-1998

Other 1% Storage 10 %,
Ingredients 3% Cooling 12 %,
Kitchenutensils 3% Heating 17 %
Staff 4% Re-heating 18 %
Thawing 6 % Unknown 25 %

The following list (5) gives a summary of the main topics and problems of food pre-
pared in catering systems. Additionally dangerous food in the canteen systems are
listed in the next paragraph (6).

5. COMMUNITY CATERING: PROCESS STEPS / PROBLEMS

Process steps

o Multiple fixed/variable offer of dishes
e Price favourable dishes, main corners, resp. soups, salads, desserts
o Use of industrial precooked - and finished products, tinned food
o Exept preworked starch- products, no hygienic delicate products are used
e Variety and storage
Problems

o easily perishable food, not totally done
o easily perishable food, totally done/well done
e cold buffet kitchen

6. POSSIBLY DANGEROUS FOOD

— Meat — Cutted melons

— Poultry — Tofu, sojaproducts

— Ego/products with egg — Garlic and oil marinated stuff
— Seafood — Raw sprouts, germs etc.

- Milk, — Products
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This Modell of the suppliance of food with a security risk concept is not really new.
It’s based on a traditional way of working, but since sometime and especially now re-
garding the new hygiene package kitchen staff and consumer are more and more con-
fronted with higher hygienic levels. Additionally the consumers taking part in this way
of nutrition have higher quality claim to these systems.

Additionally it is necessary, that the management and the employees must get in the
heads that the consumer is in the focus of all these handlings. These procedures should
be used as a potential claim in the sense of ,,change management”. That means, the
existing process organisation can be critically checked and it is possible to starts quality
securing, quality improving projects like e.g. on the basis of DIN/EN 1SO 9001: 2000.
The development and the use of technological new production and catering systems
may additionally improve the quality for the participants of canteen catering services on
the following bases (7).

7. SAFETY, STRATEGIES REGULATION (EG) 852/2005, ART. 5

e Basic hygiene
o Self controlsystem incl. dokumentation
e Sample-took and analysis

REFERENCES

Regulation (EC) No 852/2004 of the European Parliament and of the Council of 29.April 2004
on the hygiene of foodstuffs (Official Journal of the EU L 139/1, 30.04.2004)

Regulation (EC) No 853/2004 of the European Parliament and of the Council of 29.April 2004
laying down specific hygiene rules for on the hygiene of foodstuffs (Official Journal of the
EU L 139/55, 30.04.2004)

Regulation (EC) No 854/2004 of the European Parliament and of the Council of 29.April 2004
laying down specific rules for the organisation of official controls on products of animal ori-
gin intended for human consumption (Official Journal of the EU L 155/206, 30.04.2004)

Regulation (EC) No 882/2004 of the European Parliament and of the Council on official controls
performed to ensure the verification of compliance with feed and food law, animal health and
animal welfare rules(Official Journal of the EU L 191/1, 28.05.2004)

Acta Sci. Pal.



Realisation of the ,,Hygiene Package” ... 51

REALIZACJA ,,HYGIENE PACKAGE* HACCP
ORAZ NOWE REGULACJE UE DOTYCZACE NADZORU
NAD STOLOWKAMI | RESTAURACJAMI

Streszczenie. Higieniczny pakiet (Hygiene Package) zawiera specyficzne higieniczne
wymagania dla zywnosci zwierzecego pochodzenia (Rozporzadzenie WE 854/2004) oraz
specjalne przepisy w celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci zwierzecego pochodze-
nia, przeznaczonej do spozycia przez ludzi (Rozporzadzenie WE 178/2002). Te dokumenty
staly sie podstawa catkowicie nowej organizacji nadzoru i nowego prawa zywnoscio-
wego. Brak jednak w nim odniesien do problematyki higieny w stotdwkach i restaura-
cjach. Te zagadnienia sa omawiane w referacie.

Stowa kluczowe: przepisy UE, stotdwki, katering
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RYZYKO TRANSMISJI ZANI ECZYSZCZEN
Z PASZY DO ZYWNOSCI

tukasz Zielonka, Magdalena Gajecka, Ewa Jakimiuk,
Maciej Gajecki
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Streszczenie. Toksyczne substancje, takie jak chlorowane pestycydy, mikotoksyny, metale
cigzkie i leki weterynaryjne, sa prawie wszechobecne w srodowisku. W zwiazku z tym
sa one réwniez w srodkach zywienia zwierzat. Prawidlowe zarzadzanie ryzykiem zalezy
od znajomosci przebiegu procesow adsorpcji, biotransformacji i wydalania tych substan-
cji oraz praktycznych metod obnizenia ich wartosci w materiatach paszowych. Substancje
toksyczne sa metabolizowane przed lub po adsorpcji przez blong sluzowa jelit. Zaleznie
od cech fizykochemicznych niektére z nich sa metabolizowane do produktéw nietoksycz-
nych. Wigkszos¢ lekow weterynaryjnych i dodatkéw paszowych nalezy do tej grupy. Inne
substancje odkfadaja si¢ w tkankach zwierzecych, jak np. dioksyny. Celem pracy byto
przedstawienie zbioru informacji na temat konsekwencji obecnosci réznego rodzaju
zwiazkdw chemicznych (pozostatosci) zanieczyszczajacych materiat roslinny.

Stowa kluczowe: pozostatosci, pasze, srodki spozywcze

WSTEP

Obecnos¢ substancji niepozadanych w materiale roslinnym powoduje zaburzenia
homeostazy zardwno u cztowieka, jak i zwierzat. Dostaja si¢ one najczesciej do organi-
zmbw zwierzat i ludzi przez przewod pokarmowy, powodujac okreslone efekty [She-
phard 2008]. Wsréd tych substancji moga byé: (i) $rodki ochrony roslin,
(if) emitowane do srodowiska zanieczyszczenia przemystowe, (iii) pozostatosci stoso-
wanych w terapii lekéw weterynaryjnych, (iv) naturalnie produkowane przez rosliny
substancje czynne, np. mikotoksyny [Elferink i in. 2008, Gajecka i in. 2008].

Zywienie zwierzat skoncentrowane jest na stosowaniu sktadnikow, ktére maja dla
nich istotne znaczenie odzywcze. Procesy trawienia i wchianiania sa obecnie dokfadnie
badane. Jak do tej pory bardzo stabo poznany jest problem trawienia i wchianiania
W organizmie zwierzecym substancji toksycznych lub niepozadanych, chociaz efekty

Adres do korespondencji — Corresponding author: Maciej Gajecki, Katedra Weterynaryjnej
Ochrony Zdrowia Publicznego, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, ul. Oczapow-
skiego 13, 10-718 Olsztyn, e-mail: gajecki@uwm.edu.pl
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ich obecnosci w srodkach spozywczych pochodzenia zwierzecego sa czesto poddawane
dokladnej analizie [Brambilla i in. 2008]. Niektérzy naukowcy zakladaja catkowita
absorpcje tych szkodliwych substancji, by méc przewidzie¢, jak ich ilos¢ pozostaje
w produktach. Przyjmujac taki spos6b myslenia, ignoruje sie podstawowe zasady fizjo-
logiczne obowiazujace podczas procesow trawienia, wchianiania i biotransformacji
w organizmach ludzkim i zwierzecym substancji toksycznych czy niepozadanych
[Liska i in. 2006]. Tego rodzaju postepowanie nie pozwala na korzystanie z ostatnich
zdobyczy wiedzy, jak rowniez uniemozliwia wprowadzenie punktéw krytycznych
zaktadajacych obnizenie poziomow pozostatosci substancji toksycznych czy niepozada-
nych w srodkach spozywczych pochodzenia zwierzecego [Heberer i in. 2007].

Przedtozona praca przedstawia aktualny stan wiedzy o obecnosci substancji
toksycznych pochodzenia paszowego w srodkach spozywczych pochodzenia zwierze-
cego. Tego rodzaju uaktualnienia sa potrzebne z tego wzgledu, ze niektére informacje
wskazuja na spadek znaczenia niektérych wartosci analitycznych, zas techniki toksyko-
logiczne staty si¢ bardziej wyrafinowane. Ponadto poprawienie procesow zarzadzania
ryzykiem w obrgbie zywienia cztowieka oraz pozyskiwanie danych na temat zarzadza-
nia i kontroli substancji toksycznych w produkcji zwierzecej sa dziatalnoscia podsta-
wowa.

CHLOROWCOPOCHODNE

Wigkszos¢ zwiazkdéw chlorowcopochodnych mozna podzielic na trzy grupy:
(i) to zwiazki szybko metabolizowane i wydalane z organizmu, do ktérych mozemy
zaliczy¢ chlorpyrifos; (ii) to zwiazki, z wykrywalna akumulacja, np. lindane; (iii) to
zwiazki, ktore bardzo tatwo odkladaja sie w tkankach, jak np. DDT. Stopien narazenia
na czynniki skazajace jest trudny do okreslenia i nie zawsze stwierdzenie wartosci sred-
nich oraz ustalenie stosunkéw miedzy iloscia odnotowana w organizmie a wartoscia
pobrana lub stwierdzana np. w paszy bedzie mozliwe. W zwiazku z tym skomplikowane
jest opracowanie modelu kinetycznego dla wszystkich, przy tym tak réznych zwiazkdéw.
Szczeg6towa informacja o indywidualnych zwiazkach chemicznych jest jednak nie-
odzowna, by mdc opracowaé¢ indywidualny model kinetyczny, ktory pozwala na okre-
$lenie dopuszczalnych wartosci pozostatosci w tkankach czy produktach zwierzecych
[Kan i Mejer 2007, Kulkarni i in. 2008].

Obecno$¢ szybko metabolizowanych zwiazk6w chemicznych mozna stwierdzi¢
podczas dziatania tych substancji chemicznych na organizm zwierzgcy. Ryzyko wysta-
pienia w tkankach zwierzecych pozostatosci musi by¢ zawsze brane pod uwage, lecz dla
tych szybko metabolizujacych sie zwiazk6w nie musi by¢ opracowywany specjalny
program zarzadzania ryzykiem. Mozna natomiast bra¢ pod uwage ewentualne ryzyko
zdrowia zwierzat zalezne od profilu toksykologicznego mieszaniny zwiazkéw chemicz-
nych i stopnia narazenia organizmdéw [Brambilla i in. 2008].

Obecnos¢ zwiazkdéw z wykrywalng akumulacja jest stwierdzana w organizmie zwie-
rzat jeszcze w ciagu kilku tygodni po skonczonej ekspozycji. Stopien zanieczyszczen
zwiazkami chemicznymi powinien by¢ ograniczany, cho¢ — nalezy doda¢ — tego rodzaju
zanieczyszczenia nie zawsze przekraczaja poziomy MRL (najwyzszy dopuszczalny
poziom pozostatosci — zanieczyszczen chemicznych, biologicznych, produktéw
leczniczych i skazen promieniotworczych w roslinach, u zwierzat, w tkankach lub
narzadach zwierzat po uboju i w s$rodkach spozywczych pochodzenia roslinnego
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lub zwierzecego). To jest spowodowane stosowaniem odpowiednich restrykcji
prawnych i ekonomicznych. W obawie przed konsekwencjami obecnosci tych zwiaz-
kéw sg opracowywane programy zarzadzania ryzykiem, ktore wspotgraja z programami
statej kontroli sktadnikdéw zywnosciowych z danego regionu. Tego rodzaju restrykcje
stosowane sa gtéwnie w krajach rozwinigtych oraz w krajach, gdzie tego rodzaju pro-
blemy zdrowotne u zwierzat maja miejsce [Kan 2004, Polder i in. 2008].

Obecnos¢ zwiazkow tatwo odkiadajacych sie w tkankach wykazuje sie w organi-
zmie zwierzat po kilku tygodniach lub nawet miesiagcach po ich narazeniu [Polder i in.
2008]. Ryzyko zawsze jest rozwazane w celu jego ograniczenia. Pozostatosci, stwier-
dzane podczas réznego rodzaju prac monitoringowych, w zasadzie nie przewyzszaja
pozioméw MRL, przy czym wiekszo$¢ z tych zwiazkéw jest zabroniona w $wiecie.
Zarzadzanie ryzykiem powinno polega¢ na regularnych kontrolach materiatéw paszo-
wych, pochodzacych szczegolnie z krajow, w ktdrych tego rodzaju zwiazki chemiczne
sa nadal uzywane lub gdzie uzyskane wyniki wskazuja, ze omawiane zanieczyszczenia
maja miejsce. Oczekuje sie, ze egzekwowanie zakazéw ograniczy mozliwosé¢ pogorsze-
nia stanu zdrowia zwierzat i ludzi [Heberer i in. 2007].

Postepowanie prewencyjne, zwiazane z obecnoscia pozostatosci zwiazkéw chlo-
rowcopochodnych w produktach pochodzenia zwierzecego, powinno polega¢ na
wykorzystaniu punktéw kontrolnych w programie HACCP, co mozna osiagnaé¢
w szczegolnosci przez kontrole materiatéw paszowych zawierajacych réznego rodzaju
thuszcze. Dzigki temu mozna nawet znacznie ograniczy¢ obecnos¢ niepozadanych
zwiazkéw chemicznych. Z racji tej, ze pozostatosci chlorowcopochodnych zanieczysz-
czajace srodowisko moga skaza¢ produkty pochodzenia zwierzecego, powinny by¢é
skrupulatnie kontrolowane. W wielu przypadkach jeszcze nie sa dopracowane wartosci
dopuszczalne dla zanieczyszczen, o ktérych tu mowa. Okreslenie wartosci dopuszczal-
nych jest jedyna przeszkoda pozwalajaca na skuteczne usuniecie zanieczyszczonych
skfadnikow z tancucha zywnosciowego [Kan i Mejer 2007].

MIKOTOKSYNY

Wystepowanie mikotoksyn niekorzystnie oddziatujace na zdrowie ludzi lub zwierzat
stwierdza sie gtdwnie w ziarnie zbdz po zbiorach, a co si¢ z tym wiaze, w wyproduko-
wanych z nich srodkach spozywczych czy paszach. Toksyny sa wynikiem obecnosci
grzybdw saprofitycznych i endofitycznych wystgpujacych podczas wzrostu roslin albo
grzybdw saprofitycznych pojawiajacych si¢ podczas przechowywania ziarna. Mikotok-
syny, ogélnie rzecz biorac, sa lipofilne (z wyjatkiem fumonizyn typu B) i dlatego maja
sktonnos¢ do odkiadania sie we frakcjach ttuszczowych roslin i zwierzat [Hussein
i Brasel 2001].

Czynniki decydujace o stopniu zatrucia mikotoksynami u ludzi czy zwierzat pobie-
rajacych je z zanieczyszczonymi srodkami spozywczymi czy paszami to: gatunek,
forma dziatania zwiazku, ich biotransformacja w organizmie i mechanizmy obronne.
Poznawane w chwili obecnej mechanizmy i formy dziatania mikotoksyn pozwalaja
dopiero na czegsciowe zrozumienie réznic w reakcji migdzygatunkowej oraz rdznic
indywidualnego obrazu klinicznego w narzadach docelowych. | tak na przykfad aflatok-
syny sa znane z mozliwosci taczenia si¢ z DNA i wywolywania mutagennnych i rako-
tworczych zmian u szczurdw [Fernandez i in. 2000].
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Poznanie metabolizmu i mechanizméw obronnych pozwala zrozumie¢, jak dalece
niebezpieczne sa mikotoksyny dla okreslonych gatunkéw albo poszczegélnych zwie-
rzat, ale takze pomaga w likwidowaniu zatru¢. Wiedza o przebiegu proceséw biotrans-
formacji mikotoksyn w organizmie poszczegolnych gatunkow zwierzat umozliwitaby
naukowcom i osobom odpowiedzialnym za spoteczny stan zdrowia oceni¢ stopien
ryzyka i narazenia na mikotoksyny u réznych gatunkéw zwierzat czy ludzi [Binder
2007].

Ostre efekty toksyczne sa obserwowane tylko wyjatkowo, jednak dtugotrwate nara-
zenie na niskie stezenia poszczeg6lnych mikotoksyn maja najczesciej miejsce i moga
powodowac rézne przewlekle choroby, jak np. nowotwory watroby, nerek, uktadu roz-
rodczego ludzi i zwierzat przy dawkach progowych [Gajecki i in. 2004] lub np. alergie
[Bush i in. 2006, Gajecki i in. 2006].

Ze wzgledu na wystgpowanie mikotoksyn zasadniczo w niskich stezeniach [Saps-
ford 2006] sa one trudne do wykrycia, a analiza srodkdw zywienia zwierzat nie zawsze
daje doktadna ocene wystepujacych w niej metabolitéw grzybow plesniowych, miedzy
innymi z powodu niedoskonatych i zbyt skomplikowanych procedur analitycznych lub
obecnosci nowych, nieznanych jeszcze tego typu zwiazkéw. Brak umiejetnosci rozpo-
znawania objawow w wyniku obecnosci mikotoksyn w srodkach zywienia zwierzat nie
pozwala na wykonanie odpowiednich analiz.

W wielu opracowaniach znajduja sie opisy wynikéw badan interakcji deoksyniwa-
lenolu, fumonizyn czy ochratoksyny A z czynnikami zakaznymi [Kuhn i Ghannoum
2003]. W praktyce lekarskiej jest og6lnie znany fakt interakcji aflatoksyny B; z wiru-
sem zapalenia watroby typu B. Prawdopodobnie dziatanie fumonizyn lub kwasu cyklo-
piazonowego na ten czynnik chorobowy jest podobny, ale do konca niezbadany. Coraz
wigcej pojawia si¢ doniesien przedstawiajacych interakcje pomiedzy ochratoksyna A
a niektorymi wirusami, jak np. hantane wirus, ktory wystepuje endemicznie na Batka-
nach, lecz nie jest doktadnie poznany. Oba wspomniane wirusy i mikotoksyny z grupy
ochratoksyn sa odpowiedzialne za wystepowanie jednostki chorobowej okreslanej jako
chroniczne uszkodzenie nerek (chronic kidney damage) [Gajecki i in. 2007, Pfohl-
-Leskowicz i in. 2002].

W wielu pracach zostaty udokumentowane wiasciwosci immunosupresyjne trichote-
cendéw wobec patogendéw zwierzecych [Zielonka i in. 2003]. Z przedstawionych przy-
ktadow mozna wnioskowaé, ze przy mieszanych zatruciach i podczas podawania
roznych dawek mikotoksyn obraz kliniczny réwniez bedzie mieszany, natomiast
narzadami, ktore podlegaja najsilniejszemu dziataniu mikotoksyn, byty nerki lub
watroba. Narzady rozrodcze reaguja obrzekami badz stanami alergicznymi. [Fischer
i Dott 2003].

Teoretycznie rozwazajac problem interakcji pomigdzy mikotoksynami na poziomie
komdrki, mozna smiato stwierdzi¢, ze jest coraz wiecej pytan, na ktére brak jest jedno-
znacznej odpowiedzi. W chwili obecnej wiadomo, ze interakcja toksokinetyczna, (czyli
interakcja pomigdzy mikotoksynami lub mikotoksynami a srodkami zywienia zwierzat,
ktorej efektem moze by¢ zgodne jednokierunkowe dziatanie prowadzace do wzmozenia
dziatania toksykologicznego — dziatanie synergiczne — lub przeciwne, réznokierunkowe
oddziatywanie powodujace ostabienie albo catkowite zahamowanie dziatania mikotok-
syn — dziatanie antagonistyczne), przebieg proceséw metabolicznych i aspekty interak-
cji toksodynamicznej (czyli dziatanie toksykologiczne kilku mikotoksyn na poziomie
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receptora i efektora) u ludzi i u zwierzat sa wynikiem udziatu ilosciowego i jakosciowego
mikotoksyn [Tritscher i Page 2004].

Nasuwaja si¢ zatem pytania [Krska i Molinelli 2007], np.: Co jest wynikiem interakcji
mikotoksynowej w poszczegolnych tkankach czy komérkach?; Jaki jest efekt koncowy
majacej miejsce mikotoksykozy mieszanej dla catego organizmu zwierzecego
czy ludzkiego?

Organizmy monogastryczne, poczawszy od ptakdw poprzez zwierzeta gospodarskie
i towarzyszace do cztowieka, sa wrazliwe na obecnos¢ kilku czy nawet kilkunastu
mikotoksyn tak w paszach, jak i w srodkach spozywczych. Niezaleznie od wielkosci
najczesciej wystepujacych wartosci okreslonych mikotoksyn w srodowisku podczas
réznego rodzaju badan testuje sie w zasadzie tylko bardzo wysokie dawki poszczegél-
nych mikotoksyn w celu uzyskania jednoznacznych objawéw. W efekcie, uzyskane
wyniki oprécz zademonstrowania skutkdw stanéw okreslanych jako mikotoksykozy
u ludzi czy zwierzat, z punktu widzenia toksykologicznego, niczego wigcej nie wnosza.
Przyktadem moze byc¢ brak uaktualnien w klasyfikacji niektérych mikotoksyn do grupy
czynnikéw rakotworczych przez IARC, oprocz oczywiscie ochratoksyny A i fumo-
nizyny B, oraz brak satysfakcjonujacych hipotez o ich biotransformacji. Tylko w wyni-
ku nieustannego badania skutkéw i sposobéw dziatania mikotoksyn, przy stosowaniu
niskich okotoprogowych dawek u réznych gatunkéw, mozna bedzie skorygowaé
w najblizszej przysztosci nasz sposéb widzenia tego problemu. W podsumowaniu nale-
zatoby stwierdzi¢, ze w przysztosci powinno sie prowadzi¢ badania naukowe mogace
przedstawi¢ wyniki interakcji mikotoksyn (chemicznych mieszanin np. trichotecenéw)
i jak najszybciej wdraza¢ odpowiednie zalecenia. Nie mniej wazne jest rowniez ustale-
nie gatunku zwierzat, ktory bytby uzyty do doswiadczen oraz wyznaczenie konkretnego
celu, do ktdrego powinno si¢ zmierza¢, np. opracowanie dopuszczalnych (progowych)
dawek (stezen) poszczeg6élnych mikotoksyn w materiale roslinnym dla czlowieka
i okreslonych gatunkéw zwierzat [Gajecka i in. 2008].

Woprowadzajac podstawowe zatozenia systemu HACCP w program zwalczania
mikotoksyn, kladziono gtdwny nacisk na stosowanie programéw prewencyjnych juz
podczas fazy wzrostu roslin. Skupiaty sie one na usunieciu lub unieczynnianiu mikotok-
syn z organizmu roslinnego. Szybko jednak stwierdzono, ze jest to skomplikowane
i ekonomicznie nieuzasadnione. Kontrola obecnosci mikotoksyn w polu jest réwniez
trudna do przeprowadzenia, gdyz pogoda petni decydujaca role w namnozeniu grzybéw
plesniowych i tworzeniu mikotoksyn. Niektorzy prébuja wprowadzaé¢ specjalne strate-
gie dietetyczne chroniace przed szkodliwym dziataniem mikotoksyn [Galvano i in.
2001]. Jednakze powstajace warunki ekonomiczne i problemy techniczne powoduja,
ze dotychczasowe propozycje sa bardzo trudne do spetnienia. Wielu koncentruje sie na
opracowywaniu preparatow zmniejszajacych skutecznos¢ miko toksyn, z r6znym skut-
kiem [Polak i in. 2008]. Przedstawione propozycje sprawdzaja sie z dos¢ dobrym wyni-
kiem in vitro, gorsze natomiast efekty uzyskuje si¢ in vivo. W chwili obecnej sugeruje
sie raczej prowadzenie réznych programéw prewencyjnych majacych nie dopusci¢ do
przekroczenia 12% udziatu wody w ziarnie zb6z [Binder 2007].

METALE CIEZKIE

Wazna cecha metali ciezkich jest to, ze chemiczna forma, jaka sie stwierdza, moze
ulec zmianie w trakcie przechodzenia przez sciane jelit lub podczas magazynowania
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metali w tkankach zwierzat, cho¢ jednoczesnie one jako takie nie sa metabolizowane.
Weczesniejsze badania juz udokumentowaty, ze obecnos¢ metali ciezkich w paszy lub
materiatach paszowych jest wynikiem dziatalnosci rolniczej, przemystowej albo przy-
padkowego lub rozmyslnie niewlasciwego uzycia réznych preparatdw potrzebnych
w zyciu codziennym albo w produkcji [Al-Fagih i in. 2008, Elferink i in. 2008].
W roéznych badaniach potwierdzono, ze w tkance miesniowej i mleku nie odnotowuje
si¢ wysokich wartosci metali ciezkich, gdy zwierzeta sa narazone na ich pozyskiwanie.
Gtéwnymi organami, w ktérych pojawiaja sie te pierwiastki, sa watroba i nerki [Inadera
2006].

Stosujac system HACCP w dziataniach prewencyjnych wobec metali cigzkich, nale-
zatoby: zredukowac poziom pozostatosci w paszach poprzez lepsza kontrole i unikanie
stosowania materiatdbw paszowych zanieczyszczonych tego rodzaju pozostatosciami.
Oczywiscie srodowisko i przypadkowe narazenia jest bardzo trudno kontrolowacé.
Badania kontrolne na obecnos¢ metali ciezkich w produktach pochodzenia zwierzecego
polegaja na przegladach i prewencyjnym niedopuszczeniu do naruszenia ustalonych
poziomdw metali cigzkich w okreslonym materiale [Kosobucki i in. 2008].

LEKI WETERYNARYJNE | DODATKI PASZOWE

Leki weterynaryjne i dodatki paszowe w zasadzie sa kontrolowane przed podaniem
zwierzetom i kazdy z nich ma okreslony okres karencji i date waznosci. Z punktu widze-
nia systemu HACCP sa — w pierwszej kolejnosci — rolnik, a nastgpnie lekarz weterynarii,
odpowiedzialni za prawidtowe podawanie zwierzetom lekéw lub dodatkéw paszowych.

Nalezy wyczuli¢ sie na moment, w ktérym moze mie¢ miejsce przechodzenie pozo-
statosci lekéw lub dodatkow paszowych z wsadu paszy leczniczej do wsadu paszy zwy-
ktej zarowno podczas produkcji tej ostatniej, jak i w czasie transportu, i u odbiorcy
[McEvoy 2002].

Stosowane leki, jak i dodatki paszowe daja gwarancje, ze procesy ich biodegradacji
(biotransformacji) w organizmie zwierzat gospodarskich przebiegaja prawidiowo,
tak jak podczas degradacji roznego rodzaju toksyn. Przy czym nalezy pamietac,
ze zawsze znikomy procent uzywanych lekdw i dodatkdw zostaje wydalony
w produktach pochodzenia zwierzecego. Wiedza o tym wynika z faktu posiadania coraz
lepszego sprzetu i dokfadniejszych metod analitycznych, przy czym stwierdza sie,
ze przebieg proceséw metabolicznych jest silniej wyrazony niz ilosciowe przenoszenie
pozostatosci [Reig i Toldrd 2008]. Warto podkresli¢ fakt, ze oznaczane pozostatosci
Sa ponizej wartosci MRL oraz sa niegrozne dla zdrowia konsumenta. Przyktadem tego
jest czesta obecnos¢ w produktach pochodzenia zwierzecego clenbuterolu lub innych
beta-agonistdéw, ktére podaje sie zwierzetom, mimo ze sa zakazane, a zwierzeta zostaja
poddane ubojowi po uptywie okresu karencji [Barbosa i in. 2005, Heberer i in. 2007].
Uwaga jest jednak skupiona na jajach i mleku z racji, ze produkty te sa produkowane
codziennie i okresu karencji nie mozna wyegzekwowac.

Podczas przygotowywania programu zarzadzajacego ryzykiem a dotyczacego lekow
weterynaryjnych i dodatkéw paszowych powinny by¢ brane pod uwage jedynie dwa
aspekty: po pierwsze przestrzeganie odpowiedniego stosowania lekdéw ze znajomoscia
okresu karencji i po drugie — w momencie produkcji lub stosowania pasz leczniczych
nalezy mie¢ na uwadze mozliwos¢ przenoszenia si¢ pozostatosci lekéw do otrzymanego
produktu.
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PODSUMOWANIE

Na szybkos¢ i efektywnosé przenoszenia pozostatosci toksycznych substancji z pasz
do srodkéw spozywczych maja wplyw procesy adsorpcji i biotransformacji tych
zwiazkow chemicznych. Procesy te przebiegaja gtdwnie w enterocytach i w komorkach
innych tkanek.

Samo stwierdzanie obecnosci niepozadanych zwiazkéw w paszy zamazuje obraz
rzeczywistego ich udziatu w réznych procesach i z reguty jest zbyt pdzno na jakakol-
wiek interwencje. Mozna wykonywa¢ pewne dziatania prewencyjne polegajace na:
ochronie produkowanej paszy przed materiatami lub dodatkami o niskiej jakosci zdro-
wotnej i przed czynnikami $srodowiskowymi; wprowadzeniu okresu karencji; czy na
stosowaniu adsorbentéw wylapujacych substancje toksyczne w paszy [Kosobucki i in.
2008].

Zapobieganie sytuacjom, w ktérych wystepuje narazanie sie na substancje tok-
syczne, jest jednym ze znaczacych narzedzi w procesie zarzadzania ryzykiem. Z czyn-
nikami zanieczyszczajacymi znanego pochodzenia mozna tatwo sobie poradzi¢, na co
jest wiele dowoddw (postepowanie z aflatoksyna czy metalami ciezkimi). Brak jednak
prostych metod oznaczania na potrzeby kontroli, obecnosci tego rodzaju zanieczyszczen
we wszystkich materiatach paszowych

Okres karencji powinien by¢ okreslony odpowiednimi regulacjami prawnymi.
Szczeg6lnie w przypadku jajek i mleka, ktore sa produkowane w systemie dziennym
fatwo wzrasta ich poziom zanieczyszczen podczas dtuzszego czasu narazenia. Przerwa-
nie procesu narazenia, ogolnie rzecz biorac, nie jest bezposrednim rozwigzaniem w celu
zmniejszenia poziomu zanieczyszczen, ktére w wiekszosci przypadkéw nie spadaja
do wartoséci dozwolonych w ciagu jednego dnia. Z racji tej na przyktad krowy i kury
nioski jeszcze przez wiele dni lub tygodni beda dostarczaty produkty nie nadajace sie
do spozycia. W takiej sytuacji okres karencji pozwolitby rozwiaza¢ tego rodzaju
problemy.

W odniesieniu do zwierzat rosnacych, ktére nie dostarczaja swych produktow
(migso) codziennie, mozemy uzyska¢ zmniejszenie poziomu zanieczyszczen — przez
»rozcienczenie” jako wynik wzrostu organizmu zwierzat (tuczniki, wolce), co pozwala
na uzyskanie produktu, ktory bedzie spetniat wymogi prawne, jesli chodzi o wielkos¢
zanieczyszczenia [Elferink i in. 2008]. Ten spos6b postepowania wykorzystano podczas
awarii dioksynowej wobec tucznikdw, u ktorych masa ciata w okresie stwierdzenia
obecnos¢ dioksyn w paszy byta ponizej 50 kg.

Stosowanie adsorbentéw jest intensywnie sprawdzane pod katem wystepowania
organicznych zwiazkdéw chloru i mikotoksyn. Wyniki badan organicznych zwiazkow
chloru nie sa obiecujace. Innego rodzaju wyniki sa uzyskiwane podczas badan z miko-
toksynami.

Uogolniajac problem, mozna stwierdzi¢, ze organiczne zwiazki chloru generalnie sa
adsorbowane i przenoszone do organizmu, lecz nie sa zbyt szybko metabolizowane.
Tak wigc zapobieganie ich obecnosci w paszy dla zwierzat jest najlepszym sposobem
kontroli obecnosci zanieczyszczen. Mniej trwate skiadniki sa rzadko zauwazane
w produktach pochodzenia zwierzecego jako wynik zanieczyszczenia paszy [Brambilla
i in. 2008].
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Zanieczyszczenia metalami cigzkimi i lekami powinny by¢ kontrolowane poczaw-
szy od mieszadet, poprzez selekcjg materiatdw paszowych i zywnosciowych oraz przez
wihasciwe praktyki produkcyjne [Heberer i in. 2007].

Zanieczyszczenia srodowiskowe sa nadal problemem dla czynnikéw kontrolujacych
i opracowujacych system zarzadzania ryzykiem.

Ocena ryzyka jest czyms, co dla konsumentéw ma istotna wartos¢ informacyjna,
wiaze sie z warunkami ekonomicznymi i produkcyjnymi. Brak prostych i tanich metod
analitycznych wykrywajacych obecnos¢ wigkszosci zanieczyszczen wyklucza wprowa-
dzenie ekstensywnych badan skriningowych jako narzedzia w zarzadzaniu ryzykiem.

Mimo olbrzymiej liczby opracowan dotyczacych obecnosci pozostatosci w produk-
tach pochodzenia zwierzecego i sposobu przenoszenia tych toksycznych substancji
— wiedza o dynamice ich obrotu metabolicznego u zwierzat gospodarskich jest
znikoma. Zatem wskazujac badania priorytetowe, w tym ogromnym zadaniu badan
toksykologicznych, nalezy patrze¢ na nie przez pryzmat zdrowia cztowieka i zwierzat.
Czynnikiem selekcjonujacym wszystkie zadania badawcze powinna by¢ toksycznosé
poszczegblnych sktadnikéw chemicznych w ekosystemie. Towarzyszace temu przypadki
zatru¢ substancjami chemicznymi obecnymi w paszy lub srodkach spozywczych beda
tez wplywaé na tok badan (mikotoksyny, dioksyny, DDT czy nitrofen) [Kulkarni
i in. 2008]. Brakuje réwniez informacji o mozliwosci dziatan strategicznych jako narze-
dzia w zarzadzaniu ryzykiem. Rozwdj systemdéw jakosci wymaga tego rodzaju wiedzy,
ktora moze sta¢ sie impulsem w opracowaniu chronologii badanh.
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RISK OF TRANSMISSION CONTAMINANTS
FROM FEEDSTUFFS TO FOOD

Abstract. A toxic substance like chlorinated pesticides, micotoxin, heavy metals and ve-
terinary medicines are almost omnipresent in environment. Thus, they are also in the re-
sources for animals. Correct management depends on acquaintance of course of process
adsorption, risk biotransformation and expelling of this substance and in provender mate-
rials practical methods of drops of values of these substances. Toxic substances are meta-
bolized before or after adsorption by mucous membrane intestines. According from phy-
sico-chemical some of them are metabolized into nontoxic products. Generality most of
the veterinary medicine and provender additions belongs to this group. Other substances
are put inside in animal tissues as e.g. dioxins. The point of research was purpose of work
about consequence of different presence of kind of chemical compounds (residues) con-
taminating plant material.
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