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ABSTRAKT

Brojot somatski kletki i brojot mikroorganizmi se kriteriumi spored koi i se procenuva dali
surovoto mleko e vo soglasnost so Pravilnikot za posebnite barawa za bezbednost i higiena i
na~inot i postapkata za vr{ewe na slu`benite kontroli na mlekoto i mle~nite proizvodi �Sl.
vesnik na RM� 157/2007. Spored barawata, operatorite so surovo mleko se obvrzani da gi sprove-
dat site proceduri so koi }e garantiraat deka mlekoto gi ispolnuva kriteriumite postaveni
spored Pravilnikot. Istovremeno, Republika Makedonija mora da gi ispolni i kriteriumite na
EU propi{ani vo Direktivata na EU 92/46 (Council directive 92/46/EEC laying down the health rules for
the production and placing on the market of raw milk, heat-treated milk and milk-based products) vo odnos
na kvalitetot na surovoto mleko kako del od planot za pribli`uvawe na na{eto zakonodavstvo i
proizvodstvo na mleko kon uslovite vo EU. Nezavisnata laboratorija za kontrola na mlekoto pri
FVM-Skopje, vo ramkite na svoite aktivnosti vo periodot fevruari-avgust 2008 godina izraboti
studija za dobivawe na preliminarni rezultati za sostojbata so surovoto mleko koe se proizve-
duva vo R. Makedonija, vo odnos na brojot somatski kletki vo mlekoto (BSK) i brojot mikroorga-
nizmi (BMO). Vo studijata bea izvr{eni 2065 analizi na BMO i 1625 analizi na BSK, na surovo
mleko od proizvoditelite od razli~ni regioni vo dr`avata. Od ispitanite primeroci samo
41,8% gi ispolnuvaat kriteriumite za BSK, a 41,45 kriteriumite za BMO dadeni vo Pravilnikot
za 2008 godina. Samo za sporedba-barawata vo Council Directive gi ispolnuvaat 42,7% vo odnos na
BSK i 10,7% vo odnos na BMO, imaj}i gi pritoa vo predvid razli~nite barawa vo sporedba so
Pravilnikot.

Klu~ni zborovi: kvalitet na surovo mleko, broj somatski kletki, broj mikroorganizmi
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VOVED

Pravilnikot za posebnite barawa za bezbednost i higiena i na~inot i postapkata za vr-
{ewe na slu`benite kontroli na mlekoto i mle~nite proizvodi �Sl. vesnik na RM#
157/2007 pokraj ostanatoto gi propi{uva kriteriumite za surovoto kravjo mleko vo pe-
riodot od 2008 do 2012 godina. Spored prilogot 3 koj e sostaven del na citiraniot Pra-
vilnik, BMO treba postepeno da se namaluva od 800.000 cfu/ml vo 2008 do 600.000 vo 2009,
400.000 vo 2010, 200.000 vo 2011 do 100.000 cfu/ml vo 2012. Vo odnos na BSK, istiot treba
postepeno da se namaluva od 600.000 scc/ml vo 2008, 500.000 vo 2009 na 400.000 scc/ml vo
2010 godina. So postignuvaweto na ovie kriteriumi vo 2010 za BSK odnosno 2012 za BMO,
makedonskoto surovo mleko }e gi dostigne standardite koi va`at za kvalitetot na
surovoto mleko vo zemjite na Evropskata Unija. 

Vkupniot broj mikroorganizmi i brojot somatski kletki vo surovoto mleko zavisat od
golem broj razli~ni faktori. Za da se dostignat baranite kriteriumi od noviot pra-
vilnik, potrebno e da se poznavaat faktorite koi imaat najgolem vlijanie vrz BMO i BSK.  

Somatskite kletki se normalen del od mlekoto kako negova prirodna sostojka i kaj
zdravoto vime ne vlijaat na negoviot sostav i fizi~ko-hemiskite osobenosti (7). Glavno
se sostojat od epitelni kletki na vimeto i kletki koi se po poteklo od krvta (leukoci-
ti). Od vkupniot broj 70% se epitelni kletki na vimeto (ko`ata, alveolite, mle~nite
kanal~iwa i mle~nata cisterna), a ostatokot od 30% go so~inuvaat kletkite od krvta i
ostanati kletki (15). Normalniot broj somatski kletki zavisi od pove}e faktori, no kaj
zdravo vime vo prosek iznesuva 20.000 cfu/ml. Sekoe zgolemuvawe na brojot somatski
kletki nad 250.000 ili 300.000 vo ml mleko se smeta kako pokazatel na mastitis
(7,8,9,11,12,16). 

Vo prou~uvaweto na patologijata na mle~nata `lezda i dijagnostikata na infi-
ciranite ~etvrtini od vimeto se koristi opredeluvaweto na BSK vo mlekoto (3,4,10,25).
Ovoj parametar se smeta za najdobar pokazatel za  zdravstvenata sostojba na mle~nata
`lezda (17,18,19,20).

Vo spravuvaweto so mastitisot se primenuva i identifikacija i tipizacija na patoge-
nite mikroorganizmi i ponatamo{no opredeluvawe na antibiotski minimalni inhibi-
torski koncentracii (MIC) za sekoj izolat poedine~no. 

Osven somatkite kletki vo mlekoto od zdravi kravi, normalno se nao|a i opredelen
mal broj mikroorganizmi. Mlekoto se sintetizira vo specijalizirani kletki vo mle~nata
`lezda i re~isi e sterilno koga se la~i od alveolite vo mle~nata cisterna na vimeto
(27). Toj broj normalno iznesuva pomalku od 1000 cfu/ml (28). Zdravoto vime mnogu malku
ili voop{to ne vlijae na vkupniot broj bakterii vo zbirnoto mleko, dodeka kaj kravite
so mastitis se javuva opasnosta od {irewe na golem broj na mikroorganizmi vo sinxirot
na mleko. Kaj zdravite kravi, mamarniot kanal, mle~nata cisterna i vrvot na boskata
mo`at da bidat kolonizirani so razli~ni mikroorganizmi, no so dobra higienska praksa
pred molzeweto (31,32) tie nemaat pogolemo vlijanie vrz vkupniot broj mikroorganizmite
vo zbirnoto mleko, nitu vrz potencijalot za porast na brojot na mikroorganizmite vo
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tekot na fazata na ladewe. Prirodnata mikroflora glavno ima malo vlijanie vrz bro-
jot na mikroorganizmite vo mlekoto. No, slu~ajot so mastiti~ni kravi e sosema poinakov.
Vlijanieto na mastitisot vrz vkupniot broj mikroorganizmi zavisi od vidot na mikroor-
ganizmot koj ja predizvikal infekcijata, stadiumot na infekcijata i procentot na infi-
ciranite grla. Kaj inficiranite kravi BMO vo mlekoto mo`e da iznesuva i do 107 bak-
terii vo ml. Ako vo mlekoto od edna krava VBB iznesuva 107 ml i pretstavuva 1% od vkup-
noto mleko vo rezervoarot, VBB vo zbirnoto mleko bez vlijanie od drugi izvori }e izne-
suva 105 ml (32).

Vrz brojot na mikrooganizmite vlijanie ima i ~isteweto i sanitacijata na opremata.
^istotata na sistemot za molzewe vlijae na vkupniot broj bakterii vo mlekoto. Os-
tatocite od mleko na opremata so koja mlekoto doa|a vo kontakt go podr`uvaat rastot na
razli~ni mikroorganizmi. Organizmite koi se smetaat za prirodna mikroflora na i vo
vimeto ne rastat zna~itelno vo surovoto mleko vo tekot na fazite na ladewe na mleko-
to. Glavno se sostojat od predizvikuva~i na kontagiozen mastitis (pr. Staph. Agalactiae) i
nekoi soevi (pr. Coliforms) povrzani so enviromentalniot mastitis (30). Vodata koja se
koristi na farmata mo`e isto taka da bide izvor na mikroorganizmi, osobeno
psihrotropnite, za kontaminacija na povr{inite na opremata i mlekoto (31).

Temperaturata i vremeto na skladirawe na mlekoto imaat golemo vlijanie vrz brojot na
mikroorganizmite. Ladeweto go spre~uva zgolemuvaweto na brojot na mezofilnite bak-
terii dodeka vo isto vreme go zgolemuva brojot na psihrofilnite mikroorganizmi. Psi-
hrofilnite mikroorganizmi navleguvaat vo mlekoto od ne~istoto vime, ne~istata oko-
lina i ne~istata oprema. ^uvaweto na mlekoto na temperatura od 7,2OC ovozmo`uva mnogu
pobrz rast na mikroorganizmite vo sporedba so mlekoto ~uvano na 4,4OC. (29). 

MATERIJAL I METODI

Za opredeluvawe na BMO bea koristeni 2065 primeroci, a za opredeluvawe na BSK 1625
probi surovo kravjo mleko zemeni od farmi na teritorijata na Republika Makedonija.
Primerocite bea dostavuvani vo plasti~ni sterilni zape~ateni ~a{ki so kapacitet od
50 ml vo koi prethodno ve}e be{e dodaden konzervans Azidiol (Sigma-Aldrich) vo koli~est-
vo od 0,25 ml i transportirani na temperatura od +4OC do Laboratorijata za kvalitet na
surovo mleko pri Fakultetot za veterinarna medicina od Skopje. Od priemot do zapo~-
nuvawe na analizata primerocite bea ~uvani na +4OC. Voobi~aena praktika e primero-
cite da se testiraat najdocna 72 ~asa po zemaweto od kooperantite. Pred da se zapo~ne
so broewe na somatskite kletki, primerocite bea zagrevani na temperatura od 40OC za 15
minuti i istite bea dvapati analizirani na aparatot Fossomatic 6000 (Foss Electric, Den-
mark). Za broewe na vkupniot broj mikroorganizmi be{e koristen Bactoscan 8000 (Foss
Electric, Denmark). Procedurata za broewe na BSK be{e izvedena vo soglasnost so akre-
ditiran metod ISO 17025-FVM-SOP-398 spored referenci od ISO 13366-2:2006/. Proce-
durata za BMO be{e izvedena spored standardot Milk-Quantitative determination of bac-
teriological quality, IDF Standard 161A: 1995.
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REZULTATI I DISKUSIJA

Broj na somatski kletki
Samo 704 primeroci odnosno 42,79% od primerocite go ispolnuvaat kriteriumot na

Evropskata Unija (Council Directive 92/46 EEC) vo odnos na maksimalniot broj somatski
kletki vo mlekoto. Od dobienite rezultati od broeweto na somatskite kletki mo`e da
se konstatira deka 682, odnosno 41,45% primeroci imaat nad 600,001 somatski kletki na
ml {to zna~i ne odgovaraat na kriteriumite od Pravilnikot za 2008 godina. 936 prime-
roci odnosno 58,54% gi ispolnuvaat kriteriumite za surovo mleko za 2008 godina. Prikaz
na rezultatite vo odnos na BSK e daden vo Tabela 1 i Grafikon 1. Pri~inite za vaka
visokiot BSK mo`at da se baraat vo slabata kontrola na zdravstvenata sostojba na
vimeto na molznite kravi i nepravilniot menaxment so stadoto.

Tabela 1. Dobieni rezultati za BSK i
broj primeroci po kategorii spored
Pravilnikot

Grafikon 1. Procentualno u~estvo
na primeroci mleko spored brojot
somatskite kletki dadeni vo
Pravilnikot, izrazeni vo procenti

Vo tabela 2 i grafikon 2 e pretstaven procentualniot odnos za BSK na mlekoto koe gi
ispolnuva kriteriumite spored Council Directive 92/46 EEC. Visokiot procent primeroci
koi ne go ispolnuvaat kriteriumot do 400.000 scc/ml e podatok koj govori za nesoodvetna-
ta kontrola na zdravjeto na mle~nata `lezda. Isto taka, neuspehot da se dijagnosticira
subklini~kiot mastitis mo`e da bide u{te edna dopolnitelna pri~ina za toa.
Bakteriskoto vospalenie na mle~nata `lezda mo`e da bide i izvor na patogeni mikroor-
ganizmi i nivni toksini vo mlekoto koi mo`at da pretstavuvaat opasnost po zdravjeto na
potro{uva~ite. 

Godina BSK ml Broj primeroci %

Von pove}e od 600.001 682 41,45
pravilnik

2008 500.000 do 600,000 131 7,96

2009 400.000 do 500.000 128 7,78

2010 do 400.000 704 42,79

Vkupno 1645 99,98

nad 600.001

do 600.000do 500.000

do 400.000

42,79 42,79

7,78 7,96
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Tabela 2. Procent na primeroci
mleko koe odgovara na Council
Directive 92/46 EEC vo odnos na BSK

Grafikon 2. Procent na primeroci
mleko koe odgovara na Council Directive
92/46 EEC vo odnos na BSK

Broj na mikroorganizmi
Od tabelata mo`e da se konstatira deka samo 221 primerok od vkupno testirani 2065

primeroci ili 10,7% gi ispolnuvaat kriteriumite na Evropskata Unija (Council Directive
92/46 EEC) vo odnos na BMO. Nad 800,001 cfu/ml imaa 1207 primeroci ili 58,45% {to
zna~i deka ne gi ispolnuvaat kriteriumite za surovo mleko opredeleni vo Pravilnikot
za 2008 godina. Pri obrabotkata na podatocite za BMO be{e vidlivo deka e mnogu mal
brojot primeroci koi bi gi ispolnile i kriteriumite dadeni za slednite ~etiri godini.

Tabela 3. Dobieni rezultati za 
BMO i broj primeroci po kategorii
spored Pravilnik

Grafikon 3. Procentualno u~estvo 
primeroci mleko spored brojot 
mikroorganizmi dadeni vo Pravilnikot
izrazeni vo procenti

BSK %

EU mleko 0 - 400,000 42,79

ne ispolnuva kriteriumi pove}e od

na Council Directive 400,001  57,21

92/46 EEC

EU mleko 0-400.000

Ne ispolnuva
kriteriumi
na EU 400.001
i pove}e

57,21 42,79

nad 800.001 cfu

do 800.000 cfu

do 600.000 cfu

do 400.000 cfu

do 200.000 cfu

do 100.000 cfu

10,7

6,19

9,2

7,55

8,03

58,45

Godina BMO Broj primeroci %

Von nad 800.001 1207 58,45
pravilnik

2008 do 800.000 125 6,19
2009 do 600.000 156 7,55
2010 do 400.000 190 9,2
2011 do 200.000 166 8,03
2012 do 100.000 221 10,7

Vkupno 2065 100,12
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Vo tabela 4 i grafikon 4 e pretstaven procentualniot odnos za BMO na mlekoto koe gi
ispolnuva kriteriumite  spored Council Directive 92/46 EEC. 

Tabela 4. Procent primeroci mleko
koe odgovara na Council Directive
92/46 EEC vo odnos na BMO

Zabele`itelno e deka samo okolu 10% od primerocite go ispolnuvaat evropskiot kri-
terium za sodr`inata na mikroorganizmi vo 1 ml koj dozvoluva najmnogu 100.000 mikroor-
ganizmi vo mililitar. Ovoj broj prisutni mikroorganizmi ne samo {to go pravi mlekoto
negodno za prerabotka vo mle~ni proizvodi, tuku i mo`e da pretstavuva opasnost po
bezbednosta na mlekoto i mle~nite proizvodi. 

Grafikon 4. Procent na primeroci
mleko koe odgovara na Council
Directive 92/46 EEC vo odnos na BMO

BMO e vo direktna zavisnost od inicijalnata kontaminacija na mlekoto so mikroorga-
nizmi od mle~nata `lezda i mikrorganizmi (kontaminenti) od okolinata (pr. postelka,
urina, feces) koi vo zna~itelen broj mo`at da gi naselat povr{inite od opremata za
molzewe i povr{inite so koi mlekoto doa|a vo kontakt (31). So minimizirawe na nivoto
na kontaminacija na mlekoto od ovie izvori signifikantnoto bi se preveniralo nivoto
na psihrofilnite mikroorganizmi. Na toj na~in od momentot na ~uvaweto na mlekoto vo
laktofrizerot na farmata, transport i ~uvaweto vo sobirnata cisterna na mlekarata,
pa se do po~etokot na obrabotkata, brojot na prisutni mikroorganizmi vo mlekoto se
zadr`uva na najnisko mo`no nivo. Spored toa, BMO i BSK najmnogu  zavisi od menaxmen-
tot so stadoto (22), suzbivaweto na mastitisot (5,6), higienata na molzeweto (24) i
ladeweto na mlekoto od laktofrizerot do mlekarata (29). 

ZAKLU^OCI
1. Samo 704 (42,79%) od ispitanite primeroci kravjo mleko go ispolnuvaat kriteriumot

od Council Directive 92/46 EEC vo odnos na maksimalniot broj somatski kletki vo mleko-
to.

BMO %

EU mleko 0 - 100,000 10,7

ne ispolnuva kriteriumi

na Council Directive 100,001 i pove}e 89,3

92/46 EEC

0-100.000

100.001 i pove}e

10,7

89,3
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2. Duri 682 primeroci (41,45%) imaat nad 600,001 somatski kletki na ml, {to zna~i ne
odgovaraat na kriteriumite od Pravilnikot za posebnite barawa za bezbednost i
higiena i na~inot i postapkata za vr{ewe na slu`benite kontroli na mlekoto i
mle~nite proizvodi �Sl. vesnik na RM� 157/2007 za 2008 godina 

3. Samo 221 (10,7%) primerok od ispitanoto kravjo mleko  gi ispolnuvaat kriteriumite
na Council Directive 92/46 EEC vo odnos na brojot na mikroorganizmite vo mlekoto. 

4. 1207 primeroci (58,45%) imaa pove}e od 800,001 cfu/ml {to zna~i ne se ispolneti kri-
teriumite za surovo mleko opredeleni vo Pravilnikot za posebnite barawa za
bezbednost i higiena i na~inot i postapkata za vr{ewe na slu`benite kontroli na
mlekoto i mle~nite proizvodi �Sl. vesnik na RM� 157/2007 za 2008 godina.
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QUALITY OF RAW COW MILK IN REPUBLIC OF MACEDONIA DETERMINED
THROUGH THE TESTING OF SOMATIC CELL COUNT AND 3TOTAL VIABLE

COUNT

Ljupco Angelovski1, Dean Jankuloski1, Sandra Kostova1, Marija Ratkova1, 
Irena Erakovic Tokalic2, Pavle Sekulovski1,

1Department for food safety, Faculty for veterinary medicine in Skopje
2Manager for food safety and quality, SJ company, McDonald�s

e-mai: ljangelovski@fvm.ukim.edu.mk

ABSTRACT 
Somatic cells count and total viable count are criteria used to estimate the compliance of raw cow milk with
the Book of rules for demands for safety and hygiene and procedures for official controls of milk and milk
products, Official Gazzete of RM 157/2007. According to the given demands, raw milk operators are obliged
to conduct all procedures and to guarantee that milk is in compliance with the criteria laid down in  Book of
rules. At the same time, Republic of Macedonia have to fulfill EU criteria laid down in Directive 92/46 (Council
directive 92/46/EEC laying down the health rules for the production and placing on the market of raw milk,
heat-treated milk and milk-based products) for quality of raw milk as part of implementation of community
legislation and milk production. The independent laboratory for milk quality control at FVM-Skopje, in frame
of its activities in the period February-August 2008 has conducted a study for obtaining preliminary results
for the situation with raw milk quality produced in R. of Macedonia for somatic cells counts and total viable
count. In the study we analyzed 2065 samples for TVC and 1625 samples for SCC of raw milk samples pro-
duced in different parts of the country. From the tested samples only 41,8% fulfill criteria for SCC and 41,45%

criteria for TVC lay down in Book of rules for 2008. Assessment of the results in light of Council Directive it
is obvious that only 42,7% of the samples for SCC and 10,7% for TVC fulfill the criteria of Council Directive
having in mind different requirements vs. Book of rules. 

Keywords: raw milk quality, somatic cell count, total viable count.
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APSTRAKT

Poznavaweto na vrednostite na metaboli~kiot profil e va`no za preveniraweto na t.n.
�produkciski zaboluvawa� koi predizvikuvaat golemi {teti vo produkcijata na mleko. Celta
na ovie ispituvawa be{e da se odredi metaboli~kiot profil i negovite referentni vred-
nosti kaj mle~nite kravi vo nekolku na{i farmi. Bea ispituvani ~etiri kategorii mle~ni
kravi: stelni juni~ki, kravi vo rana laktacija, kravi vo docna laktacija i zasu{eni kravi. Vo
diskusijata se obrazlo`eni statisti~ki zna~itelnite razliki vo vrednostite na poedini
parametri (glikoza, vkupni proteini, urea, kreatinin, AST, GGT) pome|u razli~nite grupi
ispituvani `ivotni, kako statisti~ki zna~itelnite korelacii pome|u poedini parametri
(glikoza, vkupni proteini, albumini, kalcium, fosfor, urea, kreatinin, holesterol, trigli-
ceridi, AST, GGT) vo ramkite na sekoja od grupite ispituvani `ivotni. Vrednostite dobieni
od na{ite ispituvawa bea sporeduvani so referentni vrednosti. Be{e utvrdeno deka kra-
vite opfateni vo ovie ispituvawa se so dobar metaboli~ki profil, ~ii vrednosti se do ne-
kade razli~ni od referentnite. Kaj kravite vo laktacija, osobeno ako e rana, postoi sklo-
nost kon energisko-proteinski deficit, no mala e sklonosta kon deficit na kalcium.

Klu~ni zborovi: mle~ni kravi, produkciski zaboluvawa, metaboli~ki profil, energisko-
proteinski deficit
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VOVED

Mlekoto proizvedeno od mle~ni kravi e kompleksen produkt koj se sostoi od pove}e
raznovidni anorganski i organski sostojki. Hemiskiot sostav na mlekoto e direktno
povrzan so negoviot kvalitet i zavisi od zdravstvenata sostojba na `ivotnoto. Od
indikatorite na zdravstvenata sostojba na mle~nite kravi, za mlekoto, me|u drugoto,
e va`en i metaboli~kiot profil, bidej}i toj vlijae vrz hemiskiot sostav, a so toa i
vrz kvalitetot na proizvedenoto mleko. Sostojbite na metaboli~ki naru{uvawa koi
vlijaat vrz kvalitetot na finalniot produkt, t.e. mlekoto, nekoi avtori gi narekuva-
at �produkciski zaboluvawa� (1, 2), i za nivno determinirawe se razvieni presimpto-
mati~ni dijagnosti~ki testovi (1). Vo produkciski zaboluvawa spa|aat puerperalna-
ta pareza (mle~na treska), hipomagneziemijata, acetonemijata i nekoi  drugi zabolu-
vawa koi se manifestiraat so neramnote`a pome|u vnesuvaweto na hranlivi sostoj-
ki (ang. input) vo organizmot i produkciskite i reprodukciskite ostvaruvawa na `i-
votnoto (ang. output). Pri vakva neramnote`a, mo`e da dojde do promeni vo koli~est-
voto na telesnite rezervi na odredeni metaboliti ili do promeni vo nivnoto proiz-
vodstvo. Produkciskite zaboluvawa mo`at da nastanat poradi gre{ki vo ishranata
ili poradi nesoodvetnosta na metaboli~kiot kapacitet na organizmot da proizvede
dovolno koli~estvo odredeni komponenti od mlekoto so genetski zadadeniot produk-
ciski kapacitet. Za da go proizvede mleko vo ona koli~estvo {to e genetski zadade-
no, vo uslovi na nedostatok na odredeni komponenti (deficit vo hranata, nesoodvet-
ni metaboli~ki kapaciteti), kravata kako supstrat za produkcija gi koristi sop-
stvenite tkiva. Ova rezultira so promeni na odredeni parametri od metaboli~kiot
profil, t.e. so nivno pa|awe pod fiziolo{kite granici, {to se, vsu{nost, znacite na
produkciskata bolest. Ova pred s# se odnesuva na hipoglikemijata, ~ija posledica e
ketozata, a od mineralnite disbalansi va`ni se hipokalcemijata i hipomagneziemi-
jata. Hiponatriemijata ne e tolku ~esta, osven ako e vegetacijata siroma{na so natri-
um, i toga{ mo`e da se o~ekuva t.n. �sindrom na li`ewe� (ang. licking syndrome). Od
oligolementite zna~aen e deficitot na bakar, iako bakarot se dodava vo krmnite
smeski. So promena vo re`imot na ishranata, ovie parametri reagiraat razli~no.
Taka, na primer, serumskata glikoza, serumskiot anorganski fosfor i magneziumot
reagiraat brgu, dodeka albuminite reagiraat pobavno.

Poradi gorenavedenovo, od isklu~itelna va`nost e da se znaat referentnite vred-
nosti na parametrite na metaboli~kiot profil. Za taa namena se vr{eni pove}e is-
pituvawa (3, 4, 5) koi uka`uvaat deka ovie parametri zavisat od vidot i rasata na
`ivotnoto, na~inot na odgleduvawe, vozrasta, polot, ishranata, fizi~kata aktivnost
itn., od edna strana, no i od laboratoriskite dijagnosti~ki testovi i reagensite koi
se primeneti, od druga. Za ovie razliki postojat brojni navodi. Kaj junci i bikovi so
ruptura na mo~niot meur i na uretrata doa|a do namaluvawe na serumskite koncen-
tracii na natriumot i na hloridite, dodeka koncentraciite na kreatininot, ureata i
na vkupnite proteini se zgolemeni; ovie promeni se poizrazeni pri ruptura na mo~en
meur otkolku pri ruptura na uretra (6). Kaj teliwa so respiratorno zaboluvawe se
javuva namaluvawe na nivoto na serumskite fosfor, magnezium, kalium, `elezo i
alkalna fosfataza, dodeka nivoto na bilirubinot i na AST e zgolemeno (7). Kaj goj-
nite goveda od rasata [orthorn serumskite koncentracii na ureata, vkupnite pro-
teini i bilirubinot, kako i serumskata aktivnost na laktat-dehidrogenazata se zgo-
lemuvaat so vozrasta, dodeka koncentraciite na kalciumot i fosforot i aktivnosta
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na alkalnata fosfataza so vozrasta se namaluvaat; kaj istive goveda glikozata i
kreatininot se namaluvaat vo tekot na laktacijata, dodeka laktat-dehidrogenazata,
AST i ureata vo tekot na laktacijata se zgolemuvaat (8). Hipokalcemijata se javuva kaj
postari grla, naj~esto pri puerperalnata pareza, no mo`e da se javi i kako posledi-
ca na deficit na kalcium vo hranata, fizi~ki napor ili lo{i vremenski priliki, i
toga{ odi zaedno so hiperglikemijata, koja e znak na stres kaj govedata (9).
Metaboli~kiot profil se menuva i vo uslovi na metaboli~ka acidoza (10).

Od sevo ova mo`e da se zaklu~i deka podatocite za metaboli~kiot profil kaj go-
vedata se mo{ne heterogeni (vo zavisnost od rasata, geografskata pripadnost i na-
~inot na dr`ewe i ishrana), i pove}e se odnesuvaat za teliwa i gojni goveda, otkolku
za mle~ni kravi. Celta na ovoj trud e da se utvrdat vrednostite na parametrite na
metaboli~kiot profil kaj mle~nite kravi vo nekolku na{i farmi i da se utvrdi vo
koja merka korespondiraat so referentnite vrednosti (11).

MATERIJAL I METODI

Predmet na na{ite ispituvawa bea mle~ni kravi od hol{tajn-friziskata rasa vo
nekolku kravarski farmi od razli~ni delovi na dr`avata: farmata �Eurolend�, s.
Petrovec, Skopsko, farmata vo s. Porodin (vo ramkite na ZIK �Pelagonija� - Bitola)
i edna privatna farma vo Kumanovo vo periodot fevruari - april 2008 godina.
Ispituvanite `ivotni bea podeleni vo ~etiri grupi: stelni juni~ki, kravi vo rana
laktacija, kravi vo docna laktacija i zasu{eni kravi. Brojot na stelnite juni~ki
be{e 14, brojot na kravi vo rana laktacija 21, brojot na kravi vo docna laktacija 11,
dodeka brojot na zasu{eni kravi be{e 14. Krvta be{e zemana so punkcija na kokci-
gealnata vena (farmata �Eurolend�) odnosno na jugularnata vena (farmite vo Bitola
i vo Kumanovo). Serumot be{e izdvoen so centrifugirawe 10 min na 4000 vrte`i/min
i be{e ispituvan vo Laboratorijata za biohemija pri Fakultetot za veterinarna med-
icina - Skopje. Bea ispituvani slednive biohemiski parametri: glikozata so meto-
data na enzimska determinacija; vkupnite proteini so biuretskata metoda; albumi-
nite so direktnata kolorimetriska BCG metoda; kalciumot so direktna kolori-
metriska metoda; fosforot so direktna kolorimetriska metoda; ureata so komplet-
nata enzimatska metoda so GLDH; kreatininot so kolorimetriskata kineti~ka meto-
da bez deproteinizacija; trigliceridite so GPO-PAP metodata; holesterolot so
CHOD-PAP metodata; aspartat-aminotransferazata (AST) so metodata za kineti~ka
determinacija; i γ-glutamil-transferazata (GGT) so metodata za kineti~ka deter-
minacija. Site reagensi upotrebeni vo testirawata bea proizvodi na Sentinel Diagnos-
tics (Francija), a site testirawa bea izvr{eni na fotometarot Stat Fax 3300 (Awa-
reness Technology). Statisti~kite presmetuvawa (deskriptivna statiskika, [tuden-
tov t-test, koeficient na korelacija ) bea izvr{eni kompjuterski so programata STA-
TISTICA 6.0 (StatSoft, Inc.). Isto taka izvr{ena e sporedba na dobienite rezultati so
referentni vrednosti (11).

REZULTATI

Rezultatite od deskriptivnata statistika (aritmeti~ka sredina, standardna de-
vijacija, standardna gre{ka, minimum i maksimum) za site ~etiri kategorii ispitu-
vani `ivotni se dadeni vo Tabelite 1 i 2.
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Tabela 1: Deskriptivna statistika (aritmeti~ka sredina h, standardna devijacija,
standardna gre{ka, minimum i maksimum) kaj stelnite juni~ki i kaj kravite vo rana
laktacija

Tabela 2: Deskriptivna statistika (aritmeti~ka sredina , standardna devijacija,
standardna gre{ka, minimum i maksimum) kaj kravite vo docna laktacija  i kaj
zasu{enite  kravi

Ako se sporedat na{ite rezultati so referentnite vrednosti }e se vidi deka pos-
tojat razliki. Kaj site parametri osven kaj GGT minimalnata vrednost kaj na{ite re-
zultati e pomala od referentniot minimum, dodeka maksimalnata e vo ramkite na
referentnite vrednosti (glikoza; holesterol; kalcium kaj stelni juni~ki, kravi vo
docna laktacija i zasu{eni kravi; urea kaj stelni juni~ki, kravi vo rana i kravi vo
docna laktacija; kreatinin kaj kravi vo rana laktacija i kaj zasu{eni kravi; tri-
gliceridi kaj stelni juni~ki, kravi vo rana laktacija i zasu{eni kravi; AST kaj stel-
ni juni~ki, kravi vo rana laktacija i zasu{eni kravi), odnosno pogolema od refe-
rentniot maksimum (vkupni proteini; albumini; kalcium kaj kravi vo rana laktacija;

stelni juni~ki kravi vo rana laktacija
N = 14 N = 21

parametar ref. vr. h ± std. dev. std. gre{ka min.-maks. h ± std. dev. std. gre{ka min.-maks.
glikoza mmol/l 2,30-4,10 2,59 ± 0,83 0,22 1,57-4,09 1,84 ± 0,60 0,13 0,83-3,19
vk. proteini g/l 62,00-82,00 71,70 ± 15,70 4,19 49,50-98,50 63,85 ± 13,13 2,86 38,10-81,40
albumini g/l 28,00-39,00 32,78 ± 11,06 2,95 22,60-60,12 32,30 ± 13,08 2,85 18,20-64,10
kalcium mmol/l 2,10-2,80 1,81 ± 0,27 0,07 1,30-2,30 1,77 ± 0,21 0,05 1,40-2,40
fosfor mmol/l 1,40-2,50 2,55 ± 0,83 0,22 1,52-4,03 2,70 ± 1,18 0,26 0,42-5,60
urea mmol/l 2,80-8,80 3,86 ± 1,72 0,46 1,21-6,80 3,57 ± 1,82 0,40 0,93-7,44
kreatinin µmmol/l 56,00-162,00 123,18 ± 25,77 6,89 78,00-174,40 116,82 ± 14,73 3,21 90,20-147,60
holesterol mmol/l 1,60-5,00 1,65 ± 0,56 0,15 0,92-2,89 1,66 ± 0,68 0,15 0,75-3,39
trigliceridi
mmol/l 0,10-0,42 0,16 ± 0,10 0,03 0,03-0,40 0,13 ± 0,09 0,02 0,02-0,39
AST
U/l 45,00-110,00 70,71 ± 13,46 3,60 40,70-91,40 63,76 ± 14,16 3,09 41,10-97,80
GGT
U/l 4,90-26,00 20,49 ± 6,18 1,65 9,10-28,20 28,09 ± 12,14 2,65 18,50-78,60

kravi vo docna laktacija zasu{eni kravi
N = 11 N = 14

parametar ref. vr. h ± std. dev. std. gre{ka min.-maks. h ± std. dev. std. gre{ka min.-maks.
glikoza mmol/l 2,30-4,10 2,20 ± 0,73 0,22 0,99-3,06 2,73 ± 0,38 0,10 1,50-3,12
vk. proteini g/l 62,00-82,00 65,62 ± 25,29 7,62 1,31-87,70 78,20 ± 11,44 3,06 48,50-97,70
albumini g/l 28,00-39,00 30,93 ± 8,30 2,50 21,60-54,00 36,76 ± 13,40 3,58 25,60-73,60
kalcium mmol/l 2,10-2,80 1,92 ± 0,53 0,16 1,40-3,10 1,95 ± 0,34 0,09 1,50-2,50
fosfor mmol/l 1,40-2,50 2,60 ± 0,94 0,28 1,84-4,80 2,67 ± 1,08 0,29 1,28-5,61
urea mmol/l 2,80-8,80 4,69 ± 2,00 0,60 2,92-8,34 5,63 ± 2,11 0,56 1,58-9,06
kreatinin µmmol/l 56,00-162,00 136,73 ± 34,13 10,29 100,60-229,80 128,31 ± 14,19 3,79 102,90-153,20
holesterol mmol/l 1,60-5,00 1,77 ± 0,59 0,18 0,86-2,98 1,87 ± 0,65 0,17 0,64-2,90
trigliceridi
mmol/l 0,10-0,42 0,15 ± 0,11 0,03 0,06-0,44 0,11 ± 0,04 0,01 0,04-0,20
AST
U/l 45,00-110,00 74,83 ± 17,53 5,28 51,80-113,60 74,82 ± 13,17 3,52 48,60-89,60
GGT
U/l 4,90-26,00 26,64 ± 6,98 2,10 18,40-37,90 25,76 ± 4,98 1,33 16,50-37,60
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urea kaj zasu{eni kravi; kreatinin kaj stelni juni~ki i kravi vo docna laktacija; tri-
gliceridi kaj kravi vo docna laktacija; AST kaj kravi vo docna laktacija; GGT kaj si-
te kategorii).

Pri sporeduvaweto na zna~ajnosta na razlikite na aritmeti~kite sredini na poe-
dini parametri kaj razli~ni kategorii ispituvani `ivotni, se utvrdi deka koncen-
tracijata na glikozata kaj stelnite juni~ki be{e statisti~ki zna~itelno pogolema od
onaa kaj kravite vo rana laktacija (p < 0,01); isto taka koncentacijata na glikoza kaj
zasu{enite kravi be{e statisti~ki zna~itelno pogolema kako od onaa kaj kravite vo
rana (p < 0,001), taka i kaj kravite vo docna laktacija (p < 0,05). Zasu{enite kravi
imaa i statisti~ki zna~itelno pogolema koncentracija na vkupnite proteini od onaa
kaj kravite vo rana laktacija (p < 0,05). Koncentracijata na ureata kaj zasu{enite
kravi be{e statisti~ki zna~itelno pogolema od onaa kaj stelnite juni~ki (p < 0,05),
kako i od onaa kaj kravite vo rana laktacija (p < 0,01). Kravite vo rana laktacija imaa
statisti~ki zna~itelno pomala koncentracija na kreatininot od onaa kaj kravite vo
docna laktacija (p < 0,05), kako i od onaa kaj zasu{enite kravi (p < 0,05). Zasu{enite
kravi imaa statisti~ki zna~itelno pogolema aktivnost na AST od onaa kaj kravite vo
rana laktacija (p < 0,05), dodeka stelnite juni~ki imaa aktivnost na GGT statisti~ki
zna~itelno pomala od onaa kaj kravite vo rana (p < 0,05), kaj kravite vo docna lak-
tacija (p < 0,05) i kaj zasu{enite kravi (p < 0,05).

Kaj stelnite juni~ki bea utvrdeni statisti~ki zna~ajni korelacii pome|u glikoza-
ta i vkupnite proteini (r = 0,65); pome|u kalciumot i glikozata (r = 0,80), vkupnite
proteini (r = 0,60), albuminite (r = -0,60), fosforot (r = -0,57), ureata (r = 0,61) i AST
(r = 0,58); pome|u fosforot i urata (r = -0,74), AST (r = -0,83) i GGT (r = -0,57); i pome|u
ureata i AST (r = 0,57), odnosno GGT (r = 0,56).

Kaj kravite vo rana laktacija bea utvrdeni statisti~ki zna~ajni korelacii pome|u
glikozata i vkupnite proteini (r = 0,58), albuminite (r = -0,48) i kalciumot (r = 0,64);
pome|u vkupnite proteini i kreatininot (r = -0,48); pome|u albuminite i fosforot (r
= 0,65), kreatininot (r = 0,68) i holesterolot (r = 0,51); pome|u kalciumot i ureata (r =
0,63); i pome|u ureata i trigliceridite (r = 0,46).

Kaj kravite vo docna laktacija bea utvrdeni statisti~ki zna~ajni korelacii pome|u
glikozata i vkupnite proteini (r = 0,82) i ureata (r = 0,68); pome|u albuminite i fos-
forot (r = 0,71); i pome|u kalciumot i ureata (r = 0,65), odnosno AST (r = 0,82).

Kaj zasu{enite kravi bea utvrdeni statisti~ki zna~ajni korelacii pome|u glikoza-
ta i vkupnite proteini (r = 0,67), albuminite (r = -0,59) i fosforot (r = -0,87); pome|u
vkupnite proteini i albuminite (r = -0,57), odnosno AST (r = -0,54); i pome|u fosforot
i ureata (r = -0,58).

DISKUSIJA

Spored dadenive rezultati mo`e da se ka`e deka kravite opfateni vo na{ite
ispituvawa imaa kaj site parametri osven kaj vkupnite proteini, kaj albuminite i kaj
GGT poniski fiziolo{ki granici vo odnos na referentnite vrednosti. Kaj GGT
fiziolo{kite granici bea povisoki vo odnos na referentnite vrednosti, dodeka kaj
vkupnite proteini i kaj albuminite opsegot na fiziolo{kite granici (minimum-mak-
simum) be{e pogolem od onoj kaj referentnite vrednosti. Od site ~etiri kategorii
ispituvani `ivotni, vo metaboli~ki najnepovolna sostojba bea kravite vo laktacija,
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osobeno onie vo rana laktacija, poradi niskite koncentracii na glikozata i na vkup-
nite proteini kaj ovie `ivotni. Vakvata sostojba uka`uva deka kravite vo laktacija,
osobeno ako e rana, se podlo`ni na pojava na ketoza, {to e vo soglasnost so podato-
cite od literaturata. Sepak, mo`e da se ka`e deka site ispituvani `ivotni bea vo
dobra energiska kondicija poradi statisti~ki zna~itelno visokite pozitivni kore-
lacii pome|u glikozata i vkupnite proteini kaj site ~etiri ispituvani kategorii, ova
osobeno va`i za zasu{enite kravi, kade {to ovaa korelacija be{e najgolema, a od
druga strana ima{e i statisti~ki zna~itelno visoka negativna korelacija pome|u
vkupnite proteini i albuminite, {to uka`uva na visokoto nivo na globulini, odnos-
no na dobar imunolo{ki status. Iako aktivnosta na AST kaj zasu{enite kravi e sta-
tisti~ki zna~itelno povisoka od onaa kaj kravite vo rana laktacija, toa ne zna~i
deka e kaj ovie `ivotni pogolema verojatnosta za pojava na hepati~ka insuficienci-
ja, poradi toa {to postoi statisti~ki zna~itelno visoka negativna korelacija pome|u
vkupnite proteini i AST.

Interesno e {to ne bea pronajdeni statisti~ki zna~itelni razliki vo vrednostite
na koncentracijata na kalciumot kaj nitu edna od ispituvanite kategorii `ivotni. Od
druga strana, kaj kravite vo rana laktacija kalciumot e vo statisti~ki zna~itelno
visoka pozitivna korelacija so glikozata, a kaj stelnite juni~ki so glikozata i so
vkupnite proteini, {to zna~i deka e mala sklonosta kon puerperalna pareza.

ZAKLU^OK

Od sevo ova mo`e da se zaklu~i deka kravite opfateni vo na{ive ispituvawa se
so dobar metaboli~ki profil, ~ii vrednosti se do nekade razli~ni od referentnite,
deka kaj kravite vo laktacija, osobeno ako e rana, postoi sklonost kon energisko-
proteinski deficit, no deka e mala sklonosta kon deficit na kalcium.
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METABOLIC PROFILE IN DIFFERENT CATHEGORIES OF DIARY COWS
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ABSTRACT

Knowing the values of the metabolic profile is important for prevention of so-called "production diseases"
which have significant negative impact on the milk production. The aim of these investigations was
determination of the metabolic profile and its referent values in the diary cows in several farms.
Investigations included four categories of diary cows: pregnant heifers, cows in early lactation, cows in
late lactation and dry cows. Discussion explains both significant differences of values of some parame-
ters (glucosis, total proteins, urea, creatinine, AST, GGT) in different groups of animals which were
investigated and significant correlations between some parameters (glucosis, total protein, albumin, cal-
cium, phosphorus, urea, creatinine, cholesterol, triglycerids, AST, GGT) within each of groups of ani-
mals. The values gained with our investigations were compared with the referent values. It was found
that cows included in our investigations were good metabolic profile, although their values were in some
degree different from the referent values. Cows which were in lactation, especially the early lactation,
had disposition of development of energy-protein deficit, but the disposition to calcium deficit was low.

Key words: diary cows, production diseases, metabolic profile, energy-protein deficit
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ZASTAPENOST NA CAMPYLOBACTER SPP. VO MESO I PROIZVODI OD
MESO UVEZENI VO REPUBLIKA MAKEDONIJA

Sandra Kostova1, Dean Jankuloski1, Marija Ratkova1, Qup~o Angelovski1,
Irena Erakovi} Tokali}2, Pavle Sekulovski1

1Katedra za bezbednost na hrana, Fakultet za veterinarna medicina vo Skopje
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ABSTRAKT

Campylobacter spp. e vode~ki bakteriski pri~initel na dijarea vo humanata populacija vo

site delovi od svetot.  Vo najgolem del infekcijata so Campylobacter spp. kaj lu|eto poteknu-

va od kontaminiranoto pile{ko meso, i proizvodite od pile{ko meso. Ovaa studija be{e

dizajnirana da se proceni prevalencata na Campylobacter spp. vo mesoto i proizvodite od

meso uvezeni vo Republika Makedonija.  Vo period od 8 meseci (januari 2008-avgust 2008) bea

testirani 56 primeroci meso i proizvodi od meso (pile{ko, MOM, svinsko, govedsko i

~adeno govedsko). Primerocite bea podlo`eni na analiza za detekcija na termotoleranten

Campylobacter spp. spored ISO 10272:1995. Pome|u analiziranite primeroci, najgolema preva-

lenca na Campylobacter spp. be{e utvrdena vo MOM-ot so 84% pozitivni mostri, potoa sledu-

vaat pile{koto meso so 81,8%, svinsko meso so 10%, a vo govedskoto i ~adenoto govedsko me-

so ne e utvrdeno prisustvo na Campylobacter spp. Vkupnata prevalenca na Campylobacter spp.

vo site ispituvani primeroci meso iznesuva 55,36%. Od studijata mo`e da se zaklu~i deka

poradi visokata prevalenca vo ispituvanite primeroci i serioznosta na bolesta kaj lu|eto,

industrijata za proizvodstvo i prerabotka na `ivinsko meso i proizvodi od `ivinsko meso

kako i operatorite so hrana, treba vo procenkata na rizicite pri izrabotka na HACCP plan-

ot zadol`itelno da go imaat vo predvid i Campylobacter spp. 

Klu~ni zborovi: termotoleranten Campylobacter spp., `ivinsko meso, proizvodi od 

`ivinsko meso.
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VOVED

Campylobacter spp. e vtoriot po va`nost predizvikuva~ na akuten gastroenteritis kaj
lu|eto vo Evropa. Sistemite za brzo izvestuvawe i predupreduvawe potvrduvaat pos-
toewe na 55.745 humani kampilobakteriozni slu~ai so incidenca od 67,5 slu~ai na
100,000 `iteli za 2004 godina vo Germanija (1). Vo Holandija se procenuva deka go-
di{no se javuvaat 80.000 slu~ai na humana kampilobakterioza (2). Brojot slu~ai e vo
postojan porast, a C. jejuni, zaedno so C. coli se smetaat za predizvikuva~i na pove}e od
98% od infekciite so Campylobacter (3). Vo SAD Campylobacter predizvikuva okolu
2,5 milioni slu~ai godi{no (ili 12,4% od site definirani zaboluvawa  od patogeni
so  poteklo od hranata) i e odgovoren za 124 smrtni slu~ai. Vo razvienite zemji, in-
fekcijata e hiperendemi~na kaj malite deca pod 5 godini (4). Vo poslednive dekadi,
potro{uva~ite baraat posve`a i minimalno obrabotena hrana. Minimalnata obra-
botka pretstavuva primena na metodi na konzervirawe so minimalna termi~ka obra-
botka i bez dodavawe konzervansi (5,6). Toa e pri~inata {to ovoj patogen se {iri vo
humanata populacija preku konsumirawe na nedovolno termi~ki obraboteno `ivin-
sko, svinsko, govedsko meso, nepasterizirano mleko, kontaminirana voda za piewe i
feces od inficirani `ivotni (13). Hranata od `ivotinsko poteklo, kako surovoto
mleko, svinskoto i jagne{koto meso, morskata hrana, a osobeno `ivinskoto meso i ne-
govite proizvodi go prenesuvaat ovoj zoonozen patogen. Infektivnata doza so Campy-
lobacter spp. kaj lu|eto e niska i iznesuva pribli`no 500 bakteriski kletki (7). Ter-
motolerantnite vidovi Campylobacter spp. kako C. jejuni i C. coli i C. lari, ne rastat i ne
se razmno`uvaat vo hranata ili vo okolinata na temperaturi poniski od 25OS. Cam-
pylobacter e osetliv na toplina i se inaktivira so pasterizacija (8). C. jejuni raste po-
me|u 30 i 45OS, pri pH 5,5 - 8,0 i vo prisustvo na nad  1,75 % NaCl, najoptimalna tempe-
ratura  e 40OS, {to e blisku do telesnata temperatura na `ivinata (okolu 41OS), eden
od najva`nite doma}ini (4). Toj e mikroaerofilen taka {to rastot mo`e da bide pre-
kinat vo prisustvo na 21% kislorod. Kleto~nata energija ja konzervira preku aerob-
na respiracija i proizveduva oksidaza i katalaza za da gi neutralizira toksi~nite
kislorodni komponenti. Dokolku Campylobacter jejuni se inokulira vo vakuumirano pa-
kuvawe na termi~ki obraboteno misirkino meso, brojot bakterii se namaluva no, ne-
koi od niv ostanuvaat sposobni za rast u{te 28 dena na temperatura od 4OS (9). In-
fekcijata so Campylobacter kaj doma{nite `ivotni e {iroko rasprostraneta. Utvrden
e vo gastrointestinalniot trakt i fekalniot materijal kaj golem broj `ivotinski vi-
dovi kako `ivina, goveda, sviwi i ovci (7). Infekcijata kaj lu|eto e primarno pre-
dizvikana od termofilnite vidovi kako Campylobacter jejuni i Campylobacter coli. Do-
ka`ani se nekolku slu~ai na zaboluvawa koi se povrzani so konsumacija na pile{ko
meso, a koe ne bilo potpolno i pravilno termi~ki obraboteno (10). Vo drugi slu~ai se
pretpostavuva deka se raboti za vkrstena kontaminacija so Campylobacter spp. od pi-
le{ko meso (1). Vkrstenata kontaminacija na drugi vidovi hrana od surovoto pile{ko
meso isto taka se zema vo predvid i vo drugi slu~ai. Vo Korea 81,5% od pile{koto
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meso bilo kontaminirano so C. jejuni ili C. coli (10). Manipulacijata so surovoto `i-
vinsko meso i konsumacijata na nedovolno termi~ki obrabotenoto `ivinsko meso se
identifikuvani kako faktori na rizik za kampilobakterioza (11, 12). Visokata pre-
valenca na Campylobacter spp. vo sve`oto `ivinsko meso i proizvodite od meso pret-
stavuva va`en faktor za pojava na infekcii so Campylobacter (10). Od osobena va`-
nost e da se proceni prevalencata i brojot na Campylobacter vo `ivinskoto meso so
cel da se ima uvid vo rizikot od infekcija so ovoj patogen i da se prevenira truewe-
to so hrana od kontaminiranite proizvodi (1). 

MATERIJAL I METODI

Materijal: Istra`uvaweto za detekcija i utvrduvawe na prevalencata na Campylo-
bacter spp be{e sprovedeno na 56 primeroci i toa 11 primeroci sve`o `ivinsko meso,
25 primeroci MOM (ma{inski obeskoskeno meso) od `ivinsko meso, 10 primeroci sve-
`o svinsko meso, 5 primeroci sve`o govedsko meso i 5 primeroci ~adeni proizvodi
od govedsko meso. Site primeroci bea uvezeni vo Republika Makedonija od razni
zemji i bea vklu~eni vo istra`uvaweto po slu~aen izbor nezavisno od zemjata na po-
teklo. 

Metodi: Za izolacija i identifikacija na Campylobacter pri ova istra`uvawe gi
koristevme standardnite referentni metodi ISO 6778-2 i ISO 10272. Dobienite pri-
meroci za testirawe do po~etokot na analizata bea ~uvani vo ladilnik na +4OS. Na
asepti~en na~in bea zemani 25 gr. od primerokot i prefrlani  vo sterilna stomaher
kesa. Primerokot so selektivniot te~en medium za zbogatuvawe (Preston bujon) be{e
obrabotuvan vo stomaher vo vreme od 60 sekundi na sredna brzina so cel da se pos-
tigne {to pogolema homogenizacija. Dobienata suspenzija vo stomaher kesata be{e za-
pe~atena so plasti~en patent zatvora~, so prethodno istisnuvawe na  skoro celiot
vozduh od kesata.  Inkubacijata be{e vr{ena na 42OS vo mikroaerofilna atmosfera
za 18 ~asa. Po istekot na inkubacijata, mediumot za zbogatuvawe be{e inokuliran so
eza so volumen od 10 mikrolitri na povr{inata na prviot selektiven medium za izo-
lacija, Karmali agar. Na ist na~in be{e postapuvano i so vtoriot izbran selektiven
medium za izolacija Charcoal cephoperazon desoxycholate agar (CCDA). Vo na{eto is-
tra`uvawe upotrebuvavme i tret selektiven cvrst medium za kultivacija CampyFood
ID Agar (BioMerieux). Plo~ite bea inkubirani na temperatura od 42OS vo mikroaero-
filna atmosfera vo plasti~ni hermeti~ki zatvoreni sadovi i be{e dodavan gener-
ator za mikroaerofilna atmosfera (pribli`no 5%O2, 10% CO2, 85% N2) CampyGen
(Oxoid). Po 24 i 48 ~asa inkubacija, plo~ite bea pregleduvani za prisustvo na karak-
teristi~ni kolonii termotoleranten Campylobacter. ^istite kolonii za koi se pret-
postavuva{e deka se Campylobacter pozitivni bea boeni po Gram i sledeni pod fazen
mikroskop za da se vidi karakteristi~noto spiralno dvi`ewe. Potoa be{e vr{eno
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biohemisko testirawe na proizvodstvo na katalaza i oksidaza, hidroliza na hipurat,
osetlivost na nalidiksi~na kiselina i cefalotini i zasejuvawe na TSI agar. Kako
kontrolen soj be{e koristen Campylobacter coli od SRM. 

REZULTATI

Vo na{eto istra`uvawe e utvrdena vkupna prevalencija na Campylobacter spp. od
55,3% vo site ispitani primeroci meso i proizvodi od meso. Poedine~no zabele`a-
nata prevalenca iznesuva{e 83,3% (30 od 36) vo primerocite sve`o `ivinsko meso i
MOM i 10% (1 od 10) vo primerocite svinsko meso, 0% (0 od 5) vo primerocite sve`o
govedsko meso i 0% (0 od 5) vo proizvodite od govedsko meso.

Tabela 1. Zastapenost na Campylobacter spp. vo poedini vidovi meso

Vo sve`oto `ivinsko meso C. jejuni be{e po~esto izoliran 66,6% (6 od 9) vo spored-
ba so C. coli 33,3 % (3 od 9). Identi~en e i slu~ajot so prevalencata vo MOM-ot kade
C. jejuni be{e izoliran 71,4% (15 od 21) vo sporedba so C. coli 28,5 % (6 od 21). Vo svin-
skoto meso od samo eden primerok e izoliran C. jejuni. Vo govedskoto meso i ~adeno-
to govedsko meso ne be{e detektiran Campylobacter spp.

Grafikon 1.
Zastapenost na
Campylobacter spp.
vo poedini
vidovi meso

Pile{ko meso MOM Svinsko meso Govedsko meso ^adeno
govedsko meso

C. jejuni 6 (66,6%) 15 (71,4%) 1 (10%) 0 (0%) 0 (0%)
C. coli 3 (33,3%) 6 (28,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Vkupno

Campylobacter spp. 9 (81,8%) 21 (84%) 1 (10%) 0 (0%) 0 (0%)
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Grafikon 2.
Procentualna
zastapenost na poedini
Campylobacter spp.
kaj razli~ni vidovi
testirani proizvodi

DISKUSIJA

Spored dobienite rezultati mo`e da se zaklu~i deka glaven izvor za vnesuvawe i
{irewe na kontaminacijata so Campylobacter spp. vo sinxirot na hranata pretstavuva
`ivinskoto meso i surovinite od sve`o `ivinsko meso. Dokaz za toe e prevalencata
na Campylobacter spp. vo primerocite sve`o `ivinsko meso i MOM-ot koja iznesuva
81.8% odnosno 84%. Vo govedskoto meso i proizvodite od govedsko ~adeno meso, koi
bea izbrani po slu~aen metod za ispituvawe, ne e utvrdeno prisustvo na Campylobac-
ter spp. {to uka`uva na faktot deka vakvite vidovi hrana ne pretstavuvaat zna~aen
izvor na infekcija odnosno kontaminacija. Spored toa, nedovolno termi~ki obrabo-
tenoto `ivinskoto meso pretstavuva najgolem rizik za vkrstena kontaminacija na
hranata i za infekcija na lu|eto. Osobeno e visok i procentot na MOM-ot vo koj be{e
detektiran Campylobacter spp. Bidej}i rizikot pri konsumacija sve`a hrana od ani-
malno poteklo vo korelacija so pojavata na humana kampilobakterioza e evidenten,
potrebno e da se poznavaat i na~inite kako da se namali i eliminira rizikot. Rizi-
kot od pojavata na zaboluvawe mo`e da bide izbegnat so konzumacija na temelno top-
linski obraboteno crveno meso, pile{ko meso i morska hrana, voda od sigurni izvori,
konsumacija na pasterizirano mleko. Pritoa e va`no pravilno prakti~no rakuvawe so
hranata kako vo doma{ni uslovi taka i vo objektite vo koi se podgotvuva hranata.
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PREVALENCE OF CAMPYLOBACTER SPP. IN POULTRY MEAT AND MEAT
PRODUCTS IMPORTED IN REPUBLIC OF MACEDONIA

Sandra Kostova1, Dean Jankuloski1, Marija Ratkova1, Ljupco Angelovski1,
Irena Erakovic Tokalic2, Pavle Sekulovski1

1Department for food safety, Faculty for veterinary medicine in Skopje
2Manager for food safety and quality, SJ company, McDonald�s

Abstract

Campylobacter spp. is leading bacterial cause of diarrhea in human population in all parts of the world.

In most of the cases infection with Campylobacter spp. in humans originate from contaminated poultry
meat and poultry meat products. This study was designed to estimate prevalence of Campylobacter
spp. in meat and meat products imported in Republic of Macedonia. During the period of 8 months
(January-August 2008) we tested 56 samples of meat and meat products (poultry meat, MDM, pork
meat, beef meat and smoked beef). Samples were submitted to analysis for detection of thermo-toler-
ant Campylobacter spp. according to ISO 10272:1995. We determined among the analyzed samples
highest prevalence of Campylobacter spp. in MDM with 84% positive samples, poultry meat with 81,8%,

pork meat with 10%. We didn�t detect any positive samples in beef meat and smoked beef. Overall
prevalence of Campylobacter spp. in all tested samples was 55,36%. This study shows that the high
prevalence of Campylobacter spp. in tested samples and in correlation with severe symptoms in
humans are reasons good enough for the producing and processing poultry meat industry and food
business operators so they should take in consideration Campylobacter spp. in their risk assessment
and preparation of HACCP plan.  

Keywords: Thermo-tolerant Campylobacter spp., poultry meat, poultry meat products. 
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ANTIMIKROBNA REZISTENTNOST NA IZOLATI NA SALMONELLA SPP. OD
RAZLI^NI VIDOVI SUROVO MESO I MOM OD UVOZ VO R. MAKEDONIJA

Dean Jankuloski1, Marija Ratkova1, Sandra Kostova1, Qup~o Angelovski1, Irena
Erakovi} Tokali}2, Pavle Sekulovski1

1Katedra za bezbednost na hrana, Fakultet za veterinarna medicina vo Skopje
2Rakovoditel za kvalitet i bezbednost na hrana,

SJ kompani, Fran{izer za McDonalds
e-mail:jankuloski@fvm.ukim.edu.mk

ABSTRAKT

Ispituvaweto e sprovedeno so cel da se determinira antimikrobnata rezistentnost na poe-
dinite soevi na Salmonella spp. izolirani od razli~ni vidovi surovo meso (svinsko, misirki-
no, pile{ko i meleno obeskoskeno meso). Bea ispitani 822 primeroci na razli~ni vidovi
meso, od koi se izolirani i serotipizirani 72 soevi na Salmonella, po {to istite bea testi-
rani za antimikrobna rezistentnost na 8 antimikrobni supstancii. Utvrdeno e deka 50 od niv
(69,4%) se rezistentni barem na edna antimikrobna supstanca, 10 soevi (13,9%) se rezistent-
ni na dve antimikrobni supstancii, a ostanatite 16,7% se multirezistentni soevi (rezis-
tentni na pove}e od 2 supstancii).

VOVED

Antimikrobnata rezistentnost na patogenite bakterii vo hranata koi mo`at da po-
teknuvaat od `ivotni ili lu|e pretstavuva zna~ajno pra{awe za za{tita na zdravje-
to na naselenieto. Utvrdeno e deka upotrebata na antimikrobnite supstancii vo pro-
filakti~ki celi ili kako promotori na rast kaj doma{nite `ivotni, pretstavuva po-
tencijal za zgolemuvawe na diseminacijata na antimikrobno-rezisteni bakterii (9).

Eden od najzna~ajnite patogeni koi predizvikuvaat bolesti ~ij izvor e hranata
pretstavuva Salmonella spp. Salmonella spp. e pri~initel na alimentarni infekcii niz
celiot svet, poradi {to e aktuelen predmet na istra`uvawa i postojano sledewe vo
kontaminiranata hrana kako nejzin vektor. Za serioznosta na zaboluvaweto uka`uva
i faktot deka prevalencata na netifoiden oblik na salmoneloza e proceneta so 1,3
milijardi slu~ai godi{no i so 3 milioni smrtni slu~ai godi{no (2).
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Pojavata na multirezistentni soevi (MDR) na Salmonella e vo podem poslednive ne-
kolku decenii, pred se zaradi nepravilnata upotreba na antimikrobnite substancii
vo humanata i veterinarnata medicina, kako i vo proizvodstvoto na hrana, i pret-
stavuva zna~ajno epidemiolo{ko pra{awe od svetski razmeri. Ovoj problem seriozno
ja ograni~uva dostapnata efektivna antimikrobna terapija, so zna~ajni posledici po
op{tata zdravstvena sostojba na lu|eto.  

Antimikrobnata rezistentnost na Salmonella spp. vo Evropskata Unija i vo SAD se
koristi kako indikator za statusot na rezistentnosta na zoonotskite bakterii, {to
voedno e prepora~ano i od OIE. Zaradi toa celta na ova istra`uvawe e da se sledi
sostojbata na soevite koi se prisutni vo pove}e vidovi surovo meso od uvoz nameneti
za ~ove~ka konzumacija vo Republika Makedonija, i da se determinira  profilot na
antimikrobna rezistentnost na ovie izolati.

MATERIJAL I METODI

Materijal. Za celite na ova istra`uvawe bea koristeni primeroci hrana dostave-
ni od dr`avnite inspekciski organi nadle`ni za kontrolata na bezbednosta na hra-
nata vo Republika Makedonija. Vo periodot juni 2007g - juni 2008g. bea testirani
vkupno 822 primeroci od razli~ni vidovi meso i toa, 510 primeroci na pile{ko meso,
192 na svinsko meso, 84 meleno obeskoskeno meso i 36 primeroci na misirkino meso.

Metodi.  Primerocite bea testirani vo soglasnot so standardot ISO 6579. Za kon-
trola na kvalitetot na postapkata koristevme Salmonella agona SRM-SAG 12J-0801
(Food consumer and Product Safety Authority (VWA)). Od primerokot na meso ili MOM,
sterilno zemavme 25 g. koi gi stavavme vo sterilna kesa za stomaher, a potoa dodavav-
me 225 g. na puferirana peptonska voda (BPW), po {to kesata so primerokot se inku-
bira{e na 37O±1O za 18±2 ~asa. Po inkubacijata od testiraniot primerok so pipeta
prefrlavme po 1 ml vo Muller-Kauffmann tetrathionate/novobiocin bujon, a po 0,1 ml vo RVS
bujon (Rappaport-Vassiliadis Soya broth) koi se inkubiraat na 37OC ± 1OC, odnosno  41,5OC
± 1OC za 24~±3~. Od kultiviranite bujoni zasevavme na dva selektivni cvrsti mediu-
ma XLD agar (xylose lysin deoxycholate agar) i Rambach agar, koi gi inkubiravme na
37O±1O za 24 ~asa ± 3~. Potoa vr{evme konfirmacija na sekoja kolonija koja be{e som-
nitelna na Salmonella spp. so pomo{ na biohemiski testovi i serolo{ki testovi so ag-
lutinacija. Od testiranite primeroci dobivme 72 izolati na
Salmonella spp. i toa 43 od pile{ko meso, 13 od mom, 12 od svinsko
meso i 4 od misirkino meso. Ovie izolati bea testirani za nivnata
rezistentnost so 8 antimikrobni agensi so metodot na disk difuz-
ija (Kirby-Bauer test) na plo~i so agar Mueller Hinton (Fluka, 70191).
Rabotevme so slednive 8 vidovi antibiotici i toa: Amoxiclav (30
µg/tabl), Flumequine (30 µg/tabl), Oxytetracycline (30 µg/tabl), Gentamicin
(10 µg/tabl), Nalidixic acid (30 µg/tabl), Streptomycin (10 µg/tabl), Enroxil (5 µg/tabl) i
Neomycin (10 µg/tabl). Testot go izveduvavme spored standardnata procedura na CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), i vo sekoja serija na ispituvawe bea
vklu~eni i E.coli SRM-EC 3C-0711 i Staph. aureus SRM-SA 1Z-0711 (Food consumer
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and Product Safety Authority (VWA) za kontrola na kvalitetot. Izolatite se klasifi-
ciraat kako osetlivi (S), sredno osetlivi (IM) i rezistentni (R) spored standardite
za interpretacija na zonata na inhibicija dadeni od CLSI. Metodot po koj se rabotea
izolatite e metodot na disk difuzija (Kirby-Bauer test), koj e prepora~an i opi{an od
CLSI (4,8). 

Za testot bea zemani nekolku kolonii od ~ista kultura kletki na sojot na Salmo-
nella, i stavani vo epruveta so solen rastvor (Maximum recovery diluent, Oxoid CM 0733),
za da se dobieme gustina na suspenzijata od 0,5 Mc Farlands, koja be{e proveruvana so
pomo{ na denzitometar.

Po 15 min. se zema sterilen bris, koj se natopuva vo suspenzijata so kletki, po {to
sodr`inata na brisot se razma~kuva na celata povr{ina na Mueller Hinton agarot, so
rotirawe na plo~ata po 60?. Za da se verificira to~nosta na testot, pri sekoe testi-
rawe se upotrebuva barem po eden test organizam, nie upotrebuvavme E.coli SRM-EC
3C-0711 i Staph. Aureus SRM-SA 1Z-0711 (Food consumer and Product Safety Authority
(VWA), a potoa rezultatite se sporeduvaat so dadenite od CLSI. 

Postavuvawe                                                                    Merewe 

na diskovite na plo~ata                                             na zonata na inhibicija

Otkako povr{inata na agarot na koja e nanesena suspenzija }e se isu{i (za 10-15
min), so sterilna pinceta se nanesuvaat diskovite so antimikrobni supstancii, na
soodvetno rastojanie, taka {to na plo~a od 85 mm se postavuvaat najmnogu 4 diskovi.
Plo~ata se prevrtuva i se inkubira na 35OC, 16-18~, po {to se meri dijametarot na
zonata na inhibicija zaedno so dijametarot na diskot. 

Na krajot, dobieniot rezultat se sporeduva so standardite opredeleni od CLSI (4).

REZULTATI 

Vo ova ispituvawe vklu~ivme 822 primeroci na meso od koi 510 primeroci (62%) se
od pile{ko meso, 192 (23,4%) svinsko meso, 84 (10,2%) mom i 36 (4,4%) misirkino
meso.

Dobivme 72 izolati na Salmonella spp., za koi so serolo{ko testirawe konstatirav-
me deka im pripa|aat na 13 soevi i toa: 22 (30,5%) izolati na S. enteritidis, 16 (22,2%)
na S. Infantis, 10 (13,9%) na S.gallinarum, 8 (11,1%) na S.typhimurium, 5 (6,9%) na S. New-
port, 3 (4,2%) na S. Heidelberg, 2 (2,8%) na S. Senftenberg, S.dublin, S.blockley, S.virchow,
S. livingstone, S.panama i S. derby so po 1 izolat (1,4%).
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Tabela br.1. Zastapenost na poedine~ni soevi na Salmonella spp. vo razli~nite
vidovi meso

Od Tabela br.1 se gleda deka najgolema zastapenost na Salmonella spp. ima kaj pi-
le{koto meso (59,7%) i toa najmnogu S.enteritidis koja e zastapena so 32,5% od vkupniot
broj izolirani Salmonella spp vo ovoj tip na meso.

Rezistentnosta na site soevi Salmonella spp. vklu~eni vo ova istra`uvawe e pret-
stavena vo Grafikon 1. 

Grafikon 1.
Rezistentnost
na site soevi
Salmonella spp.
opfateni so
istra`uvaweto

Vidovi Vidovi meso
Salmonella spp. Pile{ko Mom Misirkino Svinsko Vkupno Vkupno vo %

meso meso meso

S. enteritidis 14 5 3 22 30,5%
S. infantis 8 4 4 16 22,2%
S.gallinarum 10 10 13,9%
S.typhimurium 5 3 8 11,1%
S. newport 2 3 5 6,9%
S. heidelberg 3 3 4,2%
S. senftenberg 2 2 2,8%
S.dublin 1 1 1,4%
S.blockley 1 1 1,4%
S. virchow 1 1 1,4%
S. livingstone 1 1 1,4%
S. panama 1 1 1,4%
S. derby 1 1 1,4%
Vkupno 43 13 4 12 72 100%

Vkupno vo % 59,7% 18,0% 5,6% 16,7%
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Vo slednive tabeli dadeni se podatocite na distribucijata na rezistentnost kon
osumte ispituvani antimikrobni supstancii za sekoj soj poedine~no.

Tabela 2. Rezistentnost na S. enteritidis

Rezistentnosta na  S. enteritidis e pretstavena vo Grafikon 2.

Grafikon 2.
Rezistentnost na
S. enteritidis

Od 22 izolati na S.enteritidis, 14 (63,64%) se utvrdeni vo pile{ko meso, 5 (22,72 %)
vo MOM i 3 (13,64%) vo misirkino meso. Utvrdeno e deka ovie izolirani soevi se
100% rezistentni na Oxytetracycline, 86,4% rezistentni na nalidiksi~na kiselina,
22,7 % rezistentni na Enroxil, 13,6 % rezistentni na Amoxiclav i Flumequine. Ovie 22
izolati se 100 % osetlivi na  dve antimikrobni supstancii i toa na Gentamicin i Neo-
mycin. Navedenite soevi se sredno osetlivi kon slednive supstancii 86,4 % kon
Amoxiclav i Flumequine, 77,3% kon Enroxil, 54,5% kon Streptomycin i 13,6% kon nalidik-
si~na kiselina.

Toa zna~i deka izolatite na S.enteritidis se rezistentni samo na edna antimikrobna
supstancija i toa na Oxytetracycline.

Vid antimikrob. Broj na Procent na Broj na Procent na Broj na Procent na
supstancija rezistentni rezistentni sredno sredno osetlivi osetlivi

osetlivi osetlivi

Amoxiclav 3 13,6 19 86,4 0 0
Flumequine 3 13,6 19 86,4 0 0
Oxytetracycline 22 100 0 0 0 0
Gentamicin 0 0 0 0 22 100
Nalidixic acid 19 86,4 3 13,6 0 0
Streptomycin 0 0 12 54,5 10 45,4
Enroxil 5 22,7 17 77,3 0 0
Neomycin 0 0 0 0 22 100
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Tabela 3. Rezistentnost na S. infantis

Rezistentnosta na  S. infantis e pretstavena vo Grafikon 3.

Grafikon 3.
Rezistentnost na
S. infantis

Od 16 izolati na S. infantis, 8 (50%) se utvrdeni vo pile{ko meso, i po 4 (25%) vo
MOM i vo svinsko meso. Ovie izolati poka`aa 100% rezistentnost samo na Oxytetra-
cycline, dodeka najgolema osetlivost od 81,25%.poka`aa na Neomycin.

Rezistentnosta na S. gallinarum e pretstavena vo Tabela 4.

Tabela 4. Rezistentnost na S. gallinarum

Vid antimikrob. Broj na Procent na Broj na Procent na Broj na Procent na
supstancija rezistentni rezistentni sredno sredno osetlivi osetlivi

osetlivi osetlivi

Amoxiclav 1 6,25 9 56,25 6 37,5
Flumequine 0 0 16 100 0 0
Oxytetracycline 16 100 0 0 0 0
Gentamicin 0 0 0 0 16 100
Nalidixic acid 10 62,5 6 37,5 0 0
Streptomycin 8 50 8 50 0 0
Enroxil 4 25 12 75 0 0
Neomycin 0 0 3 18,75 13 81,25

Vid antimikrob. Broj na Procent na Broj na Procent na Broj na Procent na
supstancija rezistentni rezistentni sredno sredno osetlivi osetlivi

osetlivi osetlivi

Amoxiclav 0 0 4 40 6 60
Flumequine 0 0 8 80 2 20
Oxytetracycline 10 100 0 0 0 0
Gentamicin 0 0 0 0 10 100
Nalidixic acid 7 70 3 30 0 0
Streptomycin 1 10 5 50 4 40
Enroxil 0 0 9 90 1 10
Neomycin 0 0 0 0 10 100
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Rezistentnosta na  S. gallinarum e pretstavena vo Grafikon 4.

Grafikon 4.
Rezistentnost
na S. gallinarum

Site 10 izolati na S. gallinarum se utvrdeni vo pile{koto meso. Ovie izolati poka-
`aa 100% rezistentnost samo na Oxytetracycline, dodeka 100% osetlivost poka`aa na
Neomycin i na Gentamicin. 

Rezistentnosta na S. typhimurium e pretstavena vo Tabela 5.

Tabela 5. Rezistentnost na S.typhimurium

Rezistentnosta na  S.typhimurium e pretstavena vo Grafikon 5.

Grafikon 5.
Rezistentnost
na S.typhimurium
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Vid antimikrob. Broj na Procent na Broj na Procent na Broj na Procent na
supstancija rezistentni rezistentni sredno sredno osetlivi osetlivi

osetlivi osetlivi

Amoxiclav 5 62,5 3 37,5 0 0
Flumequine 5 62,5 3 37,5 0 0
Oxytetracycline 8 100 0 0 0 0
Gentamicin 0 0 0 0 8 100
Nalidixic acid 0 0 0 0 8 100
Streptomycin 5 62,5 3 37,5 0 0
Enroxil 8 100 0 0 0 0
Neomycin 0 0 2 25 6 75
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Od dobienite 8 izolati na S.typhimurium, 5 (62,5%) se utvrdeni vo pile{ko meso i
3 (37,5%) vo svinsko meso. Poka`aa 100% rezistentnost na Oxytetracycline i na Enroxil,
dodeka 100% osetlivost poka`aa na Gentamicin i na nalidiksi~na kiselina. 

Rezistentnosta na S. newport e pretstavena vo Tabela 6.

Tabela 6. Rezistentnost na S. newport

Rezistentnosta na  S. newport e pretstavena vo Grafikon 6.

Grafikon 6.
Rezistentnost
na S. newport

Pette izolati na S. newport poka`uvaat multirezistentnost i toa na 3 od 8-te anti-
mikrobni supstancii Oxytetracycline, Streptomycin i nalidiksi~na kiselina. Voedno se
slabo osetlivi i na ostanatite antibiotici, osven na Gentamicin.

Rezistentnosta na S. heidelberg e pretstavena vo Tabela 7.

Tabela 7. Rezistentnost na S. heidelberg

Vid antimikrob. Broj na Procent na Broj na Procent na Broj na Procent na
supstancija rezistentni rezistentni sredno sredno osetlivi osetlivi

osetlivi osetlivi
Amoxiclav 2 40 3 60 0 0
Flumequine 4 80 1 20 0 0
Oxytetracycline 5 100 0 0 0 0
Gentamicin 0 0 0 0 5 100
Nalidixic acid 5 100 0 0 0 0
Streptomycin 5 100 0 0 0 0
Enroxil 4 80 1 20 0 0
Neomycin 2 40 1 20 2 40
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Vid antimikrob. Broj na Procent na Broj na Procent na Broj na Procent na
supstancija rezistentni rezistentni sredno sredno osetlivi osetlivi

osetlivi osetlivi
Amoxiclav 1 33,3 2 66,7 0 0
Flumequine 0 0 3 100 0 0
Oxytetracycline 3 100 0 0 0 0
Gentamicin 0 0 0 0 3 100
Nalidixic acid 3 100 0 0 0 0
Streptomycin 3 100 0 0 0 0
Enroxil 1 33,3 2 66,7 0 0
Neomycin 0 0 0 0 3 100
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Dobienite 3 izolati na S. heidelberg isto taka projavuvaat multirezistentnost na
istite 3 antimikrobni supstancii Oxytetracycline, Streptomycin i nalidiksi~na kise-
lina. Rezistentnosta na S. senftenberg e pretstavena vo Tabela 8.

Tabela 8. Rezistentnost na S. senftenberg

Ovie 2 izolati poka`aa 100% rezistentnost na 1 supstancija i toa na Oxytetra-
cycline. 

Vo Tabela 9 se prika`ani ostanatite soevi koi se izolirani samo po edna{.

Tabela 9. Ostanati izolati na Salmonella spp.

Od podatocite prika`ani vo abela 9 utvrdeno e deka S. blockley e rezistentna duri
na 6 od ispituvanite antimikrobni supstancii, S.derby na 2, S. dublin na 5, S.livingstone
na 3, S.panama i S. virchow na 2. 

DISKUSIJA

Rezultatite dobieni od ova istra`uvawe ja ilustriraat pro{irenosta na
antimikrobnata rezistentnost na Salmonella soevite izolirani od primeroci surovo
meso. Seto ova uka`uva na neophodnosta da se posveti pove}e vnimanie na praksata
za dobra higiena na hranata, so cel da se reducira ili eliminira rizikot od antibi-

Vid antimikrob. Broj na Procent na Broj na Procent na Broj na Procent na
supstancija rezistentni rezistentni sredno sredno osetlivi osetlivi

osetlivi osetlivi
Amoxiclav 0 0 0 0 2 100
Flumequine 0 0 2 100 0 0
Oxytetracycline 2 100 0 0 0 0
Gentamicin 0 0 0 0 2 100
Nalidixic acid 1 50 1 50 0 0
Streptomycin 1 50 1 50 0 0
Enroxil 0 0 2 100 0 0
Neomycin 0 0 1 50 1 50

Vid antimikrobna Soevi na Salmonella spp.
supstancija S. blockley S. derby S. dublin S. livingstone S. panama S. virchow
Amoxiclav sr. osetliva sredno osetliva rezistentna sredno osetliva sredno osetliva sr. osetliva

Flumequine rezistentna sredno osetliva sredno osetliva sredno osetliva sredno osetliva sred. osetliva

Oxytetracycline rezistentna rezistentna rezistentna rezistentna rezistentna rezistentna

Gentamicin osetliva osetliva osetliva osetliva osetliva osetliva

Nalidixic acid rezistentna sredno osetliva rezistentna rezistentna rezistentna sred. osetliva

Streptomycin rezistentna rezistentna rezistentna rezistentna sredno osetliva sred. osetliva

Enroxil rezistentna sredno osetliva sredno osetliva sredno osetliva sredno osetliva sred. osetliva

Neomycin rezistentna osetliva rezistentna osetliva osetliva rezistentna
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otik-rezistentni patogeni bakterii koi poteknuvaat od hranata. Podatocite za visok
stepen na kontaminiranost uka`uvaat na potencijalna kriti~na to~ka vo higienata vo
razli~nite stadiumi na proizvodstvo na hrana i sinxirot na distribucija na ista-
ta(1,2). Dopolnitelno, potrebno e upotrebata na antimikrobni supstancii i vo hrana-
ta za `ivotnite, pravilno da se regulira i da se minimizira mo`nosta ovie organiz-
mi da razvijat rezistentnost (2). Podatocite od ova istra`uvawe go naglasuvaat
zna~eweto na postojanite napori da se izvr{i edukacija na koncumentite za pravil-
na higiena na hranata i da se potencira potrebata za kontinuirana opservacija na
zoonotskite patogeni dobieni od hranata, vklu~uvaj}i gi i antimikrobno-rezistent-
nite primeroci, niz celiot sinxir na proizvodstvo na hrana. 
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ABSTRACT

This research is conducted to determine antimicrobial resistance of individual strains of Salmonella spp.
isolated from different types of raw meats (pork, turkey, poultry and mechanically deboned meat). We
examined 822 samples of meats, from which we determined and serotyped 72 strains of Salmonella,
and there after we tested them all to antimicrobial resistance towards 8 antimicrobials. We determined
that 50 from the isolates (69,4%) showed resistance towards at least one antimicrobial, 10 strains (13,9)
are resistant towards two antimicrobials, and the rest of the 12 isolates (16,7%) are multi-drug resistant
(resistance toward more then 2 antimicrobials).
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PRISUSTVO NA OHRATOKSIN A VO MAKEDONSKITE VINA
OD TIKVE[KIOT REGION
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ABSTRAKT

Analiti~ki metod koj se bazira na kvantitativno opredeluvawe so te~na hromatografija so
fluorescenten detektor, na kogo mu prethodi proces na pro~istuvawe koristej}i imunoafi-
nitetni koloni, e iskoristen za monitoring na makedonskoto vino koe poteknuva od najpozna-
tato, Tikve{ko vinogorje. Izvr{ena e validacija na analiti~kiot metod i utvrdena e linear-
nost vo koncentracisko podra~je od 0,1 do 60 ng/ml so zadovolitelen koeficient na korela-
cija od 0,9976. Limitot na detekcija i kvantifikacija iznesuvaat 0,043 ng/ml i 0,141 ng/ml,
soodvetno. To~nosta na metodot be{e opredelena preku metodot na standarden dodatok ko-
ristej}i dve koncentracii, 0,1 ng/ml i 1,0 ng/ml. Dobieni se vrednosti za analiti~kiot prinos
od 100,66% i 106,83% za crveno vino (za dvete predlo`eni koncentracii). Vrednostite za
analiti~kiot prinos za belo vino, (98,50% i 93,31% za istite koncentracii), se isto taka za-
dovolitelni i ja potvrduvaat to~nosta na metodot. Vrednosta za RSD, i za beli i za crveni
vina, za dvete predlo`eni koncentracii, be{e zadovolitelna i se dvi`i vo granici od
7,13% do 10,41% za crveno, odnosno od 3,96% do 8,77% za belo vino. Monitoring be{e napra-
ven na 31 primerok na fla{irano vino. Od niv, samo 16 primeroci (51,61%) bea so koncen-
tracija na OTA nad limitot na detekcija, no so vrednost mnogu pomala za da istite pretsta-
vuvaat rizik za konsumentite na vino. 

Klu~ni zborovi: ohratoksin A, vino, Tikve{ko vinogorje, imunoafinitetni koloni, LC-FD
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VOVED

Ohratoksin A (OTA) e mikotoksin koj voglavno go produciraat nekoi vidovi od rodot
Aspergillus i Penicillium (1). Toj e nefrotoksi~en (bubrezite se glavniot target organ),
no isto taka projavuva i imunotoksi~no, teratogeno, genotoksi~no, mutageno i kance-
rogeno dejstvo pri visoki dozi (2); zatoa pretstavuva seriozen rizik po humanoto
zdravje. OTA e povrzan i so etiologijata na endemi~nata fatalna bolest karakteris-
ti~na za ju`na i jugoisto~na Evropa, poznata kako balkanska endemska nefropatija
povrzana so tumori na gorniot urinaren trakt (3). Zatoa Internacionalnata Agencija
za istra`uvawe na Rakot (International Agency for Research on Cancer, IARC) go vklu~uva
OTA vo grupata na mo`ni kancerogeni supstancii kaj lu|eto (grupa 2B). 

Glaven izvor na OTA se `itaricite, no isto taka toj mo`e da se najde i vo drugi na-
mirnici (vino, pivo, grozdov sok, kafe, kakao i negovi proizvodi, kako i vo svinskoto
meso) (4). Iako nivoto na OTA vo sekoja od gore spomenatite namirnici e naj~esto nis-
ko, sepak vnesot na razli~ni kontaminirani vidovi na hrana i pijaloci, mo`at da
obezbedat vkupno koli~estvo na OTA od blizu 100 ng/kg telesna te`ina, koe pretsta-
vuva provizoren toleranten nedelen vnes (provisional tolerable weekly intake, PTWI) od-
reden od Svetskata Zdravstvena Organizacija (5). Maksimalno dozvolenata koncen-
tracija (maximum residual level, MRL) za OTA e regulirana so Evropskata Direktiva EC
No.123/2005) (6) i istata se dvi`i vo granici od 0,5 do 10 mg/kg za razli~ni namirni-
ci. Na{ata zemja gi ima prifateno evropskite regulativi od dekemvri 2005 godina (7).

Za kontaminacijata na vinoto so ohratoksin A e zboruvano mnogu (8) imaj}i go vo
predvid faktot deka istoto e na vtoroto mesto, vedna{ po `itaricite i u~estvuva so
13% kako  izvor na OTA (9). Vinoto e proizvod koj e mnogu zna~aen za evropskata eko-
nomija i populacija i istoto bara, sekoja EU zemja izvoznik na vino, da obezbedi kon-
tinuiran i sistematski monitoring za da se osigura deka nejzinoto vino e bezbedno,
bez prisustvo na ohratoksin A vo nego. 

Postojat razli~ni analiti~ki postapki za opredeluvawe na OTA vo vino (10). Te~-
nata hromatografija so fluorescentna detekcija (LC-FD) e najkoristena tehnika (11).
Edna od najsigurnite, visoko osetlivi i to~ni metodi e metodot predlo`en od Visconti
et al. (12), koj prepora~uva upotreba na imunoafinitetni koloni (IAC) za postapkata za
pro~istuvawe na primerocite, po koe sledi kvantifikacija so LC-FD. Upotrebata na
imunoafinitetni koloni za pro~istuvawe vo postapkata za opredeluvawe na OTA
pretstavuva vrv vo analitikata, so mnogu prednosti vo odnos na drugite koristeni
koloni za pro~istuvawe: selektivnost, preciznost, to~nost i efikasnost za dobi-
vawe na eluat koj }e bide osloboden od interferira~kite, fluorescentni materii
koj bi vlijaele na krajniot rezultat (13). 

Celta na ovoj trud be{e da se napravi monitoring na makedonskoto vino od najpoz-
natiot vinski region vo Makedonija, Tikve{koto vinogorje, primenuvaj}i imunoafi-
nitetni koloni vo postapkata na pro~istuvawe i LC-FD kvantifikacija.  Kolku {to
ni be{e poznato, sistematski monitoring na makedonskoto vino vo odnos na pris-
ustvoto na OTA vo nego ne e napraven, so isklu~ok na �screening�-ot za prisustvo na
OTA so primena na fluorometriski metod (14).Imaj}i gi vo predvid naporite na pro-
izvoditelite za izvoz na makedonskoto vino na evropskiot pazar, smetame deka ovoj
trud na nekoj na~in mo`e da ja pomogne i olesni ovaa ekonomska aktivnost.
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MATERIJAL I METODI

EKSPERIMENTALEN DEL     

2.1. Hemikalii  materijali

Rastvoruva~ite so HPLC ~istota (metanol, acetonitril, voda), p.a. hemikaliite
(benzen, NaCl, NaHCO3) i 100% glacijalna ocetna kiselina (suprapur) bea nabaveni od
Merck (Darmstadt, Germany). PEG 8000 be{e nabaven od Biochemica, Fluka. 

Imunoafinitetnite OchraTest® koloni (Vicam, USA) bea koristeni za postapkata na
pro~istuvawe na primerocite. Standardot OTA be{e nabaven od Supelco (50 µg/ml,
rastvoren vo benzen: ocetna kiselina (99:1)). Rabotniot standarden rastvor (2 µg/ml),
e podgotven od standardot OTA so rastvorawe na alikvotot so miksot na rastvoru-
va~i i e ~uvan na temperatura od +2-8OC. 1,5 ml od rabotniot standarden rastvor se
prefrla vo silaniziran vijal i se uparuva pod struja od azot. Suviot ostatok se rast-
vora vo 1,5 ml LC mobilna faza (filtrirana niz 0,20 µm filter) i kvantitativno se
prefrla vo volumetriski sad od 25,0 ml. Se dopolniva do markata so filtrirana mo-
bilna faza. Krajnata koncentracija na OTA iznesuva  100 ng/ml. Od ovoj rastvor, spo-
red oficijalniot AOAC metod (15), se podgotvuvaat 6 rabotni standardi so koncen-
tracija od 0,6 do 60 ng/ml. No imaj}i gi vo predvid na{ite prethodni, preliminarni
�screening� istra`uvawa (14) spored koi ne se o~ekuva tolku visoka koncentracija na
OTA vo makedonskoto vino, re{ivme da go pro{irime kalibraciono podra~je do kon-
centracija od 0,1 ng/ml taka da koristevme vkupno devet kalibracioni rastvori.  

2.2. Instrumenti

Be{e koristen Perkin Elmer (PE) HPLC sistem opremen so binarna pumpa (PE LC-250),
manuelen injektor (tip PE Rheodyne 7125) i fluorescenten detector (PE LC-240).
Hromatografskoto razdeluvawe be{e napraveno na sobna temperatura na Supelcosil
kolona (150 mm x 4.6 mm, 5 µm), vrzana za za{titna (SupelcguardTM LC-18, 2 cm cartrid-
ge) kolona. Mobilnata faza be{e smesa na acetonitril:voda:ocetna kiselina
(99:99:2, V/V/V), prethodno degazirana vo ultrazvu~no kupatilo. Protokot be{e posta-
ven na 1,0 ml/min, a volumenot na injektirawe be{e 100 µl. Branovite dol`ini na ap-
sorpcija i emisija bea 333 i 460 nm, soodvetno.  

2.3. Primeroci na vino

Vkupno 31 (14 beli i 17 crveni) fla{irano vino, proizvedeno vo Tikve{kiot regi-
on, be{e nabaveno ili od lokalnite prodavnici ili direktno od vinariite (5 raz-
li~ni vinarii). Primerocite na vino bea ~uvani vo nivnata originalna ambala`a vo
fri`ider na temperatura od 2-8OC, se do analizata. Site primeroci bea raboteni vo
duplikati. Za analizata na analiti~ki prinos bea koristeni primeroci na belo i cr-
veno vino koi vo prethodnite analizi (so HPLC-FD metod) ne poka`aa prisustvo na
OTA. Se koristea dve koncentracii, 0,1 i 1,0 ng/ml. 

2.4. Podgotovka na primerocite
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Pred po~etokot na analizata, site primeroci na vino bea degazirani vo ultrazvu~-
no kupatilo 20 min. Alikvot od 10 ml vino se rastvora so rastvor za rastvorawe koj
sodr`i 5% NaHCO3 i 1% PEG 8000 i silno se me{a. Vrednosta na rN se doteruva do
8,5 so 1M NaOH. Rastvorot se filtrira niz mikrofiber filterna hartija. 10 ml od
filtratot (ekvivalentno na 5 ml vino) se propu{ta niz imunoafinitetnata kolona so
brzina na protok od okolu 1 kapka/sec. Preporaka na proizvoditelot e da ne se doz-
voli kompletno isu{uvawe na imunoafinitetnata kolona. Postapkata na miewe na
kolonata e so 5 ml rastvor koj sodr`i 2,5% NaCl i 0,5% NaHCO3, a potoa kolonata se
plakne i so 5 ml voda. Mieweto se izveduva so brzina na protok od okolu 1-2 kapki/sec.
Potoa kolonata se su{i so propu{tawe na vozduh niz nea. OTA se eluira so 2 ml meta-
nol. Metanolniot rastvor se su{i pod struja na azot na temperatur od 50OC. Suviot
ostatok se rastvora vo 250 µl filtrirana mobilna faza i se ~uva vo fri`ider s# do
HPLC-FD analizata.   

REZULTATI I DISKUSIJA

3.1. Validacija na HPLC-FD metodot

Kalibracionata kriva za kvantifikacija na OTA, konstruirana od devet kalibra-
cioni rastvori vo koncentracisko podra~je od 0,1 do 60 ng/ml be{e linearna so koe-
ficient na korelacija od 0,9976 (y = 98184x + 19209). 

Limitot na detekcija (LOD) iznesuva 0,043 ng/ml, presmetan kako 3,3xSD/nagib na
kriva (presmetano sprema ICH-regulativite za validacija na analiti~ki metodi:Q2)
(16) Nagibot na krivata se presmetuva od kalibracionata kriva vo poniskoto koncen-
tracisko podra~je, a SD e standardna devijacija na izmereni deset slepi probi. Li-
mitot na kvantifikacija (LOQ) iznesuva 0,131 ng/ml, presmetan kako 10xSD/nagib na
kriva, na ist na~in kako i limitot na detekcija.

To~nosta i preciznosta na metodot bea opredeleni preku opredeluvawe na anali-
ti~kiot prinos i povtorlivosta (izrazena kako RSD vrednost), soodvetno. Za taa cel
bea koristeni primeroci na belo i crveno vino koi vo prethodnite analizi ne poka-
`ale prisustvo na OTA (so HPLC-FD metod). Analizite bea vr{eni so dvete predvi-
deni koncentracii od 0,1 i 1,0 ng/ml. Validacionite parametri se dadeni vo Tabela 1.

Tabela 1. Validacioni parametri

Parametar Crveno vino Belo vino

0.1 ng/ml 1.0 ng/ml 0.1 ng/ml 1.0 ng/ml
RSD (%) 10,41 7,13 8,77 3,96

Analiti~ki prinos (%) 100,66 106,83 98,50 93,31

Linearnost 0,9976

LOD (ng/ml) 0,043
LOQ (ng/ml) 0,131
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Vrednostite za analiti~kiot prinos kaj crvenoto vino iznesuvaat 100,66% i
106,83% za dvete predlo`eni koncentracii i istite se malku povisoki vo odnos na
vrednostite za analiti~kiot prinos kaj beloto vino (98,50% i 93,31%). Preciznosta,
izrazena preku RSD vrednosta e zadovolitelna i se dvi`i vo granici od 7,13% do
10,41% za crveno, odnosno od 3,96% do 8,77% za belo vino. Dobienite vrednosti se
dokaz za to~nosta i preciznosta na analiti~kiot metod.  

Preciznosta pak na sistemot, be{e opredelena i preku analiza na {est serii od
devette kalibracioni rastvori. Rezultatite se pomesteni vo Tabela 2. Mo`e da se
zabele`i deka vrednosta za RSD se dvi`i vo granici od 1,93 do 11,43%, {to uka`uva
na dobra i zadovolitelna povtorlivost na sistemot.  

Tabela 2. Podatoci za preciznosta na HPLC sistemot

Dobienite hromatogrami se ~isti, so ramna bazna linija, mal matriks efekt, bez
vlijanie na OTA pikot, prakti~no bez ne~istotii, neidentifikuvani pikovi i drugi
interferira~ki, fluorescentni supstancii (Slika 1). Seto ova e rezultat na
visokata selektivnost i specifi~nost na imunoafinitetnite koloni. 

Slika 1. HPLC-FD hromatogrami
na primeroci belo vino na koi
im e dodaden standarden dodatok
od 0,1 i 1,0 ng/ml OTA standard

OTA koncentracija (ng/ml) na kalibracionite rastvori

0,1 0,2 0,5 1,0 2,0 6,0 20,0 40,0 60,0

Opredelena OTA koncentracija (ng/ml)
1 0,09 0,19 0,45 1,05 1,93 5,58 21,24 41,23 57,11

2 0,08 0,19 0,46 1,21 1,99 5,53 20,10 42,10 58,52

3 0,08 0,20 0,48 1,20 1,98 6,30 21,30 42,25 56,71

4 0,10 0,21 0,55 1,15 2,05 6,25 20,07 42,64 60,26

5 0,11 0,19 0,54 1,22 2,19 5,64 21,35 41,14 59,42

6 0,10 0,18 0,45 0,99 1,94 5,57 20,33 40,53 58,32

h 0,09 0,19 0,49 1,14 2,01 5,81 20,73 41,65 58,39

SD 0,01 0,01 0,05 0,10 0,10 0,36 0,63 0,80 1,34
RSD (%) 11,43 5,34 9,29 8,44 4,79 6,21 3,02 1,93 2,30

 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

A 

t (min) 

OTA 
1 ng/ml 

0.1 ng/ml 
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3.2. Monitoring na makedonskoto vino od Tikve{koto vinogorje

Op{to zemeno, niedno od ispitanite makedonski vina od Tikve{koto vinogorje ne
ja nadminuva MRL vrednosta za OTA (2 µg/ml). Naprotiv, od vkupno ispitan 31 prime-
rok na vino, 15 primeroci (48,39%) se se OTA koncentracija pod limitot na detekcija
(Tabela 3). 16 primeroci (51,61%) se so OTA koncentracija nad LOD. Bea ispitani 10
razli~ni vidovi na grozje; 5 vidovi na belo (Temjanika, Chardonnay, Sauvignon blanc,
Rein Riesling i Traminec) kako i 5 vidovi na crveno grozje (Vranec, Cabernet sauvignon,
Merlot, Pinot Noir i Rosé. Najvisokata najdena vrednost za OTA be{e 0,233 ng/ml (Rein
Riesling) i 0,302 ng/ml (Vranec) za belo i crveno vino, soodvetno. Dvete vina se od ista
godina na berba, 2005. 

Tabela 3. Koncentracija na ohratoksin A vo vinata

Najvisokata najdena OTA koncentracija vo na{ite istra`uvawa, e mnogu poniska vo
sporedba so mnogu avtori (17, 18, 19), kako i vo sporedba so srednata evropska vred-
nost za OTA koj iznesuva 0,357 ng/ml (9).  

Niskite vrednosti za OTA vo makedonskoto vino ne pretstavuvaat potencijalen
rizik za prose~nite konsumenti na vino. Imeno, ako makedonski konsument, so
prose~na telesna te`ina od 70 kg, pie vo prosek po 200 ml vino dnevno (edna ~a{a) i
toa od vinoto so najvisoko detektirana koncentracija na OTA (0,302 ng/ml), }e ima
dneven vnes na OTA vo svojot organizam od 0,86 ng/kg telesna te`ina, {to e mnogu po-
malku od prose~nata, o~ekuvana, dnevna izlo`enost na OTA koja iznesuva 2-3 ng/kg
telesna te`ina dnevno za prose~ni konsumenti i 6-8 ng/kg telesna te`ina dnevno za
poseben vid konsumenti (na primer onie na vino) (18). Ovie podatoci govorat deka ma-
kedonskoto vino od Tikve{koto vinogorje, barem {to se odnesuva do prisustvoto na
OTA vo nego, po ni{to ne zaostanuva zad vinata prisutni na evropskiot i svetski pa-
zar.

Objekt (vinarija) Broj na primeroci na vino Najdena OTA koncentracija

pod LOD nad LOD
belo crveno

belo crveno belo crveno

Vinarija 1 4 4 4 2 - 2
Vinarija 2 3 4 1 - 2 4
Vinarija 3 3 5 3 2 - 3
Vinarija 4 1 1 1 - - 1
Vinarija 5 3 3 1 1 2 2

14 17 10 5 4 12
Vkupno

31 15 (48,39%) 16 (51,61%)
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ZAKLU^OCI

4.1. Metodot koj koristi PEG-NaHCO3 vo postapkata na ekstrakcija i imunoafini-
tetni koloni vo postapkata na pro~istuvawe na primerocite, e brz i siguren metod,
koj obezbeduva visoki vrednosti za analiti~ki prinos vo predvidenoto koncentra-
cisko podra~je, so prifatlivi vrednosti za preciznosta kako i visok stepen na se-
lektivnost i efikasnost. 

4.2. Edinstvena pre~ka vo koristewe na imunoafinitetnite koloni bi bila nivnata
visoka cena i nemo`nosta za nivno povtorno koristewe, {to rezultira so visoka cena
i na samite analizi.

4.3. Opredeluvaweto na OTA e mnogu va`no za procesite na istra`uvawa na rizi-
cite po zdravjeto na lu|eto i zatoa sekoja zemja treba da sproveduva monitoring na
svoite vina, a posebno ako saka da bide konkurenten izvoznik na pazarot. 

4.4. Spored dobienite rezultati, makedonskoto vino e mnogu pobezbedno za piewe
od ona na drugite zemji i zatoa treba da se vlo`uvaat pove}e napori i sredstva za
razvoj i unapreduvawe preku sozdavawe na brend, so cel prepoznavawe na makedon-
skoto vino na evropskata i svetska trpeza.

LITERATURA

1.  Creppy E.E. 2002. Update of survey, regulation and toxic effects of mycotoxins in Europe.
Toxicology Letters 127, p.19-28.

2.  FAO FOOD AND NUTRITION PAPER. 1990. Manuals of food quality control. Training in
mycotoxins analysis. No.14/10. Rome. 

3.   Peraica M, Domijan A-M. 2001. Mycotoxins in food and human health. Arh Hig Toksikol  52,
p. 23-55.

4.   Domijan, A., and Peraica, M. 2005. Ochratoxin A in wine. Arh. Hig. rada Toksikol. 56, p.17-
20.

5. FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/World Health Organization), 1996.
Toxicological evaluation of certain food additives and contaminants. Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA). WHO Food Additives Series 35. WHO, Geneva
Switzerland.

6.   Official Journal of European Union L25/3. 2005. Commission Regulation (EC) No 123/2005
of 26 January 2005 amending Regulation (EC) No 466/2001 as regards ochratoxin A. 

7.  Slu`ben vesnik na Republika Makedonija (118/2005); Pravilnik za bezbednost na
hranata

8.  Pacin A., Rasnik, S., Vega, M., Saelzer, R., Ciancio Bovier. E., Rios, G., and Marinez, N.
2005. Occurrence of ochratoxin A in wines in the Argentinian and Chilean markets.
ARKIVOC (XII) 214-223.

9.   Reports on tasks for scientific cooperation � Report No 17523 of experts participating in 
Task 3.2.7- Assessment of dietary intake of ochratoxin A by the population of EU Member
States, Directorate-General Health and Consumer Protection, January 2002.



50

10. N.Ratola, P.Barros, T. Simões, A.Cerdeira, A.Venâncio, A.Aves. 2006. Worldwide interlab-
oratory study on the determination of ochratoxin A in different wine type samples. Talanta
70, p. 720-731.

11. Sáez, J.M., Medina, A., Gimeno-Adelantado, J.V. Mateo, R., and Jiménez, M. 2004.
Comparison of different sample treatments for the analysis of ochratoxin A in must, wine
and beer by liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 1029, p. 125-133.

12. Visconti A., Pascale M., Centonze G. 1999. Determination of ochratoxin A in wine by means
of immunoaffinity column clean-up and high-performance liquid chromatography. Journal of
Chromatography A, 864, p. 89-101

13. Prado, G., Oliveira, M.S., Carvalho, E.P., Oliveira Lima, L.C., Veloso, T., Souza, L.A.F. and
Cardoso, A.C.F. 2003. Ochratoxin A determination in beer by immunoaffinity column clean-
up and high-performance liquid chromatography. Ciênc. Tecnol. Aliment., Campinas, 23
(Supl): 58-61. 

14. Hajrulai-Musliu Z., Stojanovska-Dimzoska B., Sekulovski P., Dimitrieska-Stojkovic E.,
Jankuloski D. and Serafimovski I. 2007. Determination of ochratoxin A in wines intended for
EU market with fluorometric method. Paper presented at: XII International IUPAC
Symposium on Mycotoxins and Phycotoxins, Istanbul, Abstract No.1455.

15. AOAC Official Methods of Analysis 2005. Chapter 49, p.66. AOAC Official Method 2001.01.
Ochratoxin A in wine and beer. Immunoaffinity colum clean-up/liquid chromatographic
analysis (First action 2001, Final action 2005). 

16. ICH Harmonized Tripartite Guideline: Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology Q2 (R1), current step 4 version (complementary Guideline on Methodology
dated 6 November 1996 incorporated in November 2005)

17. Markaki, P., Delpont-Binet, C., Grosso, F., and Dragacci, S. 2001. Determination of ochra-
toxin A in red wine and vinegar by immunoaffinity high-pressure liquid chromatography. J
Food Prot. Apr; 64 (4): 533-537

18. Opinion of the scientific panel on contaminants in the food chain on a request from the com-
mission related to ochratoxin A in food. The EFSA Journal (2006), 365, 1-56
(www.efsa.eu.int). 

19. Jeretin, B. 2007. Ochratoxin A in Slovenian wines. Paper presented at: XII International
IUPAC Symposium on Mycotoxins and Phycotoxins, Istanbul, Abstract No.1138.



Makedonski veterinaren pregled

51

OCCURRENCE OF OCHRATOXIN A IN MACEDONIAN WINES 
FROM TIKVE� REGION

Biljana Stojanovska-Dimzoska1, Elizabeta Dimitrieska-Stojkovic1, Zehra Hajrulai-Musliu1,
Pavle Sekulovski1, Dean Jankuloski1
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ABSTRACT

An analytical method based on immunoaffinity column (IAC) clean-up and quantitative determination
with liquid chromatography - fluorescence detection (LC-FD) was used to determine the occurrence of
ochratoxin A (OTA) in Macedonian wines originated from the most famous, Tikve�, wine producing
region. The linearity of the method was checked, and a good coefficient of correlation (0.9976) was
found, over wide concentration range of 0,1 to 60 ng/ml. The limit of detection and quantification were
0,043 ng/ml and 0,131 ng/ml, respectively. The accuracy of the method was determined with spiked
OTA free samples at the concentration levels of 0.1 ng/ml and 1.0 ng/ml. The recoveries for red wine
were found to be 100,66% and 106,83 %, for the proposed spiking levels. The recoveries for white wine
were satisfactory (98,50% and 93,31%) too, in the same spiking levels. RSD values for both, red and
white wine samples, for the proposed concentration level was satisfactory, in the rang of 7,13% to
10,41% for red wine and 3,96% to 8,77% for white wine samples. A survey was done on 31 bottled
wine samples. Among them, 16 samples (51,61%) were with OTA concentration over the LOD.
However, the determined concentrations were too low to present a risk for wine consumers. 

Keywords: ochratoxin A, wine, Tikve� wine producing region, immunoaffinity columns, LC-FD
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OPREDELUVAWE NA VKUPNI AFLATOKSINI VO SUVO I KOSTENLIVO
OVO[JE PRISUTNI NA MAKEDONSKIOT PAZAR

Zehra Hajrulai-Musliu1, Pavle Sekulovski1, Biljana Stojanovska Dimzoska1,
Elizabeta Dimitrieska Stojkovi}1, 

Dean Jankulovski1, Siqanovski Aleksandar1

1 Institut za hrana, Fakultet za Veterinarna Medicina Skopje
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ABSTRAKT:

Lu|eto i `ivotnite se izlo`eni na aflatoksini so konsumirawe na hrana koja e kontaminira-
na so gabi. Takvite izlo`uvawa te{ko e da se zaobikolat bidej}i nitu eden prehramben pro-
dukt ne e apsolutno bezbeden od mikotoksikolo{ka kontaminacija. Iako kontaminiranata hra-
na ne se pu{ta vo promet, seu{te ostanuva mo`nosta za nepovolni efekti koi rezultiraat
na procesot na dolgoro~ni izlo`uvawa na niski nivoa na aflatoksinite vo hranata. Poradi
toa i cel na ovaa studija be{e  opredeluvawe na vkupnite aflatoksini vo suvo i kostenlivo
ovo{je. Bea ipituvani kikiriki, orevi, le{nici, semki od tikva i suvo grozje, i toa samo onie
koi se prodavaat na pazar, na otvoreni mesta. Od vkupno ispitani 30 probi, 19 ispitani pri-
meroci  (63,33%) bea so vkupna koncentracija na aflatoksini nad limitot na detekcija, a 11
ispitani primeroci (36,6%) bea so vkupna koncentracijata pod limitot na detekcija. Poviso-
ka vrednost od maksimalno dozvolenata koncentracija na aflatoksini be{e utvrdena samo
kaj eden primerok od orev i toa do 21 µg/kg. 

Klu~ni zborovi: mikotoksini, aflatoksini, kontaminacija, suvo i kostenlivo ovo{je

VOVED 

Mikotoksinite se sekundarni metaboliti na gabite koi mo`at da kontaminiraat raz-
li~ni zemjodelski kulturi. Pove}eto muvli produciraat produkti koi nemaat {tetno
tuku naprotiv, imaat korisno dejstvo i takov primer e penicilinot (1). Drugi pak vi-
dovi na gabi imaat sposobnost da produciraat mikotoksini so izrazeno toksi~no, pa
duri i letalno dejstvo, kako {to se ergotaminot, ergot alkaloidite, ohratoksinite i
trihotecenite (2). Ergotot predizvikuva gangrena, dodeka ohratoksinot ima toksi~en



54

efekt vrz crniot drob. Toksi~nosta vrz crniot drob ima kumulativen karakter i ~es-
to mo`e da rezultira so hepatiti~na fibroza i ciroza (3).

Aflatoksinite se ena od najzna~ajnite grupi na mikotoksini koi gi produciraat
Aspergillus-vidovite ~ija produkcija zavisi od temperaturata i vla`nosta na supstra-
tot. (4). Vidot Aspergillus flavus e odgovoren za produkcijata na ovie toksini. Site is-
pituvawa uka`uvaataat  na toa deka Aflatoksin B1 e eden od glavnite toksini, koj se
pojavuva ~esto zaedno so B2 i G1/G2. Delumno kontaminirani namirnici naj~esto se
kikirikite, le{incite, suvite ovo{ja i za~ini.

Slika1.
[ematski prikaz na
pojava na mikotoksikozi
kaj ~ovekot i `ivotnite

Hroni~nata izlo`enost na aflatoksini predizvikuva o{tetuvawe na crniot drob
so posledi~na pojava na hepatitis, kako i drugi zaboluvawa vklu~uvaj}i i namalen
imunitet, zgolemena sklonost kon infekcii i kancer na crniot drob (5). Aflatoksi-
nite mo`at da predizvikaat zgru{uvawe na krvta {to mo`e da bide pri~ina za nek-
roza (6). Posebno osetlivi na dejstvoto na aflatoksinite se pticite. Aflatoksinite
se termi~ki stabilni soedinenija (7).

Naj~esto podlo`ni na kontaminacija so aflatoksini se kostenlivoto ovo{je, za~i-
nite, `itaricitei i posebno p~enkata (8). Isto taka mo`at da bidat kontaminirani i
mlekoto i mle~nite proizvodi. Nivnata kontaminacija vsu{nost se javuva kako pos-
ledica na ishrana na dobitokot so kontaminirana dobito~na hrana (9).

Postojat brojni regulativi so koi se odreduva dozvolenoto nivo na aflatoksini vo
hrana (10). Edna e Evropskata regulativa EC 466/2001 koja  se odnesuva na maksimal-
no dozvolenite koncentracii za razli~ni kontaminenti vo hrana i istata e dopolne-
ta so Evropskata regulativa EC 2174/2003 koja se odnesuva na aflatoksinite. Na{ata
zemja od dekemvri 2005 godina gi prifati evropskite zakoni i regulativi (Slu`ben
vesnik na RM br. 118/2005), koi se odnesuvaat na ovaa problematika.

CEL NA ISTRA@UVAWETO

Imaj}i ja vo predvid stabilnosta na aflatoksinite i rizikot od kontaminacija na
hranata so ovie toksini, koja pred s# se prodava na otvoreni mesta, celta na istra-
`uvaweto na ovoj trud be{e analiza na stepenot na kontaminiranost na suvoto i kos-
tenlivo ovo{je koe se prodava isklu~ivo na otvoreni mesta.

Mycotoxicoses
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MATERIJALI I METODI

Materijalot za analiza na aflatoksini be{e nabaven na nekolku proda`ni mesta
vo Skopje kade se prodava suvo i kostenlivo ovo{je.  

Primerocite od suvo i kostenlivo ovo{je bea sobrani i ispituvani vo periodot od
dekemvri 2007 do mart 2008 godina. 

Istite se ~uvaa na +4OC do momentot na analiza. Od materijali i oprema be{e ko-
risteno slednovo: fluorometar (Vicam VI series 4, USA), AflaTest imunoafinitetni ko-
loni (Vicam, USA), nabrana filter hartija (Vicam, USA), mikrofiber filter (What-
man), stakleni kiveti (Vicam, USA), blender (Vicam), manifold za koloni (Vicam,
USA) i plasti~ni pipetori od 2 ml. Od reagensi bea koristeni metanol i voda (HPLC
~istota, Merck), natrium hlorid (NaCl, Merck) i razviva~ (AflaTest developer).  Afla Test,
Vicam e validiran metod od AOAC Research institute i va`i samo za postapkite i rea-
gensite propi{ani od proizvoditelot 

Metodolo{kata postapka be{e vo soglasnost so preporakite na proizvoditelot.
Primerocite bea blendirani i homogenizirani so 80% metanol so dodavawe na NaCl.
Alikvot od filtriraniot rastvor be{e razreduvan so voda i apliciran na imuno-
afinitetna kolona AflaTest-P, preku mikrofiber filter. Kolonata be{e izmiena so
voda, a postapkata povtorena dva pati. Za eluirawe be{e koristen 1 ml metanol. Na
eluatot be{e dodavan 1,0 ml AflaTest razviva~. Ot~ituvaweto be{e izvedeno na ka-
libriran fluorometar vo vremetraewe od 60 sekundi. Limitot na kvantifikacija na
fluorimetarot iznesuva 1,0 µg/kg, a limitot na detekcija 0,1 µg/kg. Koncentracijata
na aflatoksinite be{e izrazena vo µg/kg (11). 

Maksimalnata vrednost na dozvolena vkupna koncentracija na aflatoksini spored
Pravilnikot za op{tite barawa za bezbednost na hranata  (Slu`ben vesnik na RM, br
118/2005) iznesuva 5 µg/kg.

REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultatite od ispituvawata se prika`ani vo Tabela 1.

Tabela1. Sredna vrednost na vkupna koncentracija na aflatoksini vo primeroci na 
suvo i kostenlivo ovo{je

Vid na mostra Broj na primeroci Br. na pozitivni Koncentracija
primeroci (%) vo primerocite

Sredna vrednost µg/kg Opseg µg/kg
Kikiriki 5 3 (60%) 0,954 0,14-4,3

Orevi 5 5 (100%) 5,758 0,19-21

Le{nici 5 4 (80%) 1,274 0,47-2,2

Bademi 5 3 (60%) 0,936 0,89-1,5

Semki od tikva 5 2 (40%) 0,228 0,24-0,90

Suvo ovo{je 5 3 (60%) 0,928 0,47-3,2
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Kako {to mo`e da se vidi od tabelata, kaj 19 ispitani primeroci  (63,33%), vkupna-
ta koncentracija na aflatoksini be{e nad limitot na detekcija, a kaj 11 ispitani
primeroci (36,6%), koncentracijata be{e pod ovoj limit. Kontrolata na metodot be{e
utvrdena so dnevno kalibrirawe na instrumentot, so dve nivoa na koncentracii od
1,0 µg/kg i 22 µg/kg. 

Vrz osnova na analizite izvedeni vo ramkite na ova ispituvawe  povisoka vred-
nost od maksimalno dozvolenata koncentracija na aflatoksini be{e utvrdena samo
kaj eden primerok od orev (21 µg/kg.) 

Slika 2.
Grafi~ki prikaz na
sredna vrednost na
vkupna koncentracija
na aflatoksini vo
primeroci na suvo
i kostenlivo ovo{je

Rastot na gabite i muvlite kako i kontaminacijata so aflatoksini se posledica na
interakcii pome|u gabite, supstratot i uslovite potrebni za rast i razmno`uvawe (12).
Soodvetna kombinacija na ovie faktori ja odreduva nivnata pojava i kolonizacija na
supstratot, kako i tipot i koli~inata na produciran aflatoksin. Iako to~nite fak-
tori koi go induciraat formiraweto na mikotoksini ne se precizno determinirani,
sepak se znae deka za fungalniot rast i produkcijata na toksin potreben e soodveten
supstrat (13). Glavni determinira~ki faktori za fungalna aktivnost se vodata, vi-
sokata temperatura i o{tetuvaweto na rastitelniot organizam doma}in so insekti.
Taka na primer vo predberbeniot period vrz kontaminacijata na kikirikite i `ita-
ricite povolno vlijae visokata temperatura, dodeka pak vrz postberbena kontamin-
cija povolno vlijaat visokata temperatura i vla`nosta (14).

Isto taka izrazeniot fungalen rast i produkcijata na toksini se povrzuvaat i so
odredeni fazi od rastot na posevite, siroma{na snabdenost na po~vata so |ubriva,
izrazena gustina na posevite kako i kompeticijata so pleveli. Vrz sozdavaweto na
aflatoksini vlijae i prisustvoto na drugi gabi i mikroorganizmi (15).

ZAKLU^OCI:

Vkupnata koncentracija na aflatoksini kaj 19 ispitani primeroci (63,33%) be{e
nad limitot na detekcija.

7

6

5

4

3

2

1

0

sr
ed

na
 v

re
dn

os
t

1
primeroci

kikiriki orevi le{nici bademi suvo
grozje

semki od
tikva



Makedonski veterinaren pregled

57

Edinaeset ispitani primeroci (36,6%) poka`aa vkupna koncentracija na aflatok-
sini pod limitot na detekcija. 

Vkupnata sredna vrednost na aflatoksini kaj pove}eto analizirani primeroci
be{e zna~itelno poniska od maksimalno dozvolenata (5 µg/kg), isklu~ok be{e samo
eden primerok od orev (21 µg/kg). 

Vrz osnova na analizite napraveni vo ramkite na ova istra`uvawe ne be{e utvr-
dena zna~ajna opasnost povrzana so kontaminacija na suvo i kostenlivo ovo{je {to se
prodava na otvoreni mesta.

Rizikot od kontaminacija so aflatoksini mo`e da se minimizira samo dokolku se
sprovedat redovni kontroli za bezbednost na hranata.
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ABSTRACT: 

Humans and animals are exposed to aflatoxins by consuming foods contaminated with products of fun-
gal growth. Such exposure is difficult to avoid because fungal growth in foods is not easy to prevent.
Even though heavily contaminated food supplies are not distributed at market in developed countries,
concern still remains for the possible adverse effects as a consequence of long-term exposure to low
levels of aflatoxins in the food supply. Thence the aim of this study was determination of total aflatox-
ins in dry fruits and nuts. Only products in the open market places such as peanuts, walnuts, hazelnuts,
pumpkinseeds and raisins, were analysed. Ninetheen of 30 analysed samples (63.33%) were over the
detection limit, whereas 11 of analysed samples (36,6%) were the same limit. The highr then allowed
value of aflatoxins concentration was determined only in one sample of walnut (21 µg/kg).

Key words: mycotoxins, aflatoxins, contamination, dry fruits and nuts


