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Prisutnost Coxiella burnetii
u sirovom mlijeku

iz mljekomata

u Republici Hrvatskoj

Brigita Hengl*, S. Spici¢, Sanja Duvnjak, Irena Reil, Lidija Kozacinski,
Andrea Humski, Ivancica Kovacek i Andrea Benussi Skukan

Uvod

C. burnetii uzro¢nik je Q-groznice
i do nedavno je pripadala skupini
rikecija. Premda se razmnozava samo
u Zivim stanicama vrlo je otporna na
nepovoljne wuvjete okoline i brojne
dezinficijense. Tvorbom spora na dulje
vrijeme preZivljava uvijete isuSivanja,
npr. u prasini. Inkubacija traje dva do tri
tjedna, a ovisi o infektivnoj dozi. Klinicki
simptomi u ljudi manifestiraju se kroz
razli¢ite sindrome kao Sto su akutna bolest
s poviSsenom temperaturom, upalom
pluca te infekcijom s dominantnom
neuroloSkom manifestacijom (DzZelalija,
2008.). Dominantni simptom bolesti u
2ivotinja je pobacaj u terminalnoj fazi
prezivaci, poseb1ce ovce i koze (EFSA,
2010.). Iako je Q-groznica primarno
prirodno-zariSna zoonoza, adaptirala
se na domace Zivotinje medu kojima se
danas trajno odrzava. Rezervoar bolesti

su: goveda, koze, ovce i druge zivotinje.
Glavni put prijenosa sa zivotinja na ljude
je udisanje aerosola. Poznat je i prijenos
C. burnetii slamom i krznom zivotinje
na vece udaljenosti te konzumacijom
sirovog mlijeka i proizvoda od sirovog
mlijeka. C. burnetii je intracelularna
bakterija, pleomorfnikokobacil, stanicne
stjenke nalik onoj Gram negativnih
bakterija i smjeStena je u y-podskupinu
Proteobacteria (ne rikecije) (Sep-Severdija,
2009.). Nakon sto C. burnetii jednom dode
u okoli§, ona u njemu ostaje (Kersh i sur.,
2013.). U vanjskoj sredini s nepovoljnim
uvjetima, u sasuSenim Zzivotinjskim
ekskretima, C. burnetii poprima oblik
spora i viSe mjeseci preZivljava na vuni,
u mlijeku, vodi ili u prasini. Otporna je
prema djelovanju 1%-tnog formalina
i 1%-tnog fenola u tijeku 24 sata, ali je
inaktiviraju 0,05%-tni hipoklorit i 1%-tni
lizol. Grijanje pri 63 °C samo djelomicno
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unistava C. burnetii te je za sigurno
unistenje u mlijeku potrebna pasterizacija
15 sekundi pri 71,5 °C (Dzelalija, 2008.).
Humani slucajevi Q-groznice koji se
prijavljuju obi¢no su akutni, jer oko 60%
infekcija prode asimptomatski (Arri-
cau-Bouvery i Rodolakis, 2005.). Obic-
no prevladavaju nespecifi¢ni simptomi,
poput gripe s visokom temperaturom,
glavoboljom i kasljem, atipi¢na pneu-
monija ili hepatitis, ali i drugi poput
crvenila na kozi, miokarditisa, perikar-
ditisa, menigoencefalitisa, pankreatitisa
i pobacaja (Delsing i sur., 2009.). U 0,5
do 5% slucajeva akutni oblik prelazi u
kroni¢ni (Arricau-Bouvery i Rodolakis,
2005., Tissot-Dupont i sur., 2007.). Kod
kroni¢nih slucajeva Q-groznice uobi-
¢ajeni simptomi povezuju se sa srcem
i krvozilnim sustavom (endokarditis u
60-70% slucajeva), zglobno-kostanim
infekcijama i kroni¢nim pluénim infekci-
jama (EFSA, 2010.). Preboljenjem bolesti

e | i

stvara se dugotrajna imunost. IzraZena
je sezonalnost pojave bolesti, najcesce
u kasnu zimu i proljece, Sto se ve¢inom
poklapa sa sezonom janjenja (Sep-Sever-
dija, 2009.).

Materijali i metode

Sirovo mlijeko uzorkovano je tijekom
zime 2015. (veljaca) i u proljece/ljeto
2015. (lipanj) na gotovo svim dostupnim
mljekomatima u ¢itavoj Hrvatskoj (slika
1). U zimskom uzorkovanju prikupljeno
je ukupno 28 uzoraka sirovog mlijeka, au
proljetno/ljetnom 29 uzoraka.

Mlijeko je uzorkovano u kolicini od 1
L u sterilne staklene boce s poklopcem.
Nakon uzorkovanja boca je pohranjena
u prijenosne hladnjake s uloScima za
zamrzavanje te je dostavljena u roku
od nekoliko sati (najvise do 5 sati) u
laboratorij. Iznimka od opisanog nacina
dostave odnosi se na uzorke iz podrudja
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Slika 1. Zemljopisna karta s razmjestajem mljekomata u RH koji su bili obuhvaceni uzorkovanjem
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Splita (ukupno 6 u oba uzorkovanja)
koji su nakon prikupljanja spakirani u
kutije s ledom i dostavljeni drugi dan u
laboratorij (najdulje u roku od 24 sata od
uzorkovanja).

Za odredivanje Coxiella  burnetii
koriStena je metoda lancane reakcije
polimerazom (konvencionalni PCR i Real
-Time PCR) kojima se utvrduje uzrocnik
Q-groznice (Berri i sur., 2000.).

Rezultati

Identifikacija C. burnetti provedena
je na ukupno 57 uzoraka mlijeka
prikupljenih u uzorkovanju u veljaci
i lipnju. KoriStenjem metode lancane
reakcije polimerazom (konvencionalni
PCR i Real-Time PCR) bilo je pozitivno
10 uzoraka (17,54%), ili po pet u svakom
uzorkovanju te je prevalencija u zimskom
uzorkovanju iznosila 17,86%, a u ljetnom
17,24%. Pozitivni uzorci utvrdeni su kod
ukupno 4 proizvodaca mlijeka, a kod tri
proizvodaca mlijeka u oba uzorkovanja.
Jedan proizvoda¢ imao je pozitivan
uzorak samo u zimskom uzorkovanju,
dokjeuljetnom (dakle nakon zimskog) od
istog proizvodaca uzorak bio negativan.

Rasprava

Mogucnost Stetnog djelovanja C.
burnetii na zdravlje ljudi ne moze se
u potpunosti iskljuciti. Ipak, hipoteza
da se konzumiranjem C. burnetii moze
izazvati Q groznica je kontraverzna i
vec se desetlje¢ima proucava (Angelakis
i Raoult, 2010.). Marmion i Stoker
(1958.) otkrili su da je viSe osoba koje
su konzumirale sirovo mlijeko u dva
grada u blizini Kenta, Engleska, oboljelo
od Q-groznice u odnosu na osobe iz
kontrolne grupe. Beck i Bell (1949.)
istaknuli su da je 32% od 300 slucajeva
Q groznice u Los Angelesu bilo u osoba
koje su konzumirale sirovo mlijeko.
Fishbein i Raoult (1992.) opisali su
izbijjanje Q-groznice u psihijatrijskoj

ustanovi na jugu Francuske kada je
stopa seropozitivnosti za C. burnetii bila
znacajno veca kod pacijenata koji su
konzumirali nepasterizirane mlijecne
proizvode. Tijekom izbijanja Q groznice
u 2009. godini u Nizozemskoj, De Bruin
i sur. (2012.) pronasli su visoke razine
C. burnetii DNK u uzorcima iz okolisa
farmi koje su imale pozitivne skupne
uzorke iz tankova s mlijekom. Na 73%
tih farmi postojala je evidencija nedavnih
slucajeva oboljenja od Q- groznice u ljudi.
Eldin i sur. (2013.) pronasli su podjednak
broj mlije¢nih proizvoda od sirovog i
pasteriziranog mlijeka kontaminiranih
s C. burnetii, ali je u proizvodima od
nepasteriziranog mlijeka znacajno vedi
broj bio s ve¢om kontaminacijom, koja
je prelazila 3 log 10 kopija/mL. Tim su
mlijekom naknadno hranili miSeve u
kojih su izostali znaci bolesti. Autori su
zaklju¢ili kako se pasterizacijom ipak ne
moze ukloniti potencijalno Stetan genski
materijal C. burnetii te da jogurt i sirevi,
iako kontaminirani, ne posjeduju vitalne
kulture C. burnetii i ne predstavljaju
opasnost za zdravlje ljudi. Prema Viltrop
i Roast (2013.) C. burnetii prisutna je u
25% stada goveda u Estoniji.

RT-PCR metodom, kojom je utvrdena
puno veca prevalencija patogena, detek-
tirane su i mrtve stanice. Medutim, ta ¢i-
njenica nema utjecaja na procjenu rizika
kod konzumacije svjezeg sirovog mlijeka
iz mljekomata. U skladu s principom pre-
dostroznosti, detekcija patogena, zivih ili
ne, znacajan su ¢imbenik u modeliranju
rizika, ukoliko to mlijeko nece biti pod-
vrgnuto naknadnom tretmanu kojima se
pospjeSuje antimikrobno djelovanje, jer
su prisutni patogeni u mogucnosti pre-
zivjeti tijekom roka trajanja (Giacometti
i sur., 2012.). Izolacija C. burnetii konven-
cionalnom kulturijelnom metodom je tes-
ka i dugotrajna, tako da se cesto koriste
seroloski testovi poput fiksacije komple-
menta, indirektne imuno flourescencije
(indirect immunofluorescent assay-IFA) i
ELISA (Engl. enzyme-linked immunosor-
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bent assay), s nedostatkom sSto se u nekim
slucajevima moZe javiti imunoloska kriz-
na reakcija koja moze Stetno djelovati na
osjetljivost testova. Stoga je RT-PCR me-
toda pouzdanija za odredivanje C. burne-
tii u uzorcima mlijeka (Can i sur., 2015.)
te je koriStena i u nasoj studiji.

Razli¢ite prevalencije zabiljezene su
u europskim zemljama. U Svicarskoj su
Fretz i sur. (2007.) naveli prevalenciju C.
burnetii u sirovom mlijeku iz tankova
4,7%, u Francuskoj 24,4% (Guatteo
i sur., 2006.), u juZnoj Belgiji 30%
(Czaplicki i sur., 2012.), u Nizozemskoj
50% (Muskens i sur., 2011.), u Turskoj
20% (Can i sur., 2015.), a u SAD-u cak
94,3% (Kim i sur., 2005.). Medutim, na
prisutnost C. burnetii ukazuju i drugi
pokazatelji, kao npr. u Spanjolskoj gdje
nije utvrdena prevalencija u mlijeku, ali
je zabiljeZena visoka seroprevalencija u
mlijeku iz tankova od > 10* C. burnetii
u mL (Nogareda i sur., 2012.), ili u
Danskoj gdje je utvrdeno 59% C. burnetii
protutijela u mlijeku iz tankova (Agger
i sur.,, 2010.). U Hrvatskoj do ovog
istrazivanja nije utvrdena prisutnost C.
burnetii u sirovom mlijeku iz mljekomata
koristenjem  molekularne = metode.
Prema rezultatima iz naSeg istrazivanja
prevalencija C. burnetii u mlijeku iznosila
je 17,54% ibila je podjednaka u zimskom
i proljetno-ljetnom uzorkovanju.
Takva situacija je loSija od situacije u
Svicarskoj, ali je bolja od prevalencija u
Francuskoj, juznoj Belgiji, Nizozemskoj,
SAD-u i Turskoj. Od cetiri proizvodaca
mlijeka kod kojih je C. burnetii utvrdena
u zimsko/jesenskom uzorkovanju, kod
tri je proizvodaca ponovno utvrdena
i u proljetno/ljetnom uzorkovanju.
Iako se radi o malom broju uzoraka,
ponovljena prisutnost ovog patogena
u 75% slucajeva potvrduje Ccinjenicu
kako je njegova prisutnost u stadu pa
posljedi¢no i u mlijeku, dugotrajna i
tesko otkloniva.

Zakljucak

Prisutnost C. burnetii u mlijeku
predstavlja potencijalan rizik za zdravlje
ljudi, iako su zabiljeZeni rijetki slucajevi
svjezeg sirovog mlijeka kao izvora zaraze
s ovim patogenom. Njezina prisutnost
u mlijeku vodi podrijetlo iz stada. Ovog
je uzrocnika jako tesko ukloniti kako iz
stada tako i iz kontaminirane opreme
za muznju ili uredaja preko kojeg se
mlijeko distribuira (mljekomata). Stoga
je kontinuirana kontrola sirovog mlijeka
namijenjenog za javnu potrosnju bitna
za daljnje veterinarsko higijenske
mjere koje se mogu poduzeti u slucaju
utvrdivanja prisutnosti C. burnetii s ciljem
zaustavljanja i sprjecavanja daljnjeg
Sirenja. Osobito treba usmjeriti napore
na Kkontinuirano nadziranje situacije
u stadima i provodenje preventivnih
veterinarsko sanitarnih mjera prilikom
zbirnog prikupljanja mlijeka i pasnog
drZanja krava s razlicitih farmi.

Sazetak

C. burnetii uzroénik je Q-groznice u ljudi
i predstavlja patogen od javno zdravstvenog
znacenja. Rezervoar bolesti su goveda, koze,
ovce i druge Zivotinje. Mlijeko iz mljekomata
predstavlja jedan od mogucih izvora ovog
patogena posebice u slucajevima kada se
ono konzumira bez prethodne toplinske
obrade. U nedostatku podataka o prisutnosti
C. burnetii u sirovom mlijeku provedeno je
prvo istrazivanje prisutnosti ovog uzroc¢nika
u uzorcima sirovog mlijeka iz mljekomata
u Hrvatskoj te je po prvi put uzrocnik
dokazan primjenom molekularne metode.
Istrazivanje je provedeno u dva ciklusa u
veljaci i lipnju te je utvrdena prevalencija
od 17,54% (17,86 i 17,24%) uzoraka mlijeka,
a kod tri proizvodaca mlijeka ponovljeno u
ovim uzorcima uzorkovanim u vremenskom
razmaku od Cetiri mjeseca. Preporucuje se
provoditi kontinuirani monitoring ovog
patogena u stadima i provodenje preventivnih
veterinarsko  sanitarnih mjera  prilikom
muznje, prerade i prodaje sirovog mlijeka
s ciliem zadrzavanja ove relativno niske
prevalencije te sprjecavanja Sirenja ovog
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patogena koji se kad jednom dospije u stado
tesko uklanja.

Kljucne rijeci: sirovo mlijeko, mijekomat,

Coxiella burnetii
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C. burnetii is known as the cause of human
Q-fever disease and as such is a pathogen of
public health interest. Disease reservoirs are
cattle, goats, sheep and other animals. Raw
milk from vending machines is a potential
source of this bacteria. For the first time in
Croatia, raw milk from vending machines was
sampled for molecular analyses on C. burnetii
and this pathogen was confirmed for the first
time. Due to a lack of evidence of the presence
of C. burnetii in raw milk, this study included
almost all milk vending machines in Croatia
and was conducted in two sampling periods,
in February and June. The mean prevalence of

C. burnetii in raw milk was 17.54% (17.86 and
17.25% by sampling period). However, it is
of particular concern that this pathogen was
found in both samples from three producers.
Monitoring of C. burnetii and veterinary and
sanitary measures during milking, processing
and selling raw milk are recommended. This
would assist in maintaining this relatively low
prevalence and preventing the spread to other
herds, where it will be very difficult to eradicate
after pathogen first herd introduction.
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