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Sazetak

Prema dosadasnjim istrazivanjima, botulinum toksini su najjaca identificirana skupina
prirodnih toksina, a proizvode ih vrste bakterija roda Clostridium koje uzrokuju razvoj
bolesti zvane botulizam s karakteristicnom akutnom simetricnom paralizom. Zbog jacine
simptoma koju izazivaju kod ¢ovjek ove bakterije s mogu¢im fatalnim ishodom po ¢ovjeka,
smatra se vaznom svaka prevencija bolesti botulizma za $to je potrebno razvijanje kvalitetnih
metoda odredivanja botulinum toksina. Svrha je rada analizirati postoje¢e metode
odredivanja botulinum toksina pri ¢emu se one dijele na in vivo 1 in vitro metode. Smatra se
da in vivo metode, iako osiguravaju veliku preciznost, zahtijevaju i duze vremenske periode
za odredivanje $to kod odredenih tipova toksina iznosi i do par dana. Osim navedenog, in
vivo metode su skuplje u odnosu na in vitro metode zbog koriStenja veéeg broja zivih
laboratorijskih zivotinja. Za razliku od njih, in vitro metode skracuju vrijeme potrebno za
analizu, no ¢esto pokazuju nedovoljnu osjetljivost. Napretkom tehnologije problematika
toc¢nosti i efikasnosti metoda se sve viSe rjeSava te znanstvenici uspjesno razvijaju in vitro
metode odredivanja s velikom osjetljivosti i preciznosti. Neke od najkvalitetnijih in vitro

metoda su imunoanaliza, analize temeljene na biosenzorima i fluorescencijske analize.

Klju¢ne rijeci: botulizam, Clostridium, paraliza, metode odredivanja, in vivo, in vitro



Abstract

According to today's research, botulinum toxins are the strongest identified group of natural
toxins, and they are produced by species of bacteria of the genus Clostridium that cause the
development of a disease called botulism with characteristic acute symmetrical paralysis.
Due to the severity of the symptoms caused by these bacteria in humans, with a possible
fatal outcome for humans, any prevention of botulism disease is considered important, which
requires the development of quality methods for determining botulinum toxin. The purpose
of the work is to analyse the existing methods for determining botulinum toxin, whereby
they are divided into in vivo and in vitro methods. It is considered that in vivo methods,
although they ensure great precision, require longer periods of time for determination, which
for certain types of toxins amount up to a couple of days. In addition to the above, in vivo
methods are more expensive than in vitro methods due to the use of a larger number of living
laboratory animals. In contrast to them, in vitro methods shorten the time required for
analysis, but often show insufficient sensitivity. With the advancement of technology, the
problems of accuracy and efficiency of methods are increasingly being solved, and scientists
are successfully developing in vitro determination methods with great sensitivity and
precision. Some of the best in vitro methods are immunoassays, analyses based on biosensors

and fluorescence analyses.

Key words: botulism, Clostridium, paralysis, determination, in vivo, in vitro
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1. Uvod

Za Covjeka su toksini uvijek predstavljali prijetnju i zato su konstantna fascinacija
znanstvenika diljem svijeta. Toksini su tvari koje proizvode zivi organizmi i mogu uzrokovati
teSke bolesti pri kontaktu s tkivima ili organima. Proizvodi ih §irok spektar organizama, poput
bakterija, gljivica, biljaka pa ¢ak i1 zZivotinja. Rije¢ je o Sirokom spektru tvari — od malih
molekula 1 peptida pa do proteina. Toksini su u prirodi prisutni od davnina 1 s godinama su
znatno evoluirali u puno specifi¢nije 1 opasnije oblike. Prvi put su sluzbeno prepoznati u 19.
stolje¢u, konkretno se prvi put spominju 1817. godine kada je Friedrich Stromeyer utvrdio
toksi¢na djelovanja zive. NeSto kasnije se, 1860. godine, zahvaljuju¢i Louisu Pasteuru
prepoznala vaznost higijene i1 pravilne obrade hrane te je u praksu uvedena pasterizacija,
odnosno proces uniStavanja vegetativnih oblika mikroorganizama uz istovremenu inaktivaciju
enzima u hrani. Odredivanje toksina se ne provodi jednom univerzalnom tehnikom jer svaki
toksin je jedinstven i ponaSa se specifi¢no. Iz toga razloga se metode odredivanja razvijaju
ovisno o karakteristikama ispitivanih toksina. Botulinum toksini (toksini odgovorni za razvoj
bolesti zvane botulizam) pripadaju bakterijskim toksinima. Razlikuje se sedam tipova
botulinum toksina i svaki od njih, iako su opcenito gledano sli¢ni, ima neka specificna
djelovanja zahvaljuju¢i jedinstvenim bioloskim i1 kemijskim karakteristikama. Jedni su od
najopasnijih i najpotentniji toksina poznatih ¢ovjeku te mogu u periodu od jednog dana
uzrokovati po zZivot opasne posljedice. Botulizam, iako je nekad bio CeS¢a pojava, predstavlja
veliku opasnost javnom zdravstvu 1 zahtjeva preciznu dokumentaciju 1 istrazivanja kemijskih
mehanizama djelovanja toksina u svrhu pravilne prevencije i primjene pravilnih terapija.
Tijekom godina provedena istrazivanja pruzila su bolji pogled u strukturu toksina, a time i u
nacin njihova djelovanja na neuromuskularni sustav. Zbog svoje velike specifi¢nosti, s velikom
precizno$¢u djeluju inhibiraju¢i neurotransmitere, konkretno acetilkolin, neurotransmiter
potreban za pravilnu kontrakciju misic¢a. Drugim rije¢ima, botulinum toksini uzrokuju snaznu,
potencijalno smrtonosnu paralizu cijeloga tijela. Do zaraze dolazi ve¢ nakon unosa vrlo malih
koncentracija toksina. Kako bi se zaraza botulizmom prevenirala, potrebno je razviti pravilne
metode odredivanja botulinum toksina koje ¢e brzo, precizno 1 jeftino moci detektirati
prisutnost toksina u prehrambenim proizvodima. lako se danas zna znatno vise o botulinum
toksinu, zahvaljujuci napretku tehnologije znanstvenici konstantno pronalaze nove, poboljsane

nacine njegova odredivanja.



2. Botulin

Botulin, bolje poznat kao botulinum toksin, je neurotoksicni protein kojeg proizvodi
bakterija Clostridium botulinum. SpecifiCan je po tome S$to je u znanosti poznat kao
najpotentniji toksin i iako ima izraZena toksi¢na djelovanja, moZze se koristiti u medicinske i

kozmeticke svrhe. Botulin se dijeli na sedam tipova, s oznakama od A do G [1].

2.1. Clostridium botulinum

Clostridium jest rod sporogenih, anaerobnih bakterije koje su Siroko rasprostranjene u
prasini, tlu, medu biljkama te se mogu pronaci i u probavnom traktu ljudi i1 Zivotinja. Rod
obuhvaca preko 100 vrsta, razliCitih fenotipa i genotipa. Bakterije pripadnice ovog roda koje
mogu razvijati botulinum neurotoksine obi¢no su ravne ili blago zakrivljene Stapicaste bakterije
dimenzija 0,6 do 2 mikrometra u Sirini te 2 do 22 mikrometra u duzini. Spore su im ovalne
subterminalne ili centralne. Karakteristicno za kulture bakterija koje su izlozene uobicajenim
anaerobnim uvjetima teku¢ih medija je da dolazi do razvoja plina. Temperature pri kojima
dolazi do razvoja odredenih vrsta bakterija koje razvijaju botulinum neurotoksine te druge

morfoloske karakteristike prikazane su u Tablici 1 [2].

Vrsta bakterije koja pripada ovom rodu je Clostridium botulinum, koja djeluje tako Sto
remeti prenosenje impulsa u zivéanim zavrsetcima. Ova Stapicasta anaerobna bakterija je gram—
pozitivna, Sto zna¢i da nakon metode bojanja po Gramu postaje tamnoljubicasta. Najcesca
staniSta su joj tla, sedimenti i talozi te opcenito vodena stanista diljem svijeta. Bakterije stvaraju
spore koje imaju izrazito izdrzivu gradu §to im omogucuje prezivljavanje u loSim, nepovoljnim
uvjetima poput visokih temperatura, nedostatka nutrijenata (okolina siromasna soli 1 Se¢erom)
1 niskog pH okoline. Postoji nekoliko razli¢itih sojeva ove bakterije koji ovisno o svojim
karakteristikama daju razlicite vrste botulina. Vrste koje izazivaju botulizam kod ljudi su A, B,
E i F [2]. C. botulinum, s obzirom na fizioloske karakteristike, dijeli se na Cetiri glavne grupe

(oznacene rimskim brojevima: I, II, III, IV) [2].



Tablica 1. Morfoloske karakteristike bakterija Clostridium botulinum [1]

: : C C C.
Caman Grbatiinin argentinense | butyricum baratii
Grupa [ Grl'n;pa Grupa III
Tip toksina TeNT B°§TF’A‘ BB"NET "| BoNT/C.D BoNT/G BuNT/E | BaNT/F
Pozicija spora T ST ST ST ST ST ST
Pokretljivost + + + + + +
Hidroliza Zelatine - + - - + - -
Lipaza + + + + = 5
Lecitinaza = g = = - +
Hidroliza eskulina - + = = _ + +
Proizvodnja indola + - - +- _ _ _
Proizvodnja HaS + + e +/-
Zakiseljavanje glukoze + + + + = + +
Zakiseljavanje fruktoze = 2 + = = + +
Zakiseljavanje saharoze - - + - - + +
ot tentporitues 35.38 30-40 2530 30-37 30-37 30-37 30-37
rasta/ °C
i 104-121 | 77-82 104 82-120
temperaturu’ °C
Srodne ne-neurotoksiéne | C. tetanomorphus £ i =
: : C. oedematiens ;
vrste i C. cochlearium | sporogenes subterminale

2.2. Tipovi botulina

Botulin A, odnosno botulinum toksin tipa A, jedan je od najpoznatijih tipova botulina
zbog svoje uloge u kozmetickoj industriji, gdje se pronalazi pod nazivom botoks. Definira se
kao protein koji se sastoji od teskog i lakog lanca medusobno povezanih disulfidnom vezom.
Teski lanac odgovoran je za sposobnost vezanja proteina za specifine receptore zivCanih
stanica, a laki lanac upravlja enzimskom aktivnos¢u ¢ime regulira cijepanje proteina koji su
potrebni za oslobadanje neurotransmitera. Ukupna masa molekule botulina A iznosi otprilike
150 kDa. Pripada grupi I Sto znac¢i da ima izrazenu proteoliticku aktivnosti te ne uzrokuje
pojacavanje kiselosti ugljikohidrata. Vrlo je efektivan u blokiranju otpustanja acetilkolina,
poznatog neurotrasmitera koji je izravno odgovoran za kontrakciju misic¢a. Zbog toga moze
uzrokovati kratkotrajnu paralizu. Ipak, to djelovanje se moze koristiti u dobre svrhe, te se
upravo zato u medicini koristi za lijeCenje gréeva u misi¢ima uzrokovanih raznim bolestima
poput cervikalne distonije (nekontrolirani trzaji miSi¢a vrata), miSi¢ne spasticnosti
(nekontrolirani spazmi ekstremiteta), blefarospazma (nekontrolirano stiskanje o¢nih kapaka) 1
slicnog. Osim toga, koristi se i u svrhu lijeCenja kroni¢nih migrena te inkontinencije mokra¢nog
mjehura. Unatoc€ svojoj ulozi u medicini, botulin A je i dalje najbolje poznat kao botoks. Botoks
je prociscéeni 1 razrijedeni oblik ovoga toksina i koristi se u obliku injekcija. Djeluje na nacin da
privremeno paralizira tretirane misi¢e, Sto kao rezultat daje zagladenu, mladolikiju kozu,
odnosno izgled. Proces tretiranja botoksom relativno je brz i vrlo ¢esto ne zahtjeva koriStenje

anestezije. Efekt tretmana uocljiv je ve¢ za par dana pa najvise do jednog tjedna, a moze trajati



1 po nekoliko mjeseci. Opcenito govoreci, smatra se da je botulin A siguran za regularno
koriStenje, no to ne znaci da ¢e uvijek proci bez nuspojava. Naj¢eS¢e od njih su kratkotrajna
slabost miSi¢a, naticanje i bol u podrucju tretiranja, ali i glavobolje te simptomi poput gripe.
Vrlo rijetke, ali ipak moguce, su alergijske reakcije. Optimalna temperatura za razvoj botulina
A je 37 °C, a termootpornost je najceSce visoka te doseze do temperature od 120 °C. Stjenke

su u velikom postotku izgradene od glukoze [2, 4].

Botulinum toksin tipa B kao 1 botoks, djeluje na neuromuskularni sustav na nac¢in da
inhibira proizvodnju acetilkolina. Svrstava se u grupu II koju karakterizira sposobnost
zakiseljavanja raznih ugljikohidratnih supstrata, kao §to su amigdalin, dekstrin, fruktoza,
galaktoza, glukoza, glikogen, maltoza, riboza 1 sli¢ni. Bas poput tipa A, koristi se u medicini u
svrhu lijeCenja bolesti nekontroliranog gréenja misi¢a, poremecaja u kretanju te migrena. Na
trziStu je plasiran kao lijek pod imenom Myobloc, odnosno NeuroBloc, te se koristi
intramuskularno. Trajanje jedne doze terapije je do nekoliko mjeseci, ovisno o jacini 1 vrsti

bolesti koju se tretira. Nuspojave ovim lijekovima su jednake kao i botoksu [2, 4].

Botulinum toksin tipa C ima isto inhibirajuc¢e djelovanje na proizvodnju acetilkolina,
kao prethodna dva tipa botulin toksina. Za razliku od njih, jos se dijeli na nekoliko podtipova,
od kojih su bolje istrazeni C1, C2 1 C3. Konkretan broj podtipova nije poznat buduci da su
istrazivanja nepotpuna i nedovrSena, ali je poznato da su im kemijska svojstva i druge
karakteristike sli¢ne. Botulin tipa C ima izrazitu neurotoksicnost i1 zato vrlo lako izaziva
botulizam, bolest koja ima snazno negativno djelovanje na ziv€ani sustav. Ipak, botulizam koji
je uzrokovan tipom C, rjedi je u ljudi u odnosu na botulizam uzrokovan tipovima A 1 B. Za
razliku od tipa A koji ima jako izrazena proteoliticka svojstva, tip C pripada grupi III te ih zbog
toga gotovo nema ili u potpunosti nema. Takoder, u suprotnosti tipu A, u sastavu stjenki stanica
nema tragova Secera. Optimalna temperatura rasta varira od 30 do 37 °C, ali su zabiljezeni
slucajevi uspjesnog razvoja 1 pri 45 °C, §to tip C ¢ini nadprosjecno tolerantnim na povisene
temperature. Za sada, botulinum toksin tipa C je i dalje relativno neistrazenog biokemijskog
znacenja 1 potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdilo moze li se ovaj tip koristiti u neke

medicinske svrhe [4].

Ostale cetiri vrste botulinum toksina nemaju znac¢ajna djelovanja, ve¢ su poznate samo
kao uzro€nici botulizma. Botulinum toksin tipa D specifi¢no je poznat primarno kao uzro¢nik
botulizma medu pti¢jim vrstama (najizrazenije medu vodenim i divljim vrstama). Botulinum
toksin tipa E veZe se s botulizmom koji potjeCe iz hrane. Kako bi se izbjegao, potrebno je

pravilno skladistiti morske plodove (kako konzervirane tako i svjeZe). Botulinum toksin tipa F

4



takoder uzrokuje botulizam, no vrlo je rijedak. Moze se zadobiti konzumacijom kontaminirane
hrane ili kao posljedica izlaganja otvorenih rana bakterijama. Nastaje iz psihotropne podvrste
bakterije Clostridium botulinum. Naposljetku postoji 1 botulinum toksin tipa G. Informacije o
ovom tipu botulina su slabe 1 ograni¢ene. Vrlo rijetko je uzrok botulizma u ljudi te se iz toga
razloga nisu provodila istrazivanja. Informacije koje postoje vezane su uz botulizam dojencadi

koji nastaje kao posljedica izlaganja sporama i bakteriji Clostridium botulinum [4].

2.3. Strukturne karakteristike botulinum toksina

Prema podacima iz nekoliko provedenih istraZivanja kreirana je tablica koja prikazuje
strukturne karakteristike antigenski razli¢itih vrsta. Mjerenja provedena na bakterijskim
kulturama podijeljena su na razdoblje inkubacije od jednog do Cetiri dana te na razdoblje
inkubacije od Cetiri do sedam dana. U Tablici 2, debele neisprekidane linije predstavljaju
jednolancane polipeptide, a debele na sredini prekinute linije predstavljaju dvolancane
polipeptide. Tanka isprekidana linija koja povezuje lance predstavlja disulfidnu vezu. Kod
botulinu toksina A, C 1 D u periodu duze inkubacije zabiljeZene su samo dvolancane strukture
Sto znaci da enzim prisutan u kulturama bakterija cijepa jednostruke lance. Dva zanimljiva
odudaranja pri istrazivanjima primijecena su kod botulinum toksina tipa B 1 C2. Kod tipa B pri
inkubaciji bakterijskih kultura u periodu od Cetiri do sedam dana ima prisutnih jednolanc¢anih i
dvolancanih struktura neurotoksina, dok u periodu od jednog do ¢etiri dana njih uopée nema.
Tocan razlog ovoj pojavi nije otkriven. Tip C2 karakteristi¢an je po tome Sto u prvoj fazi
inkubacije, dvolancani polipeptid nije spojen disulfidnom vezom, a za razliku od njega tip C1
ima prisutnu disulfidnu vezu, kao 1 ostatak tipova toksina. Stokeov radijus botulinum toksina

tipa A odreden je gel filtracijom i iznosi 48 A [5].

Tablica 2. Polipeptidni lanci neurotoksina izvedenih iz bakterijskih kultura [5]

i 1 do 4 dana 4 do 7 dana
At L AW
s | C_+C |
c cHd o
E_ ________________________________ d_




2.4. Genetske karakteristike

Sve bakterije roda Clostridium koje proizvode botulinum neurotoksine pripadaju
skupini I 23S homologije rRNA. Usporedbom sa 16S rRNA utvrdeno je da su pripadnice
skupine I homogene te tvore zasebnu filogenetsku granu. Genetske studije provedene pomocu
metode DNA/DNA hibridizacije pokazale su da fizioloske skupine C. botulinuma tvore Cetiri
razli¢ita klastera homologije DNA. Dokazano je da su svi sojevi, bez obzira na vrstu toksina,
blisko povezani unutar grupa, no povezanost sojeva izmedu grupa je slaba ili nepostojana.
Botulinum toksini tipa B, E i F pokazuju homogenost DNA/DNA hibridizacijom te je utvrdeno
da tvoje jednu zajednicku filogenetsku skupinu s 99,6 — 99,7 % sli¢nosti sekvence 16S rRNA.
Analizom grupe III utvrdena je odredena genetska raznolikost te se prvo botulinum toksin tipa

C podijelio na dva podtipa, no danas se sumnja da postoje jos neistrazeni tipovi [2].



3. Botulizam

Botulizam je vrlo rijetka, ali opasna bolest uzrokovana prethodno spomenutim toksinom
koji napada zivce te uzrokuje poteskoce s disanjem, paralizu misi¢a pa i smrt. Osnovna podjela
botulizma je na ljudski i Zivotinjski. Ljudski botulizam se s obzirom na nacin zaraze dijeli na
botulizam dojenc¢adi, botulizam prenesen hranom, botulizam rana i inhalacijski botulizam [6,
7]. Botulizam je prvi put dokumentiran 1895. godine kada se smatralo da do zaraze dolazi
konzumacijom kobasica. Naziv botulizam prvi je upotrijebio John Miiller 1870. godine kao
izvedenicu iz latinske rijeci za kobasicu (botulus). Do tog naziva doslo je zbog masovnih
trovanja uzrokovanih konzumacijom nepravilno skladiStenih suhomesnatih proizvoda, najcesce
kobasica i Sunki. Prilikom masovnih trovanja u 19. stoljecu, njemacki mikrobiolog Emile-
Pierre-Marie Van Ermengem, sakupljao je uzorke mesa za koje se sumnjalo da je uzrokovalo
trovanje kao i uzorke organa preminulih od posljedica trovanja. Provodenjem toksikoloskih i
bakterioloskih ispitivanja, pomoc¢u metoda koje je ovo povijesno razdoblje poznavalo, Van
Ermengem utvrdio je da je uzrok anaerobna bakterija koja je vrlo vjerojatno u meso zivotinje
dospjela poslije klanja. Bakteriju je nazvao Bacillus botulinum, no taj se naziv prestao koristiti
kad se bakterija uvrstila u rod Clostridium (gré. kloster, $to znaci vreteno). Takoder, od 1997.
godine Jeff Aronson redefinirao je znafenje naziva botulinum, izjavivsi da naziv treba
povezivati s tim da bakterija ima oblik slican obliku kobasice, a ne s tim da bakterija potjece iz

kobasica [8, 9].

3.1. Simptomi

Simptomi botulizma pojavljuju se, ovisno o vrsti botulizma, od dvanaest sati pa do
nekoliko tjedana nakon zaraze. Najbrze se razvija botulizam dojencadi pa nakon njega
botulizam prenesen hranom, koji se razvija od dvanaest pa do trideset i Sest sati nakon zaraze.
Glavni simptomi su slabost miSica, respiratorni problemi, paraliza, gastrointestinalni problemi,
pomucenje vida te poremecaji autonomnih funkcija. Slabost miSi¢a se najprije razvija u
podrucju lica zbog Cega oboljeli mogu primijetiti spustene, otezane kapke (Slika 1) te razvoj
problema s govorom i gutanjem. Kako bolest uznapreduje, slabost misica prelazi u paralizu
najprije glave i vrata pa onda simetricno zahvaca udove. Krajnja faza paralize je zahvacanje
respiratornog sustava zbog ¢ega kod pacijenata dolazi do plitkog, kratkog disanja, ali moze do¢i
1 do respiratornog zastoja. Od autonomnih disfunkcija moze do¢i do razvoja naglih promjena u
tlaku 1 otkucajima srca, vrtoglavice te prekomjernog znojenja. Za dijagnozu botulizma nije

dovoljna samo pojava prethodno navedenih simptoma jer se botulizam i druge bolesti poput
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Guillain-Barréovog sindroma te miastenija gravisa, ocituju jednakim simptomima kao
botulizam. Zato je potrebno provesti niz dodatnih pretraga kao Sto su CT glave, ispitivanje
spinalne tekucine ili elektromiografija [10]. Nazalost, Cesto se dogada pogresna dijagnoza
pacijenata oboljelih botulizmom, od kojih ¢ak 10,5 % bude pogreSno dijagnosticirano s
Guillain-Barréovim sindromom, 6,2 % s trovanjem hranom te 3 % s trovanjem ugljikovim
monoksidom. Zbog pogresnih dijagnoza, oboljeli na vrijeme ne dobivaju adekvatno lijeCenje te
je vrijeme oporavka u konacnici duze i teze, a zbog ovakvih pogresaka moze do¢i i do smrtnih

slucajeva [11].

Sy ——

Slika 1. Pacijent sa simptomima botulizma, paraliza misi¢a lica [12]

3.2. Botulizam dojencadi

Botulizam dojencadi se ne razvija kao posljedica konzumacije hrane s razvijenim
toksinom, ve¢ kao posljedica kontakta s C. botulinum sporama koje onda klijaju, razmnozavaju
se te stvaraju botulinum neurotoksine u gastrointestinalnom traktu dojencadi. Da bi do toga
doslo, minimalna infektivna doza varira od 10 do 100 spora. Zadrzavanje tragova botulina u
organizmu dojenceta moze biti ¢ak do 158 dana nakon zaraze. Botulinum toksini tipa A i B su
pretezno odgovorni za razvoj ove vrste botulizma zbog njihove predispozicije za laksi razvoj u
probavnom traktu. Izolacijom toksina tipa A iz dojenceta zahvacenog botulizmom (uzorak 1) i
toksina tipa A iz pacijenta oboljelog od botulizma prenesenog hranom (uzorak 2), uo¢eno je da
toksin iz uzorka 1 ne sadrzi hemaglutininsku komponentu dok ju toksin iz uzorka 2 sadrzi.
Slucajevi ovog oblika botulizma zabiljezeni su kod djece u dobi od 1 do 6 mjeseci u gotovo
svim drzavama svijeta, a najvise ih je zabiljeZeno u SAD-u. Fatalnost oblika u korelaciji je s
nac¢inom prehrane dojenc¢adi — ona koja su hranjena dojenjem imaju veci izgled prezivljavanja,
no simptomi su kroni¢nijeg oblika. Za razliku od njih, kod djece dojenacke dobi hranjene
formulom zabiljezen je znatno veéi postotak smrtnih sluc¢ajeva. Pretpostavlja se da ulogu u tome

ima razlika u nutritivnom sadrzaju prehrane koja izravno utjece na jacinu imuniteta djeteta. Prvi
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simptom koji se pojavljuje kod djeteta oboljelog botulizmom je hipotonija zbog koje dijete drzi
noge u poloZaju zabljeg kraka, nakon ¢ega s uznapredovanjem bolesti dolazi do problema s
hranjenjem i pojacanog slinjenja zbog ¢ega se djetetu postavlja zelucana sonda kako bi olaksala
hranjenje. Daljnjim razvojem bolesti dolazi do paralize miSi¢a glave 1 vrata, ali 1 cijeloga tijela
(Slika 2) [2].

'
R\

Slika 2. Dojence s paralizom mis$ica vrata, glave i udova kao posljedice zaraze botulizmom [13]

3.3. Botulizam prenesen hranom

Ovaj oblik botulizma zahtjeva unos kontaminirane hrane u organizam te varira od blagih
simptoma pa sve do fatalnih posljedica unutar jednog dana. PreteZzno zahvaca odrasle osobe,
neovisno o spolu. Za zarazu su uglavnom odgovorni botulinum toksini tipa A, B 1 E, dok ima
samo desetak zabiljezenih slucajeva gdje je doSlo do zaraze tipovima C i F. Do pojave
botulizma iz toksina tipa E dolazi pretezno u hladnijim podrucjima svijeta poput Aljaske,
Grenlanda, Kanade, Skandinavije i Rusije. Razlog tome je vrsta prehrane koja se ondje pretezno
konzumira, a to su ribe i druge vrste vodenih Zivotinja, neovisno je li rije¢ o konzerviranim ili
svjezim namirnicama. Botulizam nastao kao posljedica tipa A i1 B zabiljeZen je u podrucjima
umjerene klime poput SAD-a, Argentine i Kine, a u Europi je najc¢eS¢e rije¢ o zarazama
uzrokovanim tipom B te je ondje kontaminirano meso glavna prete¢a zaraze. Najveci broj
zaraza ovog tipa nastaje konzumacijom domace konzerviranih, nedovoljno kiselih namirnica
(voca, povréa, ribe i mesa) [2, 10]. Opcenito, uvjeti pogodni za razvoj botulizma u hrani su
anaerobna okolina, malih koncentracija soli i Secera, pH veceg od 4,6 te temperatura u rasponu
od 4 do 45 °C. Do razvoja bolesti dolazi tako $to C. botulinum proizvodi polipeptidne toksine
koji djeluju specificno na neuromuskularne spojnice i kolinergi¢ke sinapse s autonomnim

ziv€anim sustavom (ukljucuje sve ganglijske sinapse i postganglijske parasimpaticke sinapse).



Djeluju tako Sto se najprije vezu na receptore koji su smjesteni na presinaptickoj membrani,
nakon cega slijedi endocitoza i kompleksan proces koji ukljucuje translokaciju laganih lanaca
u citosol te cijepanje topljivih N-etilmaleimid-osjetljivih proteinskih receptora za pri¢vrséivanje
faktora, aktivno$¢u metaloproteinaze laganog lanca. Prisutan toksin potom blokira normalno
kvantno otpustanje acetilkolina s presinaptickih zavrSetaka. U prvom stadiju razvoja bolesti,
primarno su zahvaéeni mozdani Zivei 1 miSiéi te se pretpostavlja da su tome glavni razlog
njihove tri karakteristike. Prva karakteristika koja pogoduje je kratka duljina neurona koji
prozimaju mozdane misSice, zbog ¢ega je onda slab tercijarni depozit acetilkolina. Druga bitna
karakteristika je ta da su miSi¢i lica konstantno aktivni, ¢ak i1 za vrijeme sna, $to toksinu
omogucuje da se vrlo brzo prosiri i djeluje. Posljednja karakteristika je ta da nekolicina
receptora postsinapticke miSi¢ne membrane lica brzo pate od nedostatka acetilkolina te ne mogu
bez njega pravilno djelovati. Oporavak je mogu¢ jedino razvojem novih zavrSetaka aksona pri
¢emu novonastali akson stvara vezu s izvornim sinaptickim mjestima. Vrijeme oporavka moze
varirati 1 ovisi o jacini oboljenja te o sposobnosti regeneracije Ziv€anih zavrSetaka i
presinaptickih membrana. Do zahvacanja srediSnjeg ziv€anog sustava ne moze doc¢i i toksin ne
moze proci placentu. Dijagnoza botulizma opcenito je prili¢no teska i vrlo ¢esto dolazi do krive
dijagnoze. Kako bi se ona olaksala, utvrdene su glavne razlike izmedu bolesti sa slicnim
simptomima, koje onda mogu ubrzati proces dijagnoze. Najcesc¢e se dogada zamjena botulizma
prenesenog hranom s Guillain-Barréovim sindromom, odnosno s njegovom varijantom Miller-

Fisher sindromom. [12].

3.4. Botulizam rana

Botulizam rana rijedak je oblik botulizma koji nastaje kao posljedica kontakta
botulinum toksina ili spora s otvorenim ranama. Za ovaj oblik su opet primarno odgovorni
botulinum toksini tipa A 1 B, koji su izrazito potentni u razmnoZavanju u organima. Zaraza se
pocinje cesce pojavljivati medu ovisnicima o drogama koje se unose intravenozno, iako je prvi
botulizam rana dijagnosticiran 1943. godine kao posljedica inficiranih kirurSkih rana. Danas je
u porastu medu ovisnicima o crnom katran heroinu, s najviSim postotkom oboljelih u
Kaliforniji, SAD [10]. Prema svojim karakteristikama, od svih vrsta botulizma, ovaj je najvise
analogan tetanusu. U razdoblju od 1943. do 1990. godine u SAD-u je zabiljeZeno 47 slucajeva
botulizma rana, od kojih 46 imaju poznati uzrok. Od 46 oboljelih, 7 ih je preminulo od

posljedica botulizma, §to odgovara uobic¢ajenom postotku smrtnosti od 15 %. Do botulizma je
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u 68,2 % slucajeva doslo preko traumatskih rana, 11,4 % preko kirurskih rana, 15,9 % preko

intravenoznog unosa nezakonitih droga i 4,5 % preko intranazalne konzumacije kokaina [2].

3.5. Zivotinjski botulizam

Botulizam, osim kod ljudi, moze predstavljati probleme i medu Zivotinjama. Botulizmu
mogu podlec¢i sisavci, ribe 1 ptice. Kod ptica, botulizam napreduje kranijalno od nogu, potom
ukljucujuéi krila, vrat i o¢ne kapke. U pocetnom stadiju bolesti, ptice postaju preslabe za let,
odnosno nisu viSe sposobne koordinirano i pravilno letjeti. Doimaju se hromo te vecinu
vremena nepomicno sjede s opustenim, paraliziranim krilima. Kako bolest uznapreduje tako
paraliza pocCinje zahvacati podrucje vratnih misi¢a 1 miSi¢a glave zbog Cega se ptice moze
pronaci s pognutim glavama, presavijenih vratova te se mogu doimati uginulo (Slika 3). Najveci
broj zaraza botulizmom kod ptica dolazi u vrijeme mitarenja. To otezava razlikovanje zdravih
ptica od zarazenih, no generalno je pravilo da je zdrave ptice tesko uloviti, dok zaraZzene nisu
sposobne lagano pobjeci. Ukoliko se tretira, botulizam kod ptica ima velik postotak izljecenja.
Kod goveda, prvi znak zaraze botulizmom je bezvoljno, nezainteresirano ponasanje te manjak
kretanja. Takoder, u ranom stadiju dolazi do slabosti u straznjim udovima §to im otezava
ustajanje zbog Cega vrijeme provode lezeci. Disfagija, pojava otezanog gutanja, razvija se kod
gotovo sve zarazene stoke, a do nje dolazi zbog smanjenja snage jezika te paralize zdrijela. U
pocetnoj fazi, kao i1 kod ljudi, goveda su budna i prisebna te mogu do neke razine reagirati na
vanjske podrazaje. Kasnije dolazi do razvijanja fotofobije i potpune paralize zbog Cega se
goveda pozicioniraju u leze¢i polozaj i nisu u mogucnosti samostalno piti 1 jesti. U nekim tezim
sluajevima dolazi do povracanja i prekomjernog lucenja sline. Diferencijalna dijagnoza
ukljucuje hipokalcemiju, hipomagnezijemiju, preopterecenje ugljikohidratima i1 toksikozu,
ukljucujuéi mikotoksine, olovo, nitrate, organofosfate, atropin ili alkaloid sli¢an atropinu,
paralizu uzrokovanu krpeljima i paraliticku bjesno¢u. Konji razvijaju vrlo slicne simptome kao
goveda, s nesto izrazenijom generalnom slabos¢u misi¢a 1 pojavom midrijaze. Primjetna je 1
razlika u tipu botulinum toksina. Ukoliko je rijec o zarazi botulinum toksinom tipa C dolazi do
vrlo izraZzene midrijaze 1 jaCe otezanog disanja, nego $to je slucaj prilikom zaraze tipom A ili
B. Diferencijalna dijagnoza ukljucuje trovanje otrovnim biljkama, intoksikaciju
organofosfatima, virusni encefalitis konja, traumu srediSnjeg Ziv€anog sustava, protozoalni
mijeloencefalitis konja, nenormalnu migraciju li¢inki prilikom post mortem pregleda i
hiperamonijemiju. Kao i kod ljudi, dijagnoza je brza i lakSa ukoliko je doslo do veceg broja

slucajeva na nekom podrucju. Post mortem pregled se u vecini sluajeva ne prakticira jer
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rezultati vrlo €esto nisu dosljedni ili dovoljni za pravilnu dijagnozu. Takoder, za pravilne
rezultate trebalo bi provesti vec¢i broj takvih pregleda, Sto naj¢eS¢e nije moguce ili isplativo.
Laboratorijska potvrda koristi se u svrhu dokazivanja botulinum neurotoksina ili klostridija koje
stvaraju botulinum neurotoksine u serumu, gastrointestinalnom sadrzaju, jetri ili rani. U svrhu
lijecenja, ve¢inom se koristi terapija polivalentnim antitoksinom, no bitno je da se s primjenom
terapije krene Sto ranije jer je ovaj oblik lijecCenja ucinkovit prije nego Sto se toksin fiksira na
neuromuskularne spojeve. Uporaba antibiotika se izbjegava, no ipak se primjenjuju ukoliko se
sumnja na unos botulina inhalacijom ili preko otvorenih rana. Kako bi se Zivotinjski botulizam
sprijecio, potrebno je koristiti provjerene izvore prehrane, pravilno skladistiti istu te redovito

provjeravati ispravnost vode koju zivotinje konzumiraju [15].

Slika 3. Ptica s paralizom uzrokovanom botulizmom [13]

3.6. Lijecenje

Za lijeCenje botulizma bitna je dekontaminacija, koristenje specifi¢nog protuotrova i u
ekstremnijim slucajevima podrska pravilnom radu respiratornog sustava. Nakon $to je utvrden
izvor zaraze botulizmom, odnosno nakon $to je prekinuta prehrana potencijalno zarazenim
namirnicama, kako bi se uklonili tragovi spora i toksina zadrzanih u organizmu provodi se
ispiranje zeludca 1/ili klistiranje. Ove metode se vrse ukoliko je zaraza bila relativno nedavna
ili ukoliko je doslo do zatvora kao posljedica antikolinergickog u¢inka. Drugi pristup je uporaba
specificnog protuotrova, no ovaj pristup je vrlo rijedak i neistraZen te je u uporabi vec¢inom kod
zivotinjskog botulizma jer se kod ljudi zbog neucestalih pojava zaraza i1 zbog kasnih dijagnoza
protuotrov ne moze koristiti kao oblik terapije s obzirom da u uznapredovanom stadiju
botulizma takav pristup nije efikasan. Ipak, dokazano je da su, ukoliko se protuotrov koristi
unutar 24 sata od zaraze, kasnije razvijani simptomi puno blazi te je ukupan oporavak brzi 1
laksi. Prosjecan boravak u bolnici pacijenata koji su primili protuotrov unutar jednog dana od
zaraze iznosi 10 dana, a hospitalizacija pacijenata koji ga nisu primili u prosjeku iznosi 56 dana.

U korelaciji s protuotrovom je i stopa smrtnosti, koja kod pacijenata koji su primili protuotrov
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iznosi oko 10 do 15 %, dok kod onih koji nisu iznosi ¢ak 46 %. Specificni protuotrov pripravlja
se iz krvnog seruma konja koji su stvorili imunost na botulinum toksine. Protuotrov tako sadrzi
antitijela koja se vezu za molekule toksina, sprjeCavaju¢i nepoZeljno vezanje toksina na
neurotransmitere odgovorne za kontrakciju misi¢a. Postoje dva glavna tipa protuotrova, a to su
trovalentni i heptavalentni antitoksin. Kao $to je vidljivo iz imena, trovalentni antitoksin djeluje
na tri tipa botulinum toksina, konkretno na tipove A, B 1 E, dok heptavalentni antitoksin djeluje
na sedam tipova, odnosno na sve tipove botulinum toksina (A, B, C, D, E, F, G). Ova vrsta
terapije primjenjuje se intravenozno i nije uvijek dostupna u svim zdravstvenim sustavima.
Zbog podrijetla, moze uzrokovati nezeljene nuspojave, a moze doci i do anafilaksije, no takva
reakcija je vrlo rijetka i moze se sprijeciti poznavanjem alergija pacijenata. Ovisno o vrsti
botulizma te o razvijenom simptomima, pacijentu moze biti potrebno pomoc¢i s prehranom zbog
razvoja disfagije te se tada nuZne nutritivne vrijednosti unose intravenoznom prehranom ili
ugradnjom cijevi za hranjenje. Ukoliko je izvor zaraze rana, nju je potrebno pravilno ocistiti i
debridirati. U tezim oblicima zaraze, dolazi do paralize miSica respiratornog sustava te u pravilu

do 20 do 30 % pacijenata zavrsi na nekom obliku respiratorne potpore [12].
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4. Odredivanje botulinum toksina

Uspjesno 1 precizno odredivanje botulinum toksina izrazito je vazno za prevenciju
zaraze botulizmom, ali 1 za pravilnu dijagnozu te tretman oboljelih. Odredivanje se provodi
laboratorijski, a metode odredivanja se temelje na detektiranju samoga toksina ili pak na
detektiranju prepoznatljivog utjecaja toksina na pojedine atome ili molekule. Metode
odredivanja dijele se na dvije glavne skupine. Prva su in vivo metode, medu kojima je
dominantan biotest na miSevima. U drugu skupinu ubrajaju se in vitro metode, a to su
imunoanaliza, analiza toksina lan¢anom reakcijom polimeraze, analiza toksina proto¢nom
citometrijom i imunokromatografskim testovima, analize temeljene na biosenzorima te
fluorescencijska analiza. Razvoj novih metoda odredivanja botulinum toksina od velike je

vaznosti za prehrambenu industriju, osiguravanje bioloske sigurnosti te u svrhu razvoja novih

klini¢kih metoda [16].

4.1. In vivo metode odredivanja botulinum toksina

Povijesno gledano, biotest na miSevima najSire je koriStena metoda odredivanja
botulinum toksina te se moZe nazvati ,zlatnim standardom metoda®. MiSevima se daje
intraperitonealna injekciju uzorka zarazenim botulizmom nakon ¢ega se provodi promatranje
miSeva u svrhu uocavanja nekih od glavnih simptoma zaraze botulizmom poput paralize.
Uzorci koji se ubrizgavaju su najve¢im dijelom hrana, ali se provode istrazivanja i s uzorcima
fekalne tvari, zelu€anog sadrzaja, sadrza rana i seruma. Ovisno o brzini uocene zaraze ili
fatalnosti simptoma moguce je odrediti jacinu toksina. Ovom metodom moguce je odrediti do
10 pg/mL, koli¢ine jednake letalnoj dozi za miSeve. Promatranje uobicajeno traje od dva do
Cetiri dana, s mogu¢om potrebom produljenja za koji dan ovisno o tipu botulinum toksina na
koji se sumnja. Osim intraperitonealnih injekcija, dio istraZzivanja na miSevima prije gotovo dva
desetljeca provodio se davanjem intramuskularne injekcije s toksinom (0-200 U/kg tjelesne
mase). Zarazeni miSevi pruzaju svoje straznje udove te se, ovisno o jacini zaraze, primjecuje
stezanje, odnosno uvijanje prstiju. Drugim rijecima, §to je testni mi§ viSe prstiju uvio, to je veca
jacina zaraze. Tre¢a metoda promatra sposobnost kretanja zaraZenih miSeva. Toksin se ovdje
takoder daje intramuskularno u straznje udove u dozama manjim od letalne (0,2-0,8 LDso).
Promatra se koli¢ina aktivnosti miSeva na kotacima za vjezbanje te se ovisno o tome utvrduje
jaCina uzrokovane paralize. Prednosti ove metode su potreba za manjim brojem testnih

subjekata te smanjenje boli kroz koju prolaze [16, 17].
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Test slozenog misSi¢nog akcijskog potencijala (eng. Compound muscle action potential
assay, CMAP) primjenjuje se kod Stakora i izravna je mjera prijenosa neuromuskularnog
signala za kvantifikaciju botulinum toksina. Prilikom provodenja testa promatraju se promjene
u kontrakciji miSiénih vlakana te se sukladno tome biljezi promjena u mikro struji. Ovaj tip
testa, za razliku od prethodno navedenih testova, nije Siroko primijenjen u prehrambenoj

industriji [17].

Neuromuskularni biotest je vrsta ex vivo metode koja koristi Citave preparate
hemidijafragme s prisutnim oSitnim zivcem misa ili Stakora. Ovo je, od do sada navedenih,
najefektnija metoda. U odnosu na biotestove na miSevima je znatno kraca te je za cijeli biotest
uspjesno je pronaden antagonist botulinum toksina te je uspje$no provedena potpuna analiza

antitijela istog [17].

Do sada navedene metode su, zbog koristenja zivih, odnosno zivotinjskih subjekata,
izrazito skuplje od in vitro metoda. Osim toga, u zadnjih desetak godina sve viSe se ovakve
metode smatra zastarjelima i okrutnima zbog rada na zivotinjama. Iz tih razloga, in vitro metode
dozivljavaju velik napredak 1 omogucuju znatno kra¢i vremenski period potreban za analizu

[17].

4.2. In vitro metode odredivanja botulinum toksina
In vitro, $to znaci u staklu, laboratorijske su metode koje se izvrSavaju izvan zivih bica,
odnosno vrse se na izoliranim tkivima, organima ili stanicama. Osim svoje moralne prednosti,
in vitro metode znatno su jeftinije i omogucuju brze postizanje rezultata. Ove metode se

najcesce koriste u svrhu odredivanja sigurnosti prehrambenih preparata [18].

Imunoanalize koriste antitijela za prepoznavanje i vezanje na epitope koji se pronalaze
na povrsini trodimenzionalne strukture toksina. Opcenito, ova skupina metoda bazira se na
razli¢itim strukturama toksina, a medu njima za ovu vrstu toksina se najvise koristi enzimska
imunoloska analiza. Analiza zapocinje dodavanjem uzorka na plo€icu prekrivenu hvataju¢im
antitijelima. Potom se dodaje jos antitijela obiljezenih s enzimom nakon ¢ega se dodaje supstrat

koji uzrokuje promjenu boje uzorka ukoliko je u njemu prisutan toksin. Glavna prednost
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ovakvih metoda je skra¢ivanje vremena odredivanja s par dana na nekoliko sati. Podvrsta
imunoanalize je imunoenzimski test (eng. Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA).
ELISA se koristi proteklih 30 godina u svrhu odredivanja botulinum toksina, ponajvise za
odredivanje to¢nog tipa toksina. ,,Sendvi¢* ELISA kao podvrsta metode temelji se na antigen-
antitijelo interakcijama, na nacin da se upotrebljavaju dva specifi¢na antitijela toksina, primarno
1 sekundarno. Primarno antitijelo sluzi kao prihvatno antitijelo, odnosno sluzi za ,hvatanje*
antigena, a sekundarno antitijelo se naknadno dodaje u svrhu detekcije na nacin da se veze s
nastalim kompleksom antitijela i antigena. Sekundarno antitijelo uobicajeno je konjugirano za
enzim koji cijepa specifi¢ni supstrat §to rezultira stvaranjem obojenog ili luminiscentnog
signala. Koli¢ina toksina prisutna u uzorku je u pravilu proporcionalna jacini signala koji
nastaje. Osim za enzim, sekundarno antitijelo se moZze vezati za biotin koji se naknadno veZe
za konjugat streptavidina, proteina prociS¢enog iz bakterije Streptomyces avidinii. Tijekom
godina provedeno je nekoliko dorada ELISA analize ¢ime je pojacana osjetljivost analize na
botulinum toksin, a time je olakSana detekcija istog. Zahvaljuju¢i monoklonskim antitijelima
visokog afiniteta postignuto je pojednostavljenje metoda imunoanalize pove¢anjem osjetljivosti
na toksin, odnosno pri znatno manjim koli¢inama dolazi do detekcije botulinum toksina tipa A

iB[16, 17].

Tip ELISA analize koji se ¢eS¢e koristi za odredivanje botulinum toksina je pojacana
ELISA, konkretno digoksigenin-ELISA (DIG-ELISA). Temelji se na amplifikaciji produkta
enzimske reakcije te moze biti jednokratna ili reakcija u viSe koraka, ovisno o potrebama
analize. Ovaj tip analize je razvila Americka agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug
Administration, FDA) 1 primjenjuje se u javnom zdravstvu i prehrambenoj industriji. DIG-
ELISA-om moguce je utvrditi botulinum toksine tipa A, B, E i/ili F. Prepoznavanje navedenih
tipova toksina moguce je preko poliklonskih protutijela koja su specifi¢na za svaki zasebni tip.
Granica detekcije 1iznosi od 1 do 10 MLD ovisno o tipu toksina. Trajanje analize je najviSe Sest
sati. Peptid-ELISA tehnika je koja zahtjeva samo 3 sata za odredivanje botulinum toksina tipa
A. Koristi polipeptid C11-019, cikli¢ki specifi¢ni peptid koji veZe toksin za matricu polietilen
maleinskog anhidrida. Vezanjem dolazi do faze hvatanja nakon Cega poliklonska antitijela
odgovarajuca tipu A sluze kao reagens za detekciju. Granica detekcije ove vrste analize iznosi
Ipg/mL. Metoda koja nije zazivjela zbog svojih nedostataka je liposomska-ELISA ili skrac¢eno
L-ELISA. Ova metoda se razlikuje od ostalih po tome $to se koriste liposomi koji sadrze
gangliozide umjesto antitijela. Nazalost, nedostatak metode je pojava laznih signala, tj. lazno

pozitivnih rezultata zbog nespecifi¢nosti liposoma [17].
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Lancana reakcija polimerazom (eng. Polymerase chain reaction, PCR) je postupak vrlo
brzog umnazanja malih dijelova DNA ponavljanjem ciklusa sinteze in vitro pomocu DNA-
polimeraze. PCR pojednostavljuje promatranje ispitivanih dijelova DNA. Tehnika je razvijena
osamdesetih godina proslog stolje¢a, no u svrhu odredivanja botulinum toksina koristi se tek
zadnjih desetak godina. Tocna metoda odredivanja naziva se imuno-PCR te je slicna ELISA
metodama. Razlika leZi u sekundarnim antitijelima, koja su kod imuno-PCR-a konjugirana s
reporterskom DNA molekulom umjesto s enzimom. Fragment DNA konjugiran sa sekundarnim
antitijelom koje ima svrhu specificnog otkrivanja toksina lako se umnoZzava koriStenjem
normalnog PCR-a ili PCR-a u stvarnom vremenu. Imuno-PCR metoda pojacava osjetljivost
odredivanja toksina za tisu¢u puta, a rezultati analize botulinum toksina tipa A konkuriraju

biotestovima na miSevima. Granica detekcije iznosi 1 pg/mL [17, 19].

Proto¢na citometrija je metoda kojom se mjere fizikalne 1 imunokemijske osobine
bioloskih Cestica i1 stanica tijekom njihovog prolaska kroz mjerni uredaj u struji tekucine.
Stanice se obasjaju laserskom svjetloS¢u, a stupanj rasprSenosti svjetla pokazatelj je
karakteristika proucavanih Cestica. Mjeri se intenzitet fluorescencije pojedinacnih Cestica.
Multipleksirana proto¢na citometrija koristi se za odredivanje botulinum toksina tipa A i B u
uzorcima hrane. Odredivanje se vr$i uz pomo¢ fluorescentnih magnetskih kuglica s granicom
detekcije od 21 pg/mL za tip A 1 73 pg/mL za tip B. Dodatno poboljSanje proto¢ne citometrije
omoguceno je primjenom automatizirane fluidne platforme za obradu uzorka te ispiranje
matrice uzorka, koja sadrzi 1 specifi¢na antitijela, pri ¢emu se postize osjetljivost od 50 pg/mL

[17].

U slucaju nedostupnosti kompleksne aparature i manjka osoblja kvalificiranog za
baratanje istim, imunokromatografski testovi idealna su vrsta metoda. U imunokromatografske
testove ubrajaju se imunolosko ispitivanje bocnog protoka (eng. Lateral flow assays, LFA) 1
ispitivanje pomocu kolone (eng. Column flow assays, CFA). LFA metode provode se pomocu
testnih Stapi¢a nacinjenih od nitroceluloznih traka. Na njima je naznacena linija za primarna
antitijela, a ostali reagensi poput sekundarnih antitijela, pufera 1 kontrolnih antitijela su osuSeni
u zoni uzorka. Uzorak toksina kojeg se odreduje nanosi se u obliku kapi na oznacenu zonu

uzorka, nakon Cega se zahvaljuju¢i hidrataciji reagensa omogucuje vezanje toksina sa
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sekundarnim antitijelima. Tako vezani toksin sa sekundarnim antitijelom migrira iz zone uzorka
u zonu detekcije gdje ga ,.hvata® primarno antitijelo. Ukoliko je toksin prisutan u uzorku, kao
rezultat opisanog vezanja s ozna¢enim sekundarnim antitijelom, na $tapicu je vidljiva obojena
linija. NajceS¢e je rije¢ o crvenoj liniji koja nastaje zbog koriStenja koloidnog zlata za
oznacavanje. Rezultati LFA metoda nastaju unutar 15 minuta, a granica detekcije iznosi od 5
do 50 ng/mL, ovisno o tipu botulinum toksina. Problem metoda je nedovoljna specifi¢nost
ukoliko se za oznacavanje koristi koloidno zlato ili zlatne nanocestice. Trenutno rjesenje je
zamjena koloidnog zlata s peroksidazom hrena, zahvaljuju¢i kojoj se osjetljivost smanjuje na 1
do 2 ng/mL te se sprjecava unakrsna reaktivnosti izmedu tipova A, B i E. CFA su nesto
osjetljivije metode u odnosu na LFA i takoder ne zahtjevaju sloZzenu tehnologiju za provodenje
testova. Primjer CFA za odredivanje botulinum toksina je imunoafinitetna kromatografija (eng.
immunoaffinity chromatography, 1AC). Kod nje se koristi kolona prethodno napunjena
matricom povezanom s primarnim antitijelima. Uzorak se zatim nanosi na kolonu, nakon ¢ega
slijedi ispiranje 1 nanoSenje sekundarnih antitijela kako bi doslo do razvitka boje. Intenzitet
razvijene boje proporcionalan je koncentraciji toksina u uzorku. Granica detekcije za IAC
iznosi od 0,5 do 50 ng za botulinum toksine tipa A, B, E i F. Ova vrsta analize idealna je ukoliko
je toksin prisutan u niskim koncentracijama i velikom volumenu te je iz tog razloga potrebno

brzo ,,obogacenje* toksina [17].

4.3. Odredivanje botulinum toksina analizom temeljenom na biosenzorima
Analize temeljene na biosenzorima metode su koriStene u raznolikim podrucjima
istrazivanja. Primjenjuju se za brzo odredivanje botulinum toksina te su temeljene na
povrsinskog plazmonskoj rezonanciji, refraktometriji i fluorescenciji. Analize temeljene na
biosenzorima koje se koriste za dokazivanje botulinum toksina su analize biosenzorima s
bidifrakcijskom reSetkom (eng. bidiffractive grating (BDG) biosensor assay), niz analiza

biosenzorima, ELISA na Cipu i aptamer-elektrokemijski test [17].

Analize biosenzorima s bidifrakcijskom resetkom provode se koriste¢i aparaturu
gradenu od plasticnog ¢ipa s dvostrukom mikroreljefnom reSetkom. Struktura dvostruke reSetke
nacinjena je od dvije uniformne reSetke nacinjene linearnom polarizacijom. Kontaktom
molekula s povrSinom senzora nastaje promjena u indeksu loma svjetlosti koja se Siri. Ovom
metodom moguce je odrediti 100 ng/mL botulinum toksina tipa A ili B. Nazalost, ova metoda

ima znacajne nedostatke u osjetljivosti zbog Cega su vrlo Ceste pogreske pri mjerenjima [17].
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Metoda niza analiza biosenzorima temelji se na formiranju niza imobiliziranih reagensa
za ,hvatanje §to ovu metodu ¢ini pogodnom za odredivanje visestrukih analita. Sustav koji
tvori niz analiza biosenzorima dijeli se na dvije skupine. U prvoj skupini se nalaze polimeri
nukleotida ili aminokiselina u nizovima koji se koriste za genetske provjere 1 provjere lijekova.
Druga skupina se sastoji od ve¢ih molekula poput duljih lanaca nukleinskih kiselina ili antitijela
u svrhu postizanja vece specifi¢nosti vezanja. Senzorski nizovi koristeni u ovoj metodi koriste

opticke detektore. Granica detekcije botulinum toksina iznosi od 20 do 500 ng/mL.

ELISA na Cipu nastala je krizanjem dvije metode — ELISA i LFA. Aparatura se sastoji
od dvije plasti¢ne ploce, gornje i donje, napravljene presanjem polikarbonata. Gornja ploca se
sastoji od dva unakrsna kanala urezana na donjoj strani, vodoravnog dijela za apsorpciju
protoka te imunotrakice poloZene izmedu gornje i donje ploce. Dijelovi aparature su povezani
UV osjetljivim ljepilom. Imunotrakice sadrze dva monoklonska antitijela specifi¢na za teski
lanac botulinum toksina tipa A. Jedno monoklonsko antitijelo koristi se kao primarno i
imobilizirano je na nitroceluloznu membranu. Drugo, u kombinaciji s peroksidazom hrena,
koristi se kao sekundarno antitijelo za detekciju. Nastali obojeni signal proporcionalan je
koncentraciji toksina u uzorku. Granica detekcije iznosi 2 ng/mL za botulinum toksin tipa A

Sto je znatno ispod granice tradicionalne ELISA metode [17].

Aptamer-elektrokemijski test metoda je koja kombinira elektrokemijsku metodu uz
enzimsko pojacanje 1 aptamer sondu koja prolazi kroz induciranu konformacijsku promjenu
nakon vezanja toksina. Aptameri su molekule oligonukleinske kiseline ili peptida koje se vezu
na specificnu molekulu te se s obzirom na to dijele na DNA/RNA 1 na peptidne aptamere. Kod
ove metode, aptamer je dvostruko obiljezen biotinom i fluoresceinom. Granica detekcije ove

metode iznosi 40 pg/mL za botulinum toksin tipa A [17, 20].

4.4. Odredivanje botulinum toksina fluorescencijskim analizama
Fluorescencijske analize razvijene su u svrhu visokouc¢inkovitog odredivanja botulinum
toksina tipova A, B, E 1 F. Temeljene su na serotip specificnim promjenama fluorescencije
specifi¢nog supstrata uzrokovanim enzimskim djelovanjem. Analize na temelju fluorescentnog
rezonantnog prijenosa energije (eng. Fluorescence resonance energy transfer, FRET) kao
supstrat koriste oligopeptid s dvije oznake — fluorescentnim priguSivacem na jednom i
fluorescentnim donorom na drugom kraju. Dok su krajevi u kontaktu signal je jak zbog

slobodnog prijenosa fluorescentne energije. U kontaktu s toksinom dolazi do cijepanja supstrata
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1 time do razdvajanja krajeva zbog Cega FRET slabi. Slabljenje signala proporcionalno je s
koncentracijom prisutnog toksina u uzorku. Sve metode koje pripadaju fluorescentnim
analizama izrazito su osjetljive i brze. Granica detekcije kod vecine iznosi 1 do 3 pg/mL, a

vrijeme potrebno za analizu moze varirati od samo 15 minuta pa do 3 sata [17].
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5. Zakljucak

Botulinum toksini su jedni od najopasnijih otrova poznatih ¢ovjeku. Potjecu iz bakterija
roda Clostridium 1 uzrokuju bolest zvanu botulizam. lako u pocetku znanstvenici nisu
prepoznali izvore zaraze, pokazalo se da su glavna prijetnja nepravilno konzervirani domaci
proizvodi poput domacih zimnica ili suhomesnatih proizvoda. Veliki problem ova je bolest
predstavljala u vrijeme svjetskih ratova, kada su zbog nestaSica hrane, gradani posezali za
konzerviranim namirnicama koje su vrlo lako i ¢esto bile zarazene. Od sedam vrsta botulinum
toksina, tipovi A, B i1 E predstavljaju glavnu prijetnju ¢ovjeku. Napretkom industrije, botulizam
je ve¢im dijelom iskorijenjen i nije vise onako Cesta pojava kao $to je bio do 19. stolje¢a. Osim
hranom, botulizam se moze zadobiti inhalacijom toksina ili preko otvorenih rana. Nazalost, s
urbanizacijom drustva raste i problem s raznim vrstama ovisnosti te se sukladno tome povecava
problem izbijanja botulizma rana medu ovisnicima. Pojavljuje se najvise medu ovisnicima o
heroinu, koji kao posljedicu konstantnog intravenoznog unosa droga, posjeduju otvorene,
netretirane rane koje su savrSeno mjesto razvoja botulizma. lako je medicina znatno
napredovala, dijagnostika botulizma i dalje je relativno komplicirana zbog sli¢nosti simptoma
s drugim vrstama paraliza. Za pravilnu dijagnozu neophodna je laboratorijska analiza.
Odredivanje botulinum toksina zapocelo je s biotestovima na miSevima, metodom koja se
pokazala to¢nom, no ne dovoljno brzom. Takoder, velika mana je potreba za ve¢im brojem
testnih subjekata Sto metodu ¢ini ekonomski nepogodnom. Danas, zbog potrebe za brzom
analizom 1 jeftinijim rjeSenjima, ali i zbog velikog utjecaja aktivista na znanost, sve vise se
koriste in vitro metode. Problem u razvoju ovih metoda uglavnom je predstavljalo postizanje
specifi¢nosti na botulinum toksin. Imunoanaliza pokazuje velik potencijal unazad desetak
godina. Uglavnom se koriste antitijela kako bi se dokazao toksin te su uspjeSno razvijene
metode koje, uz veliku specifi¢nost i osjetljivost, zahtijevaju vrlo kratke vremenske periode za
dokazivanje (od jednog do Sest sati). Osim nje, velik potencijal lezi u fluorescentnim analizama
koje karakteriziraju visoka osjetljivost 1 preciznost, ali 1 kratki vremenski period potreban za
dokazivanje. Iako in vivo metode osiguravaju preciznost u svojim rezultatima i osiguravaju
Sirok spektar mogucénosti pri istrazivanju, napretkom tehnologije in vitro metode uspjesno daju
pozitivne rezultate o kojima se do prije trideset godina nije moglo ni sanjati. Postignuta
napredovanja u odredivanju botulinum toksina osiguravaju napredak u prehrambenoj te u

medicinskoj, odnosno kozmetickoj industriji, a time i u poboljSanju kvalitete zivota ljudi.
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