
PREGLED DOSADAŠNJIH I BUDUĆIH 
AKTIVNOSTI NRL-a CPS

Radionica RH NRL-a za 

E. coli, Campylobacter, Salmonella, Listeria monocytogenes i Koagulaza pozitivne stafilokoke 

dr. sc. Diana Brlek Gorski, dr. med. spec. mikrobiolog, Ivana Perković mag. sanit. ing., 

Marija Šušnjar mag. sanit. ing., Marina Posavec mag. sanit. ing.



European Union Reference Laboratory for
Coagulase Positive Staphylococci (EURL)
– sukladno Uredbi (EU) 2017/625 

French agency for food, environmental and 
occupational health safety,
ANSES - Laboratory for Food Safety

Nacionalni referentni laboratorij (NRL)
Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za mikrobiologiju hrane 
Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Odsjek za mikrobiologiju namirnica i POU

EURL 
NRL

http://www.anses.fr/
http://www.anses.fr/en/content/laboratory-food-safety


Trenutni propisi i zahtjevi (EURL)
Uredba (EZ) br. 2073/2005 od 15. studenoga 2005. o mikrobiološkim kriterijima za hranu (s izmjenama):

• Kriteriji higijene procesa

• Kriteriji sigurnosti 

CPS (koagulaza-pozitivni stafilokoki) – kriterij higijene procesa u mlijeku i mliječnim proizvodima, oljuštenim, kuhanim 
rakovima i školjkama
Stafilokokni enterotoksini – kriterij sigurnosti u mlijeku i mliječnim proizvodima.

Metode detekcije i brojanja

Brojanje CPS: HRN EN ISO 6888-1/-2/-3

• HRN EN ISO 6888-1/-2 Horizontalna metoda određivanja broja koagulaza-pozitivnih stafilokoka (Staphylococcus 
aureus i ostale vrste) - 1. dio: Postupak primjene Baird-Parker agara / - 2. dio: Postupak primjene agara s 
fibrinogenom plazme kunića 

• HRN EN ISO 6888-3 – Horizontalna metoda za brojenje koagulaza-pozitivnih stafilokoka (Staphylococcus aureus i 
drugi sojevi) -- 3. dio: Izolacija i MPN postupak za male brojeve 

Detekcija stafilokoknih enterotoksina tipa SEA do SEE (do danas poznato više od 20 stafilokoknih enterotoksina) :

• HRN EN ISO 19020:2017 Horizontalna metoda za imunoenzimsko dokazivanje prisutnosti stafilokoknih enterotoksina u 
hrani !!!!



!!!!



Izvještaj EFSA-e i ECDC-a o zoonozama za 2023. godinu

Pet država članica (Hrvatska, Njemačka, Grčka, Italija i Španjolska) dostavile su podatke o prisutnosti 
Staphylococcus spp. u hrani.

Analizirano: 6700 uzoraka hrane

Pozitivni nalazi: 5,4%

Najčešće pozitivne kategorije hrane:

• sirovo mlijeko

• ostali prerađeni proizvodi i pripremljena jela

• mesni proizvodi spremni za konzumaciju

• različite vrste sireva (svježi, tvrdi, meki, polutvrdi)

• maslac



STAFILOKOKNI ENTEROTOKSINI

• U skladu s Uredbom (EZ) br. 2073/2005

• Sedam država (Bugarska, Grčka, Italija, Rumunjska, Slovenija, Slovačka i Španjolska) prijavilo je podatke o enterotoksinima

• Distribucijska razina
Pozitivno: 5/2557 uzoraka (0,2%) – svi u Španjolskoj
Pozitivna kategorija: tvrdi sirevi od ovčjeg mlijeka

• Proizvodna razina
Pozitivno: 8/1076 uzoraka (0,7%) – u Italiji i Rumunjskoj
Pozitivne kategorije: meki i polutvrdi sirevi od kravljeg mlijeka, sirevi od miješanog mlijeka (krava, ovca, koza)

• Podaci izvan okvira Uredbe (EZ) br. 2073/2005

• Dvanaest država članica prijavilo je dodatne rezultate
Pozitivno: 20/ 5316 (0,38%)
Pozitivne kategorije: ostali prerađeni proizvodi i gotova jela

Izvještaj EFSA-e i ECDC-a o zoonozama za 2023. godinu



SFPO – Interlaboratory study on the Staphylococcal Food 
Poisoning Outbreak Investigaion
(svibanj, 2024.)

• Uredba EZ 2073/2005 definira SE kriterij samo za sir i mliječne proizvode.
• EFSA podaci: rizik postoji i u miješanoj hrani i mesnim proizvodima

Godišnja radionica 2022.:

• NRL-ovi traže vježbu za testiranje sposobnosti istraživanja epidemija

Radni program 2023./2024.: 

• NRL-ovi traže izazovnije vrste matriksa s kojima se mogu susresti tijekom rutinskih analiza SFPO-a u 
njihovim laboratorijima

• Pripremljen scenarij epidemije uzrokovane kontaminacijom hrane stafilokoknim enterotoksinima i poslan 
sudionicima zajedno s uzorcima. 

• Scenarij kreiran uzimajući u obzir različite kontaminante (CPS i enterotoksine) i različite matrikse





• Izazov oko izbora metode, kvalitete podataka, učinkovitosti odabranih metoda te sposobnosti 
identificiranja izvora trovanja

• Broj laboratorija koji su sudjelovali: 17

• Matriks (50g): Sok od jabuke
Paella
Sir
Čokoladni mousse

• Primjenjene metode: Određivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka (HRN EN ISO 6888-1:2021)
Dokaz stafilokoknog enterotoksina imunoenzimatskom metodom (ISO 19020:2017)
WGS

• Očekivani rezultati:

SFPO – Interlaboratory study on the Staphylococcal Food 
Poisoning Outbreak Investigaion



Uspješno provedeno!



PT CPS
(lipanj, 2024.)

• Broj laboratorija koji su sudjelovali: 34

• Matriks (23g): Kozice

• Primjenjene metode: HRN EN ISO 6888-1
i/ili HRN EN ISO 6888-2

• PT CPS 2025. u tijeku



PT SA TOX
(travanj, 2025.)

• Broj laboratorija koji su sudjelovali: 32

• Matriks: CANTAL SIR
SALATA
MLIJEKO

• Primjenjene metode: Dokaz stafilokoknog enterotoksina 
imunoenzimatskom metodom (ISO 19020:2017)



19. radionica EURL/NRL-ova za CPS –ANSES-Laboratorij za 
sigurnost hrane (01. i 02. travnja, 2025.)

• PT organizacija: 

CPS: 2025. i 2027.

SE-ovi: 2025., 2026. i 2027.

SFPO vježba: 2026.

• Smjernice i SOP-ovi
Guidance document on the characterization of samples issued from a suspected 
Staphylococcal Food Poisoning Outbreak (SFPO)- DRAFT

• Analitički razvoj
LC-MS/MS metoda za detekciju SE-ova u hrani
Metode karakterizacije i tipizacije CPS-a
Razvoj SEs CRM-a Development of SEs CRM as the SEA one is almost sold out !



EURL CPS kvartalno objavljuje Newslwtter 

19. radionica EURL/NRL-ova za CPS –ANSES-Laboratorij za sigurnost hrane (01. i 02. travnja, 
2025.)



Vodič u izradi, komentari do 
31.01.2026., pregled komentara do 
kraja travnja 2026.



Kontekst i primjena Vodiča

U ovom dokumentu EURL predlaže:

• usklađeni postupak obrade uzoraka (zaprimanje, skladištenje i transport)

• analitički tijek koji treba primijeniti u laboratoriju kako bi se provele relevantne 
analize i interpretacija rezultata (epidemiološka istraga nije obuhvaćena ovim 
dokumentom)

Vodič služi kao smjernica NRL-ovima tijekom analize uzoraka povezanih sa 
stafilokoknim trovanjem hranom (SFPO)



Izvor: Guidance document on the characterization of samples issued from a suspected 
Staphylococcal Food Poisoning Outbreak (SFPO) 



LC-MS/MS metoda za detekciju SE u hrani



ELISA (antigen           antitijelo)

• ✅Prednosti

• Visoka osjetljivost (LOD = 0,02 do 0,15 ng/g)

• Brza, jednostavna za izvođenje, jeftina

• Kvalitativna i kvantitativna

• ❌ Ograničenja

• Troši veliku količinu antitijela

• Mogući lažno pozitivni rezultati

LC-MS/MS metoda za detekciju SE u hrani

Validacija LC MS/MS metode za detekciju 8 različitih tipova SE 
(SEA,SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH i SEI) za 5 kategorija hrane 
(mliječni proizvodi, hrana spremna za konzumaciju, meso, 
riblji proizvodi, deserti)
Tijek pripreme uzoraka
1. Ekstrakcija SE toksina (EN ISO 19020)
2. Pročišćavanje i koncentracija
3. Enzimska digestija
4. LC MS/MS analiza i obrada podataka
Izazov: nedostatak dostupnih standarda i/ili protokola za validaciju 
metoda za analizu bakterijskih toksina, a posebno stafilokoknih 
enterotoksina u prehrambenim matriksima !!!!!!
Specifičnost: nema lažno pozitivnih rezultata, pouzdana 
komplementarna metoda uz ELISA-u
Osjetljivost: učinkovitost detekcije varira ovisno o kombinaciji 
(toksin/matriks)



Buduće aktivnosti EURL-a

• Revizija kriterija detekcije (ISO/SC9 WG30)

• Optimizacija pročišćavanja uzoraka radi poboljšanja osjetljivosti (ako je potrebno)

• Studija obnovljivosti s različitim LC MS/MS instrumentima

• Izračun LOD-a za svaki SE toksin



Hvala na pažnji!
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