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Rast Yersinia enterocolitica
0:3 u mljevenome

svinjskom mesu

Tea Bijelic, Vesna Dobrani¢, Snjezana Kazazi¢, Ivana Filipovic,

Z. Dumbovi¢ i N. Zdolec*

Uvod

Mikrobioloska ispravnost zauzima
znacajan dio u prosudbi zdravstvene
ispravnosti hrane zivotinjskog
podrijetla, posebice u proizvodnji mesa
i proizvoda od svjeZeg mesa. Naime,
postupci  klaonicke obrade, hladenja,
rasijecanja i daljnje obrade uvelike ¢e
uvjetovati mikrobiolosku sliku svjezeg
mesa i proizvoda. Provodenje dobre
proizvodacke prakse i dobre higijenske
prakse  preduvjeti su  postizanja
propisanih kriterija higijene procesa
u proizvodnji mesa. Meso predstavlja
idealnu podlogu za rast mikroorganizama
koji mogu sudjelovati u procesima
kvarenja, a izazvati oboljenja ljudi
(Milin, 2015.). Usitnjeno meso posebno je
osjetljivo u smislu higijene u proizvodnji
i sigurnosti proizvoda. Pri usitnjavanju
mesa, mikroflora koja se nalazi na
povrsini podjednako se rasporeduje u
mljevenom mesu, $to povecava dodirnu
povrsinu mikroorganizama i mesa te
uz visok aktivitet vode dovodi do brze
bakterijske razgradnje i kvarenja nego
li u porcioniranom mesu (Milin i sur,
2016.). U primarnoj mikroflori mesa
prevladavaju gram-negativne bakterije

sto ukljucuje i vrlo Ceste crijevne bakterije
kao Sto su Escherichia coli, Salmonella
spp. te neke vrste roda Pseudomonas, a
od gram-pozitivnih najcéesée nalazimo
laktobacile i enterokoke (Jay i sur., 2005.,
cit. Milin, 2015.). Svinjsko meso moze
biti oneciS¢eno i patogenom bakterijom
Yersinia enterocolitica koja je prirodno
prisutna primarno u/na tonzilama
zdravih svinja pa tijekom klaonicke
obrade bude prenesena na meso i
trupove (Zdolec i sur, 2015.). Yersinia
enterocolitica je bila zanemaren uzrocnik
zoonoza i bolesti prenosivih hranom, no
danas je prepoznata u javnom zdravstvu.
Prema izvjes¢éu Europske agencije za
sigurnosti hrane (EFSA, 2015.) broj
prijavljenih  hospitaliziranih ~ slucajeva
ljudi s dijagnosticiranom jersiniozom
nalazi se na treéem mjestu odmah iza
kampilobakterioze i salmoneloze. Izvor
zaraze za ljude je kontaminirana hrana
i to najces¢e meso, mlijecni proizvodi
i kontaminirana voda. Izvjes¢a o
epidemijama jersinioze bila su najcesce
povezana s konzumacijom svinjskog
mesa. Glavni rezervoar patogenih
serovarova O:3 i O:9 je svinja. Yersinia
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enterocolitica je specificna i po tome Sto je
kao i Listeria monocytogenes sposobna se
umnoZzavati na temperaturama hladnjaka,
koje inace inhibiraju rast vecine patogena
koje prouzroce trovanja hranom.

Kako bi se sprijecila i predvidjela mo-
guénost sekundarne kontaminacije, u
ovom slucaju svinjskog mesa i usprkos
¢injenici da bakterija prezivljava tempe-
rature hladnjaka potrebno je poznavati
dinamiku rasta bakterije na razli¢itim
temperaturama. Stoga je cilj ovog rada
ustanoviti potencijal rasta Y. enterocolitica
O:3 u usitnjenom svinjskom mesu tijekom
pohrane na +4 °C i +10 °C. Svrha istraziva-
nja je simuliranje naknadne (sekundarne)
kontaminacije mesa te usporedba dina-
mike rasta bakterije s obzirom na njenu
psihrotrofnost. Dobiveni rezultati mogu
doprinijeti predvidanju rasta Y. enterocoli-
tica u mljevenom svinjskom mesu pohra-
njenom na temperaturi hladnjaka.

Materijali i metode

Izolacija i identifikacija Yersinia
enterocolitica

Izolat Yersinia enterocolitica izdvojen
je iz svinjskih tonzila na liniji klanja
u prijaSnjem istrazivanju (Zdolec i
sur., 2015.) te identificiran primjenom
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik,
Bremen, Njemacka). Ukratko, tonzile
su uzorkovane sterilnim priborom na
linjji klanja svinja u lokalnoj klaonici. Do
laboratorija su transportirane u sterilnim
stomaher-vre¢icama u  prijenosnom
hladnjaku te laboratorijski obradene
u roku 24 sata. Deset grama tonzila
usitnjeno je Skarama i homogenizirano
u 90 mL tekude podloge Peptone
Sorbitol Broth (PSB, Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD) i potom razrijedeno 1:100
u Irgasan Ticarcillin Chlorate bujonu
(ITC, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
te inkubirano 48 h na 25 °C. Kulture
su nacijepljene na cefsulodin-irgasan-
novobiocin (CIN agar, AES Chemunex,
Francuska) i inkubirane na 24 h na 30

°C te kromogenu podlogu CHROMagar
Yersinia  enterocolitica ~ (CHROMagar,
Pariz, Francuska). Seroloska tipizacija
provedena je monovalentnim serumima
(Statens Serum Institut, Danska).

Uzorak za MALDI-TOF MS analizu
pripravljen je prema preporukama
proizvodaca (Bruker Daltonik,
Bremen, Njemacka). Nekoliko kolonija
suspendirano je u 300 pL vode (Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD) i dodano je 900
pL etanola (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)
te pomijeSano sa stani¢nom suspenzijom.
Nakon centrifugiranja na 13 000 okretaja
u minuti tijekom 2 minute, nadtalog je
odbacen. Talog je pomijeSan s 10 pL 70%-
tne mravlje kiseline (v/v) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, SAD) i dodan je jednak volumen
acetonitrila (Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD). Smjesa je centrifugirana na 13 000
rpm tijekom 2 minute. 1 pL nadtaloga
naneSen je na plo¢u od poliranog celika
i osuSen na zraku na sobnoj temperaturi.
Svaki uzorak prekriven je s 1 uL MALDI
matriksa (zasi¢ena otopina a-cijano-4-
hidroksicijanominske kiseline (HCCA,
Bruker Daltonik, Njemacka) u 50%
acetonitrila i 2,5% trifluoroctene kiseline)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) i osuSen
na zraku na sobnoj temperaturi.

Maseni  spektri su automatski
generirani pomoc¢u microflex LT MALDI
TOF masenog spektrometra (Bruker
Daltonik, Bremen, Njemacka) koji je
koristen u linearnom pozitivnom modu
unutar raspona mase od 2 000-20 000
Da. Instrument je kalibriran pomocu
Bruker bakterijskog standardnog testa.
Zabiljezeni maseni spektri su obradeni

MALDI  Biotyper 3,0 softverskim
paketom (Bruker Daltonik, Bremen,
Njemacka), koristedi standardne

postavke. Izlaz u MALDI Biotyperu je
log vrijednost rezultata u rasponu 0-3,0
koja predstavlja vjerojatnost ispravne

identifikacije izolata, izrac¢unata
usporedivanjem pikova (Engl. peak)
nepoznatog izolata s referentnim

spektrom u bazi podataka.
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Inokulacija mljevenog mesa i brojanje
Y. enterocolitica

Svinjsko mljeveno meso pakirano
u modificiranoj atmosferi kupljeno je u
maloprodaji. Prije inokulacije provjerena
je prisutnost Y. enterocolitica gore opisanim
postupkom. Broj Y. enterocolitica O:3
odreden je nakon 24 h inkubiranja u PSB
hranilistu na 25 °C. 1 mL odredenog
razrjedenja s poznatim brojem stanica
centrifugiran je na 10 000 o/min 10 minuta.
Nadtalog je odbacen, a stanice isprane
dva puta u sterilnoj destiliranoj vodi i
otopljene u fizioloskoj otopini. Potrebna
koli¢ina stanica rasprSena je u 10 grama
mljevenog mesa u sterilnim stomaher-
vrec¢icama kako bi se dobio pocetni broj Y.
enterocolitica u gramu mesa od pribliZzno
3 log CFU/g. Ukupno je inokulirano 48
uzoraka od 10 grama, nakon cega su 24
uzorka pohranjeno u hladnjak na 4 °C i
24 uzorka na 10 °C. Broj Y. enterocolitica
odredivan je u 6 uzoraka 0., 1., 2.1 5. dana
pohrane nagjepljivanjem na CIN agar.

Statisticka obrada

Broj kolonija mikroorganizama je
izraZen kao srednje vrijednosti rezultata
6 uzoraka prema danima uzorkovanja.
Razlike medu skupinama uzoraka u broju
Y. enterocolitica u odnosu na temperaturu
pohrane testirane su t-testom na razini
znacajnosti P<0,05.

Rezultati i rasprava

Izolat koji je koriSten u inokulaciji
mljevenog mesa identificiran je MALDI-
TOF MS metodom kao Y. enterocolitica
(score 2,08), a tipiziran kao O:3 serotip.
Izolacija i determinacija ove bakterije
moZe predstavljati izazov i danas su ak-
tualna nastojanja za razvojem pouzdani-
jih metoda u odnosu na postojece kultu-
relne metode. U nasem smo istrazivanju
primijenili suvremenu metodu identifi-
kacije MALDI-TOF MS koja se sve vise
koristi u mikrobiologiji hrane (Pavlovic i
sur., 2013., Dobrani¢ i sur., 2016.) kao po-

uzdana i brza metoda. Primjena kromo-
genih podloga takoder moZze doprinijeti
skracenju vremena potrebnog za izolaciju
suspekinih kolonija, $to je posebno primi-
jenjivo na izolate Y. enterocolitica bududi
da su dodatni biokemijski testovi dugo-
trajni i kompleksni. Jedna od rijetko do-
stupnih kromogenih hranjivih podloga
za diferencijaciju patogenih i apatogenih
biotipova Y. enterocolitica koriStena je u
nasem istrazivanju, na kojoj kolonije pa-
togenih biotipova rastu ljubicasto, a ne-
patogene su plave boje.

Inkubiranjem Y. enterocolitica O:3 u
PSB bujonu nakon 24 h utvrden je broj
od 10®° CFU/mL. Nakon inokulacije u
mljeveno meso broj stanica po gramu
mesa iznosio je 3,5 log CFU/g. Kretanje
broja Y. enterocolitica praeno je do 5. dana
pohrane na 4 i 10 °C Sto je prikazano na
slici 1.

Pocetni inokulirani broj Y. enterocolitica
bio je podjednak u obje skupine uzoraka
i nije se statisticki znacajno razlikovao
(P>0,05). Nakon prvog dana pohrane broj
patogena u uzorcima mljevenog mesa
na 4 °C bio je vedi za 0,4 log, a na 10 °C
za 1,2 log. Razlike u broju patogena bile
su statisticki znacajne (P<0,05). Drugoga
dana pohrane na 4 °C broj je rastao za
dodatnih 0,7 log, a na 10 °C 1,71 log
(P<0,05). Zadnjeg dana pohrane broj Y.
enterocolitica bio je u mljevenom mesu na 4
°C 2,72 log vedi u odnosu na pocetni broj,
ana 10 °C konacni broj je bio vedi za 4,46
log u odnosu na inicijalnu populaciju.

log CFU/g

2

0

0.dan ldan 2.d
—8—42c 3,44 3,83 4,
~—8—10° 3,57 4,74 6,45 8,03

dan 5.dan
56 6,16

Slika 1. Rast Y. enterocolitica 0:3 u mljevenom
mesu tijekom pet dana pohrane na4i10 °C
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Opcenito, inicijalni broj bakterija u
mljevenom mesu vrlo je bitan za daljnji ti-
jek mikrobioloskih procesa u pakiranom
mesu, ukljucujuéi u nasem slucaju popu-
laciju Y. enterocolitica. Odrzivost pakira-
nih mesa i mesnih proizvoda ovisnajeio
temperaturi pohrane (Limbo i sur., 2010.).
U istrazivanju Milina i sur. (2016.) inici-
jalni broj aerobnih mezofilnih bakterija u
mljevenom mesu pakiranom u modifici-
ranoj atmosferi bio je visok (oko 6 log,,
cfu/g) sto jasno uvjetuje i kracu odrzivost
proizvoda, a narocito pri oscilacijama
temperature pohrane (Engl. temperature
abuse). U naSem istrazivanju simulira-
li smo takvo odstupanje temperature u
pohrani u hladnjaku (10 °C) gdje je di-
namika rasta populacije Y. enterocolitica
znacajno nadvisila onu na 4 "C (P<0,05).
Harrison i sur. (2000.) takoder preporucu-
ju temperature od 4 °C ili niZe za ¢uvanje
hrane s obzirom na utvrdene stope rasta
Y. enterocolitica u odnosu na vrijednosti
dobivene na 8 °C.

U Hrvatskoj su dostupna rijetka
istrazivanja Y. enterocolitica u kontekstu
sigurnosti hrane. Tako su HadZiosma-
novic i sur. (1992.) istrazivali prikladnost
metodologije, stupanj onecis¢enja mesa i
mesnih preradevina u razli¢itim fazama
njihove proizvodnje te povrsina i pribo-
ra s vrstom Yersinia enterocolitica. Poseb-
na paZznja bila je posvecena mogucnosti
rasta i razmnozavanja Y. enterocolitica u
mesnim preradevinama tijekom pohra-
ne, dinamici rasta i razmnoZavanja pri
razlicitim temperaturama te osjetljivost
prema dezinfekcijskim sredstvima i an-
tibioticima. Od ukupno 1224 uzoraka
mesa, mesnih preradevina i brisova s
povrsina i pribora izolirano je ukupno 6
sumnjivih sojeva Y. enterocolitica, no na-
knadnom seroloskom tipizacijom i bio-
kemijskom determinacijom utvrdeno je
da je samo jedan soj pripadao spomenu-
toj vrsti. Istrazivanja su nadalje pokazala
da uobicajeni nac¢in ¢uvanja namirnica na
temperaturi oko 4 °C povoljno djeluje na
mogucnost razmnoZavanja Y. enterocoli-
tica u namirnicama. U nedavnim istraZi-

vanjima (Dumbovié i sur., 2015., Zdolec
i sur., 2015.) odredivana je prisutnost Y.
enterocolitica u tonzilama divljih i doma-
¢ih svinja nakon odstrela/klanja u svrhu
potencijalnog rizika od onecis¢enja mesa
patogenom tijekom obrade trupova. Za-
biljeZzena je prevalencija Y. enterocolitica
u tonzilama divljih svinja od 22,9% te
u domacih svinja od 33%. Autori upo-
zoravaju da procjenu takvih rezultata
treba uzeti s oprezom bududi da su tije-
kom istrazivanja uocene nepravilnosti u
obradi trupova koji rezultiraju kriznom
kontaminacijom (sterilizacija noZeva,
rasijecanje trupa s glavom, sterilizacija
pile). Stoga oneci¢enje moZemo najprije
ocekivati u mesu regije vrata, glave, jezi-
ku, zdrijelu, a manje na trupu. U svakom
je slucaju mljeveno meso mogudi izvor
Y. enterocolitica Sto potvrduju i istraZiva-
nja drugih autora. UspjeSnost izolacije i
determinacije patogena uvelike ovisi o
primijenjenoj metodologiji (Fredriksson-
Ahomaa i Korkeala, 2003.). Visnubhatla
i sur. (2001.) su zabiljezili visok stupanj
kontaminacije mljevene govedine i svi-
njetine patogenom Y. enterocolitica od ¢ak
10° CFU/g Sto predstavlja rizik za potro-
Sace. U naSem smo istrazivanju simulirali
i relativno visok stupanj kontaminacije (3
log CFU/g) koji je na kraju roka trajanja
iznosio preko 6, odnosno 8 log CFU/g, na
4, odnosno 10 °C.

Zaklju¢no, rezultati ukazuju na znace-
nje provodenja dobre higijenske prakse u
klaonickoj obradi i proizvodnji mljevenog
mesa, bududi da se hladenje (mljevenog)
mesa na uobicajenim temperaturama ne
sprjecava rast patogene Y. enterocolitica.
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Sazetak

Yersinia enterocolitica patogena je bakterija
od javnozdravstvenog znacenja u proizvodnji
svinjskog mesa. U radu je istraZzen potencijal
rasta u mljevenom mesu tijekom pohrane na 4 i
10 °C soja Yersinia enterocolitica O:3 izoliranog iz
tonzila svinja. Determinirana je pomoc¢u MAL-
DI-TOF masene spektrometrije i inokulirana u
svinjsko mljeveno meso u broju 3 log CFU/g.
Nakon prvog dana pohrane broj patogena u
uzorcima mljevenog mesa na 4 °C bio je vedi za
0,4 log, ana 10 °C za 1,2 log (P<0,05). Drugoga
dana pohrane na 4 °C broj je rastao za dodatnih
0,7 log, ana 10 °C za 1,71 log (P<0,05). Zadnjeg
dana pohrane broj Y. enterocolitica bio je u mlje-
venom mesu na 4 °C 2,72 log vedi u odnosu
na pocetni broj, a na 10 °C konacni broj je bio
vedi za 4,46 log u odnosu na inicijalnu popula-
ciju. Rezultati ukazuju na vaznost provodenja
dobre higijenske prakse u klaonickoj obradi i
proizvodnji mljevenog mesa, buduci da se hla-
denjem na navedenim temperaturama ne sprje-
cava rast patogene Y. enterocolitica.

Kljuéne rije¢i: Yersinia enterocolitica,
MALDI-TOF MS, svinjsko mljeveno meso,
hladenje, potencijal rasta
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Yersinia enterocolitica is a pathogenic bacteria of
public health relevance in pork meat produc-
tion. This study evaluated the growth poten-
tial of Y. enterocolitica O:3 isolated from pig’s
tonsils in minced meat stored aerobically at 4
°C and 10 °C. Y. enterocolitica was determined
using MALDI-TOF mass spectrometry and in-
oculated to pork at a level of 3 log CFU/g. Af-
ter the first day of storage, the pathogen count
in minced meat at 4 °C and 10 °C was 0.4 log
and 1.2 log higher, respectively (P<0.05). On
the second day of storage, the increase of the
population was 0.7 and 1.71 log (P<0.05). At

the end of storage, the Yersinia count in sam-
ples stored at 4 °C was 2.72 log higher than
the initial population, while in samples stored
at 10 °C it was 4.46 log higher. These results
indicate the importance of implementing good
hygiene practices in slaughter processing and
production of minced pork, since cooling at
the usual temperatures does not prevent the
growth of the pathogenic Y. enterocolitica.

Key words: Yersinia enterocolitica, MALDI-
TOF MS, Pork minced meat, Cooling, Growth
potential
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