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Nalaz patogenih bakterija u
sirovom mlijeku i mlijecnim
proizvodima s posebnim
osvrtom na vrstu Yersinia

enterocolitica

V. Jaki Tkalec*, S. Furmeg, M. Kis, ]. Sokolovi¢, M. Beni¢, L. Cvetnic,

Z. Pavlinec, S. Spicic i Z. Cvetnié

Sazetak

U sjeverozapadnoj Hrvatskoj meki svjezi
sir se tradicionalno proizvodi po nepisanoj
recepturi od sirovog kravljeg mlijeka.
Mlijeko predstavlja idealan supstrat za rast
i razmnozavanje brojnih mikroorganizama,
mnogih uzrocnika zoonoza pa tako i vrste
Y. enterocolitica. Tijekom nasih istrazivanja
pretrazeno je 159 uzoraka, od toga 109 uzoraka
sirovog kravljeg mlijeka i 50 uzoraka svjezeg
kravljeg sira i vrhnja. Y. enterocolitica izdvojena
je iz dva (1,8 %) uzorka sirovog mlijeka. Od
50 uzoraka mlije¢nih proizvoda (sir i vrhnje)
u 16 (32 %) njih je dokazana E. coli, u 12 (24 %)
uzoraka S. aureus te u jednom (2 %) uzorku L.
innocua. Osimnjihu 15 (13,8 %) uzoraka sirovog
mlijeka i 24 (48 %) uzorka svjezeg sira i vrhnja
izdvojene su enterobakterije, a biokemijski
su identificirane vrste: S. marcescens, S.
liquefaciens, M. morganii, C. freundii i C. braakii.
Bakterije iz roda Salmonellai L. monocytogenes u
istrazivanim uzorcima nisu dokazane. Nakon
provedene biokemijske identifikacije, dva

soja identificirana kao vrsta Y. enterocolitica
pretrazeni su na molekularnoj razini.
Molekularnom pretragom potvrdni rezultat
dobiven je samo kod jednog uzorka, Sto je
usporedivo s rezultatima drugim istrazivanja.
Zbog zahtjevne identifikacije bakterijske vrste
Y. enterocolitica, kombiniranom primjenom
uzgojnih i molekularnih metoda dobivaju se
pouzdaniji i brzi rezultati identifikacije. Sirovo
mlijeko i vrhnje od sirovog mlijeka izvor su
patogenih mikroorganizama (E. colii S. aureus)
i drugih enterobakterija, a nasim istrazivanjem
dokazali smo i patogenu bakterijsku vrstu Y.
enterocolitica koja predstavlja potencijalni rizik
za zdravlje potrosaca i u Republici Hrvatskoj.
Y. enterocolitica je otporna na procese u
proizvodnji hrane (dezinfekcija, niski pH,
salinitet, prezivljavanje u hladnijim uvjetima)
te u buducnosti zahtijeva vecu paznju i nadzor
u proizvodnji hrane.

Kljucne rijeci: Y. enterocolitica, bakterije,
sirovo mlijeko, sir i vrhnje
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Uvod

U danasnje vrijeme, kada u
proizvodnji hrane prevladavaju
suvremene tehnologije, tradicionalna
proizvodnja ~ autohtonih ~ mlije¢nih
proizvoda, a osobito sireva, dobiva sve
vece znacenje. Odlika tradicijskih sireva
je: originalnost tehnologije proizvodnje
bez dodataka komercijalnih kultura i
aditiva te podrijetlo sirovog mlijeka.
Zbog toga je u proizvodnji sireva
vazno osigurati mlijeko besprijekorne
mikrobioloske Ccistoce (Zebec, 2016.).
Proizvodnja sireva od sirovog mlijeka
predstavlja i znacajan javnozdravstveni
problem, jer se radi o namirnici koja
moze biti izvor razli¢itih uzrocnika
bolesti. Mlijeko je sirovina vrlo pogodna
za rast i razvoj brojnih mikroorganizama
poput enterobakterija, koje su pokazatelj
propusta u higijeni tijekom proizvodnje,
zatim kvasaca plijesni, ali i drugih
patogena poput Staphylococcus (S.) aureus,
Listeria (L.) monocytogenes imnogih drugih
(Kozacinski i sur., 2003., Markov i sur.,
2009., Hammerisur., 2017., Van Der Brom
i sur., 2020.). Mlijeko je idealan medij i za
rast psihrotrofne Yersinia (Y.) enterocolitica
koja se u mlijeku moZe unutar nekoliko
sati na temperaturi hladenja umnoziti
do koli¢ine koja se smatra zaraznom.
(Bursova i sur., 2017.). Psihrotrofne
bakterije, koje karakterizira rast na
temperaturama hladenja smatraju se
najceS¢im uzrocnicima kvarenja mlijeka.
Psihrotrofna  mikrobna  populacija,
potjece iz: okoline, raslinja, higijenski
neispravne vode, mnedovoljno distih
muznih uredaja i opreme za transport i
pohranu mlijeka (Hahn, 1996.). Sirovo
mlijeko i sirevi ponekad mogu u visokom
postotku sadrzavati Y. entererocolitica
(Schiemann, 1978., Hanifian i Khani,
2012.). Infekcije prouzrocene vrstom Y.
enterocolitica rasprostranjene su Sirom
svijeta. Vrsta Y. enterocolitica proSirena je
u tlu, vodi i okolisu u kojem dugo zadrzi
infektivnost, osobito na hladnimivlaznim

mjestima. Sposobna je umnoZavati se
na temperaturama hladnjaka, koje inace
inhibiraju rast vec¢ine patogena koji mogu
prouzrociti trovanje hranom (Nagli¢ i
sur., 2005.). Unutar vrste Y. enterocolitica
ima viSe biotipova i serovarova (1A, 1B, 2,
3,415). Biotipovi 1B1i2,3,41 5 se smatraju
patogenim, a biotip 1A apatogenim. Vrsta
je podijeljena u 76 seroloskih skupina,
a pojedini serovarovi nalaze se u vise
genomskih vrsta (Zadernowska i sur.,
2014.). Y. enterocolitica moZe prouzroditi
razli¢ite oblike bolesti, od blagog
enteritisa do ozbiljnih opcih infekcija.
Na razini Europske unije, od 26 ¢lanica
u 2017. godini potvrdeno je 6 823 slucaja
jersinioze, Sto ovu bolest svrstava medu
tri najces¢e prijavljivane zoonoze u EU
(EFSA, 2018.).

Za razliku od nekih drugih vrsta,
pojavnost patogene vrste Y. enterocolitica
u mlije¢nim proizvodima nije dovoljno
istrazena. S obzirom da su svjezi
mlije¢ni proizvodi, koji ¢ine pogodan
supstrat za njezin razvoj, svakodnevno
tradicionalno jelo, a proizvodac¢ima je
omoguceno izravno stavljanje na trziste
takvih proizvoda, postoji stalna opasnost
za zdravlje ljudi. Stoga je cilj naSeg

istrazivanja bio wustvrditi prisutnost
bakterijske vrste Y. enterocolitica u
sirovom mlijeku i tradicionalnim

mlije¢nim proizvodima.

Materijali i metode

Uzorci: Istrazivanje je provedeno na
ukupno 159 uzoraka sirovog mlijeka i
proizvoda od mlijeka. Od toga je 109
uzoraka bilo sirovo mlijeko (skupni
uzorci stajskog mlijeka) i 50 uzoraka
vrhnja i svjezeg mekog sira od sirovog
mlijeka. Uzorkovanje je obavljeno kod
individualnih proizvodaca iz sjeverne
Hrvatske koji svoje proizvode prodaju
,na vlastitom pragu” ili na trznicama
grada Zagreba i Krizevaca. Uzorci sira su
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uzeti sterilnim Zlicama za uzorkovanje i
stavljani su u sterilne posude, a mlijeko
u sterilne bocice. Neposredno nakon
uzorkovanja, uzorci su dostavljeni u
laboratorij i podvrgnuti mikrobioloSkom
pretrazivanju.

Mikrobioloska analiza: Mikrobiolos-
ka pretraga, priprema uzoraka mlijeka,
sira i vrhnja obavljena je standardnim
normiranim postupcima (u skladu s ISO
normama) za pojedini mikroorganizam.

Uzorci sirovog mlijeka (skupni
uzorci stajskog mlijeka) pretrazivani
su na ukupan broj mikroorganizama.

Metoda odredivanja ukupnog broja
mikroorganizama u mlijeku izvodi
se  nagjepljivanjem  deseterostrukih

razrjedenja na hranjivu podlogu Plate
count agar (PCA, Merck, Darmstad,
Njemacka). Uzorak mlijeka (1 mL)
odmjeri se u 9 mL puferirane peptonske
vode, a postupak se ponavlja do Zeljenog
razrjedenja. Nacjepljuje se na PCA i
inkubira u termostatu na temperaturi od
30 °C tijekom 72 sata. Kolonije se broje
pomocu brojaca kolonija, a broj kolonija
izraCunava se uvrsStavanjem dobivenih
vrijednosti u formulu N=2C/(n,+0,1n,)d.

Za dokaz prisutnosti bakterija iz
roda Salmonella spp. u siru i vrhnju,
koriSten je tekudi neselektivni bujon
za prednamnazanje, tekuci selektivni
mediji za namnaZzanje i krute selektivne
podloge, Xylose lysine deoxycholate
agar (XLD, Biokar, Allonne, Francuska)
i Rambach agar (Merck, Darmstadt,
Njemacka), a cijeli postupak izveden
je prema ISO normi HRN EN ISO 6579
-1. Za dokaz prisutnosti Listeria spp.
koristen je Fraser bujon (Biokar, Allonne,
Francuska) za primarno i sekundarno
namnazanje te krute selektivne podloge
Agar Listeria prema Ottaviani i Agosti
(ALOA, Biolife, Francuska) i Palcam agar
(Biokar, Allonne, Francuska) (prema
HRN EN ISO 11290-1.). Za dokazivanje
prisustva i odredivanje broja bakterijske
vrste Escherichia coli koriSten je tryptone
bile glucuronic agar (TBX, Merck,

Darmstadt, Njemacka) (HRN ISO
16140), a za Enterobacteriaceae koristen
je violet red bile agar (VRBG, Merck,
Darmstadt, Njemacka) (u skladu s HRN
EN ISO 21528-2). Za S. aureus i druge
koagulaza pozitivne stafilokoke koristen
je Baird-Parker agar (Merck, Darmstadt,
Njemacka) prema normi HRN EN
ISO 6888-1. Zdravstvena ispravnost
proizvoda procjenjivala se prema Vodicu
za mikrobioloske kriterije za hranu
(2011.).

Postupak pretrazivanja uzoraka radi
odredivanja prisutnosti bakterijske vr-
ste Y. enterocolitice proveden je suklad-
no zahtjevima standarda HRN EN ISO
10273 pri ¢emu je za pripremu uzoraka
i namnazanje koristen Peptone Sorbi-
tol Broth (PSB, Sigma-Aldrich, St. Lou-
is, SAD), inkubiran tijekom 2 dana pri
22 °C nakon cega je slijedilo nacjeplji-
vanje na povrsinu cefsulodin-irgasan-
novobiocin agara (CIN, Oxoid, Hamp-
shire, UK). Isti uzorak u PSB bujonu
tretiran je s KOH nakon cega je slijedilo
nacijepljivanje na povrsinu CIN agara.
Usporedno, Irgasan Ticarcillin Chlorate
bujonu (ITC, Sigma- Aldrich, St. Louis,
SAD) inkubiran je tijekom 2 dana pri
25 °C nakon cega je slijedilo nacjepljiva-
nje na povrsinu CIN i Salmonella/Shigella
Sodium Desoxycholate Calcium Chlo-
ride agara (SSDC, Oxoid, Hampshire,
UK). Nakon inkubacije na 30 °C tijekom
48 sati, karakteristicne kolonije za vr-
stu Y. enterocolitica precijepljene su na
hranjivi agar (Merck KGaA, Darmstadt,
Njemacka). Odredena su morfoloska i
mikroskopska svojstva za Y. enterocoli-
ticu, test oksidaze, katalaze, triptofana,
uree i kliglera, a zatim je provedena i
biokemijska identifikacija automatskim
sustavom VITEK2 (bioMerieux, Marcy-
i’Etoile, Francuska). Za biokemijsku
identifikaciju se koristi prethodno pri-
premljenu bakterijsku suspenziju odre-
dene gustoce i kolorimetrijske kartice sa
47 mikrojazica ispunjenih standardizira-
nim dehidriranim reakcijskim medijima,
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a rezultati su ocitavani prema uputama
proizvodaca.

Biokemijski  identificirani  sojevi
kao grupa Y. enterocolitica pretrazivani
su na molekularnoj razini prema
referenci Wannet i sur. (2001.). Za
dokaz pripadnosti vrsti Y. enterocolitica
koristena je reakcijska mjeSavina za
viSestruku lancanu reakciju polimerazom
(multiplex PCR) s dva para pocetnica: Al
i A2 te Y11iY2. Pocetnice Ali A2 sluze za
specifitno umnazanje Y. enterocolitica ail
gena, a pocetnice Y1 i Y2 za umnaZanje
165 rRNK gena (Tabela 1.). Referentni soj
Y. enterocolitica ATCC 23715 koriSten je
kao pozitivna kontrola.

Reakcijska mjesavina za PCR sastoji se
od: 10 uL HotStarTaq Master Mix-a (2x)
(Qiagen), pocetnica A1, A2, Y1iY2 (0,25
uM svake), 2 pL DNK uzorka te vode do

Tabela 1. Pocetnice koriStene u pretrazi

ukupnog volumena 20 pL. Umnozavanje
je provedeno u termokruzniku (ProFlex
PCR System, Applied Biosystems)
aktivacijom polimeraze 15 minuta na
95 °C, nakon cega su slijedila 36 ciklusa
denaturacije 45 sekundi na 94 °C,
vezivanja pocetnica 45 sekundi na 62 °C
i produzivanja lanaca 45 sekundi na
72 °C. Konacno produzivanje je
provedeno na 72 °C tijekom 7 minuta.
Razdvajanje i detektiranje proizvoda
umnozavanja je napravljeno na QIAxcel
uredaju (Qiagen) koriStenjem kita QX
DNK Screening Kit.

Rezultati

Od 109 obradenih uzoraka skupnog
stajskog mlijeka 20 (18,3 %) imalo je viSe
0d 100000 cfu/mL broja mikroorganizama

. Expected
Target gene Primer Sequence amplicon
name .
size
Y. enterocolitica ail gene Al 5'-TTAATG TGT ACGCTG GGA GTG-3' o5 b
Y. enterocolitica ail gene A2 5'-GGA GTA TTC ATA TGA AGC GTC-3 2
Y. enterocolitica 16S rRNA Y1 5'-AAT ACC GCA TAA CGT CTT CG-3 —_
p

Y. enterocolitica 16S rRNA Y2

5-CTT CTT CTG CGA GTA ACG TC-3

Tabela 2. Rezultati mikrobioloskog istrazivanja uzoraka sirovog mlijeka, svjezeg sira i vrhnja (broj

nesukladnih uzoraka)

e
Broj pretrazenih uzoraka 109 159

Ukupan broj mikroorganizama 20 (18,3) - -

Y. enterocolitica 2(1,8) - 2(1,3)

E. coli - 16 (32) 16 (10,1

S. aureus - 12 (24) 12 (7,5)

L. innucua - 1(2) 1(0,6)
Fggfgggéﬁgggnella, Citrobacter) failficiel 2 (g
Broj pozitivnih uzoraka 37 (33,9) 39 (78)* 77 (47,8)*

* iz jednog uzorka izdvojeno vise vrsta bakterija
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pa stoga nisu bili sukladni Pravilniku o
pregledu sirovog mlijeka namijenjenog
javnoj potrosnji (NN 84/2016.).

Pretrazivanjem 159 uzoraka sirovog
kravljeg mlijeka, svjezeg sira i vrhnja Y.
enterocolitica izdvojena je iz dva (1,8 %)
uzorka sirovog mlijeka od 109 pretrazena,
dok u 50 obradenih uzoraka svjezeg sira
i vrhnja nije dokazana. Od 50 uzoraka
mlijecnih proizvoda (sir i vrhnje) u 16
(32 %) dokazana je E. coli, u 12 (24 %)
uzoraka S. aureus te u jednom (2 %)
uzorku L. innocua. Osim njih u 15 (13,8
%) uzoraka sirovog mlijeka i 24 (48 %)
uzoraka svjezeg sira i vrhnja izdvojene
su enterobakterije, a biokemijski su
identificirane vrste: Serratia (s.) marcescens,
S.  liquefaciens, Morganella — morganii,
Citrobacter (C.) freundii i C. braakii. (Tabela
2.). Bakterije iz roda Salmonella i Listeria
(L.) monocytogenes nisu dokazane.

Nakon  provedene  biokemijske
identifikacije, dva soja identificirana
kao grupa Y. enterocolitica pretrazivani
su na molekularnoj razini, a rezultat je
interpretiran u odnosu na prisutnost
PCR proizvoda odredene veli¢ine. Iako
je grupa Y. enterocolitica biokemijski
dokazana u dva uzorka, samo kod
jednog uzorka molekularnom pretragom
dobiven je potvrdni rezultat. Vidljiv je

»
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5 5 g 5 =
> > > > 7]
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Slika 1. Prikaz agaroznog gela nakon

elektroforeze kod PCR pretrage za biokemijski
pozitivne uzorke Y. enterocolitice na kojem je
vidljiv dokaz pripadnosti za vrstu Y. enterocolitica
u uzorku Yers1 velicine 330 bp.

dokaz pripadnosti za vrstu Y. enterocolitica
u uzorku Yersl, dok u drugom uzorku
Yers2 nije dokazan pripadajuéi gen za
vrstu. U oba uzorka PCR-om nije dokazan
virulentni ail marker (slika 1.).

Rasprava

U sjeverozapadnoj Hrvatskoj meki
svjezi sir se tradicionalno proizvodi po
nepisanoj recepturi od sirovog kravljeg
mlijeka. Mlijeko se nakon muZnje mora
ohladiti, kiseli se samo od sebe, mora
se obrati povrsinski skupljeno vrhnje, a
preostalo mlijeko se blago zagrijava do
30-35 °C na rubu stednjaka kako bi doslo
do koagulacije. Nastali grus se reze na
jednake dijelove da bi se odvojila sirutka
i zatim izlijeva u sirne gaze (krpe) u ko-
jima se ocjeduje. Zbog lakorazgradivosti
ugljikohidrata, masti i proteina ovako
dobivena masa predstavlja idealan sup-
strat za rast i razmnozavanje brojnih
mikroorganizama, a posebice uzro¢nika
zoonoza medu kojima je i bakterijska vr-
sta Y. enterocolitica (Sabljak i sur., 2013.).
Enterobakterije pripadaju velikoj poro-
dici Gram negativnih bakterija rasirenih
u prirodi i zive kao komenzali u probav-
nom sustavu ljudi i Zivotinja i najces¢i su
uzrok zdravstvene neispravnosti namir-
nica, a Sire se kontaminiranom hranom
i vodom (Kaleni¢ i sur., 2013.). E. coli je
najpoznatija bakterija i smatra se domi-
nantnom vrstom u probavnom sustavu
ljudi i Zivotinja. Prisutnost ove bakterije
u vodi i hrani pouzdan je indikator fe-
kalnog onecisc¢enja (Bolton i sur., 2000.).
U nasSem istrazivanju dokazan je poveca-
ni broj mikroorganizama u sirovom mli-
jeku u 18,3 % uzoraka, a enterobakterije
su dokazane u 13,8 % uzoraka sirovog
mlijeka i u 48 % uzoraka svjezeg sira,
a E. coli u 32 % uzoraka svjezeg sira. U
istrazivanjima drugih autora navodi se
nalaz enterobakterija u rasponu od 25 %
do 71,4 % uzoraka tvrdih i mekih sire-
va. Barun i sur. (2016.) izdvojili su E. coli
iz 5,5 % uzoraka mekih i tvrdih sireva.
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Ljevakovi¢-Musladin, (2007.) u Dubro-
vacko-neretvanskoj zupaniji dokazuje
E. coliu 2,3 % svjezih sireva. S. aureus se
smatra jednim od najopasnijih patogena
za ljude, ima sposobnost stvaranja en-
terotoksina i brzog stvaranja simptoma
otrovanja iz hrane. Vrlo je ¢esto uzro¢nik
klini¢kog i supklinickog mastitisa u pre-
zivaca (Kleczkowski i sur., 2017., Beni¢
i sur., 2018., Burovi¢, 2020.). U nasem
istrazivanju S. aureus je izdvojen iz 12
(24 %) uzoraka svjeZzeg sira. Sabljak i
sur. (2013.) navode povecan broj S. au-
reus u sirevima, a 25 % uzoraka svjezeg
sira bila su mikrobioloSki neispravna.
Samarzija i sur. (2007.) nalaze cak 54 %
sireva pozitivnih na S. aureus, a autori
ovako visok postotak pozitivnih uzoraka
na S. aureus povezuju s uporabom mlije-
ka krava koje su imale mastitis. Cvetnic¢
i sur. (2016.) navode da je S. aureus za-
stupljen u infekciji mlije¢ne Zlijezde mli-
je¢nih krava u Republici Hrvatskoj u ¢ak
15,5 % slucajeva. U mlijeku i mlijecnim
proizvodima nije rijetka zastupljenost i
drugih patogenih mikroorganizama. Ti-
jekom nasih istraZivanja nismo izdvojili
vrste salmonele i L. monocytogenes, ali
u jednom uzorku sira izdvojili smo L.
innocua. Markov i sur. (2009.) u uzorci-
ma svjezeg sira i vrhnja domacde proi-
zvodnje dokazuju u 66,6 % uzoraka en-
terobakterije, u 41,6 % S. aureus, au 10 %
uzoraka L. monocytogenes. Konosonoka
i sur. (2012.) navode izdvajanje vrste Li-
steria spp. iz hrane mlije¢nih krava i si-
rovog mlijeka. L. innocua izdvojena je iz
9,2 %, a L. monocytogenes u 20 % istrazi-
vanih uzoraka. Silva i sur. (2003.) nalaze
listerije duz proizvodne linije u jednoj
mlije¢noj industriji. Od 13 pozitivnih
uzoraka u devet su identificirali L. inna-
cua, u dva L. grayi i u dva L. monocyto-
genes.

Jersinioza je vrlo znacajna zoonoza
i Cetvrta po ucestalosti kao uzrok en-
teritisa u Europi (Esnault i sur., 2014.).
Svinje i svinjsko meso su mnajvazniji
izvor Y. enterocolitica i mogu prouzro-

¢iti zelucano-crijevne infekcije u ljudi
(Laukkanen-Nimios i sur., 2014.). Pri-
sutnost Y. entrocolitica ustvrdena je i u
drugim vrsta hrane (govede meso, krav-
lje i kozje mlijeko). Ponekad ucestalost
pozitivnih uzoraka na Y. enterocolitica u
sirovom mlijeku moze iznositi i vise od
20 %, dok se ucestalost znatno smanjuje
u zrelom siru (Ahmed i sur., 2019.). U
Republici Hrvatskoj je za 2017. godinu
prijavljeno 17 slucajeva jersinioze, a broj
slucajeva se od 2009. do 2016. kretao od
sedam do 27 godisnje (HAH, 2017.). In-
fekcija u ljudi se najceSée ocituje prolje-
vom, visokom temperaturom, bolom u
trbuhu i povracanjem, a u osoba s osla-
bljenim imunitetom moze do¢i do sepse,
uzrokujuéi vrlo teske oblike bolesti s vi-
sokom smrtnosc¢u (Cvetni¢, 2013., Le Gu-
eren i sur., 2016.). U male djece razviju se
simptomi akutnog gastroenteritisa, dok
se u djece Skolske dobi i mladih obi¢no
ocituje kao mezenterijalni limfadenitis
pracen jakim bolovima u desnom donjem
kvadrantu abdomena oponasajuci apen-
dicitis (Trischler-Ceke i sur., 2008.).

Od 109 wuzoraka sirovog mlijeka
u ovom istrazivanju biokemijski je Y.
enterocolitica dokazana u dva uzorka
(1,8 %). Medutim, kona¢nom potvrdom
molekularnom  metodom  prisutnost
bakterijske vrste Y. enterocolitica dokazana
je u jednom uzorku, Sto je usporedivo
s inozemnim istraZivanjima gdje su
rezultati varirali od potpuno negativnih
do 25 % pozitivnih uzoraka (Bernardino-
Varo i sur., 2013., Darwish i sur., 2015.).
Vidljiva je razlika izmedu rezultata
dobivenih klasicnom metodom uzgoja
na selektivnim medijima s biokemijskom
identifikacijom i rezultata potvrdenih
molekularnim metodama, Sto moze biti
posljedica vise ¢imbenika. U 15 (12 %)
uzoraka sirovog mlijeka biokemijski su
identificirane druge bakterijske vrste: S.
marcescens, S. liquefaciens, M. morganii,
C. freundii i C. braakii. Prisustvo velikog
broja okoliSne mikroflore moze ometati
ispravan odabir tipicnih kolonija Y.
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enterocolitica koje na CIN agaru rastu
kao glatke kolonije s crvenijim sredistem
i prozirnijim rubom, a na SSDC agaru
kolonije su male i sive. Enteropatogene
bakterijske vrste kao Sto su Citrobacter
freundii,  Enterobacter — agglomerans i
Klebsiella spp. imaju sposobnost rasta
na CIN agaru tvoredi slicne kolonije
(Fukushima, 1987.). Druga istraZivanja
ukazuju na ogranicenost CIN agara koji
inhibira rast Y. enterocolitica biotip 3B O:3
zbog prisustva antibiotika (Fukushima i
Gomyoda, 1986.).

Psihrotrofne bakterije nisu prirodna
mikrobna populacija vimena i zbog toga
je njihova prisutnost u sirovom mlijeku
pokazatelj sekundarne kontaminacije
mlijeka nakon  muznje.  Njihova
prisutnost moze prouzrociti kvarenje
mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Posljedice
enzimatske aktivnosti  psihrotrofnih
bakterija u sirovom mlijeku su neZeljene
promjene mlijecne masti, bjelancevina
i lecitina koje negativho utjeCu na
organolepticku i preradbenu kvalitetu
(Samarzija i sur., 2012.). Czubkowska
i Grazyna Rola, (2019.) su iz 65 %
uzoraka sirovog mlijeka izdvojili Y.
enterocolitica, molekularno je potvrdeno
da svi sojevi pripadaju tipu 1A. Dokazali
su gen koji kodira za enterotoksin ystB
u pripadaju¢em soju, dok virulentni
markeri ystA i ail nisu dokazani.
Usporedbom PCR i Kklasicne metode
uzgoja od ukupno 35 pozitivnih uzoraka
potvrdenih klasicnom metodom uzgoja,
30 (85,7 %) potvrdeno je molekularnom
metodom. Soj Y. enterocolitica dokazan u
ovom radu iz sirovog mlijeka i potvrden
molekularno, ne sadrzi kromosomski
virulentni gen ail za koji je dokazano
da je jedan od najpouzdanijih markera
za dokaz virulentnog biotipa (Darwish
i sur., 2015.). Razvojem molekularnih
metoda detekcije bakterijske vrste
omoguceno je razlikovati patogene od
apatogenih biotipova. Patogeni biotipovi
posjeduju virulentne markere (Yst-toksin,
antigene Myf, Inv, Ail, plazmid pYV).

Biotip 1A ne posjeduje plazmid pYV i
druge Kklasi¢ne virulentne markere koje
posjeduju 1B i 2-4 biotip Y. enterocolitica,
ali posjeduju druge poznate virulentne
gene (invA, myfA, ymoA i hreP) koji imaju
vaznu ulogu u virulenciji 1A biotipa Y.
enterocolitica. Sve su ucestaliji podatci
o izdvajanju tog biotipa iz klinickog
materijala ljudi (Batzilla i sur., 2011.).

Zakljucak

Temeljem mikrobioloske analize krav-
ljeg mlijeka, vrhnja i sira od sirovog mli-
jeka ustvrdena je prisutnost bakterijske
vrste Y. enterocolitica u dva (1,8 %) uzorka
sirovog mlijeka. Molekularnom je tehni-
kom Y. enterocolitica potvrdena u jednom
uzorku, Sto se podudara s rezulatima
drugih istrazivaca. U istrazivanim uzor-
cima sirovog mlijeka dokazan je povecan
ukupan broj mikroorganizama od 18,3 %,
ali i pojedinih vrsta enterobakterija (Sera-
tia, Morganellai Citrobacter), dok je u uzor-
cima svjeZeg sira dokazana E. coli u 32 %
uzoraka, S. aureus u 24 % i enterobakte-
rije (Seratia, Morganella i Citrobacter) u 48
% uzoraka. Zbog zahtjevne identifikacije
bakterije Y. enterocolitica, kombiniranom
primjenom uzgojne i molekularne meto-
de dobivaju se pouzdaniji i brzi rezultati
identifikacije. Sirovo mlijeko i vrhnje od
sirovog mlijeka su mogudi izvor pato-
gene bakterijske vrste Y. enterocolitica
i potencijalni rizik za zdravlje ljudi. Y.
enterocolitica visoko otporna na procese
u proizvodnji hrane (dezinfekcija, niski
pH, salinitet, prezivljavanje u hladnijim
uvjetima), u buduénosti zahtijeva vecu
pozornost i veéi nadzor u proizvodnji
hrane.
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In northwestern Croatia, soft fresh cheese
is produced using traditional, unwritten
recipes of raw cow milk. Milk is an ideal
substrate for the growth and reproduction of
numerous microorganisms, many zoonotic
agents and the species Y. enterocolitica. In
this study, 159 samples were tested: 109
samples of raw cow milk and 50 samples of
fresh cow cheese and cream. Y. enterocolitica
was detected in two (1.8%) samples of raw
milk. E. coli was detected in 16 (32%) of
50 samples of dairy products (cheese and
cream). S. aureus was detected in 12 (24%)
samples and L. innocua in one (2%) sample.
Additionally, 15 (13.8%) samples of raw
milk and 24 (48%) samples of fresh cheese
and cream also harboured enterobacteria,
identified biochemically as: S. marcescens,
S. liquefaciens, M. morganii, C. freundii and C.
braakii. Salmonella and L. monocytogenes were
not detected in any of the samples. After
the biochemical identification, two strains

identified as Y. enterocolitica were examined
at the molecular level, and the molecular
test confirmed the result in only one sample,
which is comparable to the results of other
studies. Due to the demanding identification
of the bacterial species Y. enterocolitica,
the combined application of breeding and
molecular methods produces more reliable
and faster identification results. Raw milk and
crude milk cream are a source of pathogenic
microorganisms (E. coli and S. aureus) and
other enterobacteria, while this study also
found the presence of the pathogenic bacterial
species Y. enterocolitica, presenting a potential
consumer health risk in the Republic of
Croatia. Y. enterocolitica is resistant to food
production processes (disinfection, low pH,
salinity, survival in cold conditions) and
deserves greater attention and supervision in
food production in the future.

Key words: Y. enterocolitica; bacteria; raw
milk; cheese and cream
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