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Souhrn

Cilem uvedené studie bylo sledovani ristu Yersinia ente-
rocolitica (biovar 4, serovar O:3) v pasterovaném kravském
a kozim mléce pfi teploté 8 a 24 °C. Pocet Y. enterocolitica
byl stanoven plotnovou metodou na CIN agaru (30 °C,
48 hodin). Pasterované kozi mléko je vhodnym médiem pro
rast Y. enterocolitica pfi obou skladovacich teplotach,
dosazené maximalni pocty se liSily pouze minimalné.
Pocatecni koncentrace inokula ani druh mléka nemély na
intenzitu pomnoZeni zasadni vliv. Pfi vychozi koncentraci
10" KTJ-ml" a teplot¢ skladovani 8 °C bylo dosazeno
minimdlni infekéni davky po necelych 4 dnech skladovani,

pfi vychozi koncentraci 10° KTJ-ml"' béhem 48 hodin. Pfi
teploté 24 °C byla minimalni infek¢éni davka dosaZena vzdy
do 24 hodin. Pro zajiSténi bezpecnosti pasterovaného
mléka je proto velmi dulezité zabranit sekundarni konta-
minaci mléka po tepelném oSetreni.

Klicova slova: Yersinia enterocolitica, kravské mléko,
kozi mléko, rust, teplota, skladovani

Summary

The aim of the study was to evaluate the growth of
Yersinia enterocolitica (biovar 4, serovar O:3) in pasteu-
rized cow's and goat's milk at 8 and 24°C. Count of Y. ente-
rocolitica was determined by plating method on CIN agar
(30°C, 48 hours). The growth of Y. enterocolitica in pas-
teurized milk was very well at both storage temperatures
and maximum counts differed only minimally. The initial
concentration of inoculum or type of milk did not have
major impact on the multiplication intensity. At the starting
concentration of 10" CFU-ml" and storage temperature
8 °C the minimum infectious dose was reached after about
4 days of storage, at 10° CFU-ml " after about 48 hours. At
24°C the minimum infectious dose was achieved within
24 hours. To ensure the safety of pasteurized milk therefore
is very important to avoid secondary contamination of milk
after heat treatment.

Keywords: Yersinia enterocolitica, cow's milk, goat's
milk, growth, temperature, storage

Uvod

Yersinia enterocolitica je vyznamnym puvodcem zoonoz,
vyvolava stfevni onemocnéni lidi a zvifat. Podle udaja
EFSA (European Food Safety Authority) bylo v roce 2013
v ramci Evropské unie hlaSeno celkem 6 471 potvrzenych
piipadil yersinidzy, kterd je tak tfeti nejcastéjsi hlaSenou
zoondzou (EFSA a ECDC, 2015). Za hlavni zdroj infekce
Y. enterocolitica jsou povazovany kontaminované potra-
viny, a to 1 pres to, Ze patogenni kmeny Y. enterocolitica
jsou z potravin izolovany zfidka (Fredriksson-Ahomaa
a kol., 2006; Bari a kol., 2011).

Na zakladé fenotypovych vlastnosti se Y. enterocolitica
déli do Sesti biotypt, z nichZ biotyp 1B je povazovan za
vysoce patogenni, biotypy 2 az 5 jsou mirn¢ patogenni
a biotyp 1A je nepatogenni. Patogenni kmeny Y. entero-
colitica nesou virulentni plasmid pYV a nékolik
chromosoméalné vazanych gent vyznamnych pro virulenci
a patogenitu. Hlavnim rezervodrem patogennich kmeni
Y. enterocolitica jsou prasata (Fredriksson-Ahomaa a kol.,
2006; EFSA, 2007; Fébrega a Vila, 2012). RozliSuje se vice
nez 50 serotypt Y. enterocolitica. V. USA a Japonsku se
nejCastéji vyskytuje serotyp O:8, v Evropé, Australii
a Kanadé O:3, ve Skandinavii a Nizozemi O:9. Humanni
yersiniézu zpusobuji nejcastéji bioserotypy 1B/O:8;
2/0:5,27; 2/0:9; 3/0:3; 4/0:3. V Evropé je nejcastéji
izolovan bioserotyp 4/0:3 (Fredriksson-Ahomaa a kol.,
2006; EFSA, 2007; Bari a kol., 2011).
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Vysoké riziko vzniku gastrointestindlntho onemocnéni
patogennimi kmeny Y. enterocolitica predstavuji potraviny
zivocisného plivodu (Rahimi a kol., 2014). Y. enterocolitica
roste v Sirokém teplotnim rozmezi -2 az 42 °C s optimem pri
28 - 29 °C. V mléce se miize mnozit i pfi teplotach blizicich
se 0 °C (Bari a kol., 2011). Pasterované mléko je idealni
zivné médium umoziujici proliferaci psychrotrofnich
Y. enterocolitica bez konkurenéniho vlivu doprovodné
mikroflory (EFSA, 2007). Y. enterocolitica je termolabilni
mikroorganismus, pasteraci je spolehlivé devitalizovana
(Yehualaeshet a kol., 2013). Zdrojem Y. enterocolitica v pas-
terovaném mléce byva nejCastéji sekundarni kontaminace,
nedodrZeni pasteracniho rezimu, pridavek syrového mléka
nebo pouziti kontaminovanych pfisad u ochucenych vyrobka
(EFSA, 2007; Longenberger a kol., 2014). Ackoli byva
Y. enterocolitica Casto izolovana z masa a masnych vyrobk,
byl zaznamenan jeji vyskyt i v syrovém a pasterovaném
mléce a dalSich mléénych vyrobcich. Zdrojem Y. enteroco-
litica, véetné enteropatogennich typti, mohou byt i potraviny
rostlinného ptivodu ¢i neupravend voda (Bari a kol., 2011;
EFSA, 2007; Gupta a kol., 2015; Rahimi a kol., 2014).

Cilem uvedené studie bylo sledovani ristu Yersinia ente-
rocolitica v pasterovaném kravském a kozim mléce pfi
ruznych skladovacich teplotach.

Material a metodika

Priprava vzorki mléka

Testovacim prostfedim bylo pasterované kravské a kozi
mléko ziskané z trzni sité. K zaoCkovani byl pouzit kmen
Y. enterocolitica CCM 5671 (biovar 4, serovar O:3) ziskany
z Ceské sbirky mikroorganismt (Brno, Ceska republika).
Z 24-hodinové kultury Y. enterocolitica na krevnim agaru
byla pfipravena suspenze odpovidajici 1. stupni McFarlan-

dovy zéakalové stupnice, suspenzi byl zaockovan vzdy 1 litr
mléka tak, aby vychozi pocet bakterii byl 10" KTJ-ml",
resp. 10° KTJ-ml"'. Po promichani bylo mléko pipetovano
v mnozstvi 10 ml do sterilnich zkumavek. Takto bylo
vytvoreno pro kazdy druh mléka a kazdou vychozi koncen-
traci inokula vzdy 10 sérii po 8 zkumavkach. Pét sérii bylo
inkubovano pri teploté¢ 8 °C po dobu 14 dni, 5 sérii pri
teploté 24 °C opét po dobu 14 dni. Odbér vzorki pro
stanoveni poctu Y. enterocolitica byl provadén v pravidel-
nych intervalech. Soucasné byla provedena slepd zkouSka
s nezaoCkovanym mlékem.

Stanoveni poctu Y. enterocolitica

Zpracovani vzorkt bylo provedeno podle CSN EN 6887-1
(1999). Vybrana desetindsobnd fedéni byla rozetrena
v mnozstvi 0,2 ml na povrch agaru s cefsulodinem,
IrgasanemTM a novobiocinem (CIN; HiMedia Laboratories
Pvt. Ltd., Mumbai, Indie), naockované Petriho misky byly
inkubovany 48 hodin pfi 30 °C. Poté byl stanoven pocet
Y. enterocolitica v 1 ml vzorku mléka. Soucasné byla mére-
na hodnota pH mléka.

Statistické vyhodnoceni

Kazdy dil¢i pokus byl proveden v péti paralelnich
stanovenich. Hodnoty ziskané z paralelnich stanoveni byly
posouzeny Grubbsovych testem pro vylouceni extrémnich
odchylek (program UNISTAT, verze 5.1, UNISTAT Ltd.,
UK), poté byl vypocitan aritmeticky primér a stanovena
smérodatna odchylka (SD).

Vysledky a diskuse

Vysledky stanoveni poctu Yersinia enterocolitica jsou
shrnuty v tabulce 1, vytvorené rustové kiivky jsou zobra-

Tab. 1 Pocet Yersinia enterocolitica (log KTJ-ml") v konzumnim kravském a kozim mléce, primérnd hodnota z péti paralelnich
stanoveni = SD

Kravské miéko Kozi mléko
10' KTJ-ml" 10° KTJ-ml™ 10' KTJ-ml" 10° KTJ-ml"
8 °C 24°C 8 °C 24 °C 8 °C 24°C 8 °C 24 °C
0 1,35 + 0,28 1,25 = 0,27 3,08 + 0,08 3,72 += 0,06 1,62 = 0,11 1,51 = 0,14 3,43 = 0,16 3,40 = 0,07
1 1,87 = 0,37 5,73 + 0,56 3,64 + 0,12 7,98 + 0,03 2,46 + 0,05 7,52 + 0,08 417 + 0,04 8,09 = 0,35
2 3,20 = 0,33 8,80 + 0,12 451 +0,19 9,01 + 0,08 3,13 + 0,09 8,79 + 0,34 5,33 + 0,16 8,76 = 0,30
3 441 + 0,33 9,33 + 0,18 5,65 + 0,23 9,40 + 0,17 447 + 0,12 9,09 + 0,11 6,35 + 0,23 8,97 = 0,29
4 5,24 + 0,40 9,60 + 0,23 6,71 + 0,13 9,27 + 0,09 4,94 + 0,33 9,37 + 0,31 7,66 + 0,41 9,17 = 0,09
7 8,41 + 0,49 9,41 + 0,06 8,79 + 0,05 9,41 + 0,09 7,92 + 0,34 9,20 + 0,06 8,82 + 0,13 9,28 + 0,11
10 9,04 + 0,14 9,34 + 0,17 8,83 + 0,02 9,47 + 0,09 8,54 + 0,26 9,42 + 0,06 8,71 + 0,45 8,93 + 0,16
14 8,96 + 0,39 9,19 + 0,29 9,13 + 0,05 9,58 + 0,33 8,95 + 0,10 9,44 + 0,07 8,89 + 0,09 9,33 + 0,07

Tab. 2 Pocatecni a kone¢nd hodnota pH konzumniho kravského a koziho mléka zao¢kovaného Yersinia enterocolitica,
primérna hodnota z péti paralelnich stanoveni

Kravské miéko Kozi mléko
10' KTJ-ml"' 10% KTJ-ml" 10' KTJ-ml" 10° KTJ-ml"'
8 °C 24 °C 8 °C 24 °C 8 °C 24°C 8 °C 24°C
0 6,65 6,63 6,72 6,64 6,69 6,70 6,72 6,72
14 6,51 5,67 6,75 5,75 6,92 6,19 6,71 5,80
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zeny v grafech 1 - 4. Pro srovnani jsou v grafech uvedeny
i rastové kfivky modelované pro jednotlivé teploty
a vychozi pocty Y. enterocolitica pomoci databaze predik-
tivni mikrobiologie ComBase (http://www.combase.cc/) se
zadanymi parametry: pH 6,7 a aktivita vody 0,997. Prabéh
modelovych rastovych kiivek i kiivek ziskanych pfi
vySetfeni vzorkli kravského a koziho mléka je velmi
podobny. Vyraznéjsi rozdil je pouze v maximalni dosazené
hodnoté, kdy databdze ComBase predikuje nejvyssi pocet
Y. enterocolitica pouze 8,3 log poctu bakterii v 1 ml.
Pribéh rastovych kiivek Y. enterocolitica byl ovlivnén
teplotou skladovani. Pfi 8 °C byl narlst poctu bakterii
pozvolny, hodnoty 8 log KTJ-ml' bylo dosaZeno pfi
vychozi koncentraci inokula 10" KTJ-ml' po 7 dnech
skladovéni, pfi vychozi koncentraci 10° KT ml™ za 5 - 6
dni. Pfi teploté¢ 24 °C doslo k prudkému narastu poctu
Y. enterocolitica, hodnoty 8 log KTJ-ml" bylo dosaZeno za
1 - 2 dny (inokulum 10" KTJ ml"), resp. 24 hodin (inoku-
lum 10° KTJ-ml™). Po 14 dnech skladovéni se pocet Y. ente-
rocolitica pohyboval v rozmezi 8,89 - 9,58 log KTJ-ml",
vychozi koncentrace inokula ani teplota uchovavani mléka
nemély na konecny pocet Y. enterocolitica vyrazny vliv.

Y. enterocolitica roste v Sirokém teplotnim rozmezi -2 az
42 °C, pfi nizkych teplotich dlouhodobé preziva (Bari

a kol., 2011; Divya a Varadaraj, 2013). Yehualaeshet a kol.
(2013) sledovali ucinek teploty na rlst Y. enterocolitica
v pasterovaném a autoklavovaném mléce. Pii teploté
4 a 24 °C byl v pasterovaném mléce pozorovan narist
poctu Y. enterocolitica o nékolik logaritmickych radd.
Divya a Varadaraj (2013) potvrdili mnozeni Y. ente-
rocolitica v obnoveném suseném mléce skladovaném pri
4 °C, kdy po 20 dnech doslo ke zvySeni poctu o 1 loga-
ritmicky tad.

Tabulka 2 uvadi pocatecni a kone¢né hodnoty pH mléka
zaockovaného Y. enterocolitica. Minimalni hodnota pH pro
rust Y. enterocolitica je 4,2 - 4,4 (Bari a kol., 2011), opti-
malni pH 7 - 8 (Fernandes, 2009). Hodnoty pH kravského
i koziho mléka se v pribéhu celého pokusu pohybovaly
mirné pod optimdlnim pH, nase vysledky potvrzuji, Ze pas-
terované mléko je vhodnym médiem umoziujicim rust
a mnozeni Y. enterocolitica.

Ve slepych vzorcich (mléko nezaockované Y. enterocoli-
tica) byl ve vSech pfipadech stanoven pocet Y. enterocoli-
tica odhadem < 5 KTJ-ml", tj. pod mezi detekce pouzité
plotnové metody. Hodnota pH se pohybovala v rozmezi
6,6 - 6,7.

Predpokladana infekéni davka Y. enterocolitica pred-
stavuje 107 - 10° bun&k (Cabanovd a Cuvalova, 2014).

Infekéni davka je stanovena jako pocet bak-

=
o

terii pfijatych potravou, ale vysledkem kul-
tivacniho vysSetfeni je stanoveni hodnoty

iw

KTJ v 1 ml vzorku. Je-li jedna porce mléka
150 ml, potom minimélni infekéni davce
107 bakterii odpovid4 stanovena hodnota

min. infekéni davka, porce 150 ml

4,82 log KTJ-ml". Jak vyplyvé z grafu 1,
pii vychozi koncentraci 10' KTJ-ml'
a teploté skladovani 8 °C bylo dosaZeno
minimdlni infekéni davky po necelych

potet Y. enterocolitica [log KT).ml?]
O = N W s U O Y 0w
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4 dnech skladovani, pfi vychozi koncen-
traci 10 KTJ-ml"' pfiblizné za 2 dny
(graf 3). Pfi teploté 24 °C byla minimalni
infek¢ni davka dosazena vzdy do 24 hodin

12 13 14

Graf 1
10" KTJ-ml’

Rdst Y. enterocolitica v mléce skladovaném pri 8 °C, inokulum

(graf 2 a 4).
V roce 2011 byla v USA zaznamenana
epidemie yersiniézy v souvislosti s mlékem

=
o

a mlécnymi vyrobky, v pribéhu které bylo
nakaZzeno 22 lidi, vétSina z nich konzu-
movala pasterované mléko (Longenberger
a kol., 2014). Jiz dfive byly v USA v souvis-
losti s pasterovanym mlékem zaznamenany
dva vyskyty yersinidézy. V roce 1976 byla

min. infek&ni ddvka, porce 150 ml

zpuisobena cokoladovym mlékem, v roce
1982 bylo pric¢inou fekdlni znecisSténi
prepravek na mléko, od kterych se nasledné
kontaminovaly povrchy kartonti (Fernandes,
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12 13 14 2009).
I nase studie potvrdila, Ze velmi intenzivni
rust Y. enterocolitica nastava prti skladovaci

teploté 24 °C (Yehualaeshet a kol., 2013).

Graf 2 Rdst Y. enterocolitica v mléce skladovaném pfi 24 °C, inokulum

10" KTJ-ml’

Pokud jiz potravina obsahuje bakterii
Y. enterocolitica, je jeji pomnoZeni pfi této
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teploté¢ velmi rychlé a i pfi nizké pocatecni kontaminaci
jsou pocCty na udrovni infekéni davky dosazeny béhem
prvnich 24 hodin. Soucasné miiZe pti neopatrné manipulaci
s touto potravinou dojit k pfeneseni bakterie na pracovni
povrchy a predméty v domdécnostech, kde poté muize
prezivat.

Zavér

Yersinia enterocolitica se v pasterovaném mléce velmi
dobfe mnozila pfi obou skladovacich teplotach, dosaZené
maximalni pocty se liSily pouze minimalné. Poc¢ate¢ni kon-
centrace inokula ani druh mléka nemély na intenzitu
pomnoZeni zdsadni vliv. Z vytvorenych ristovych kiivek je
patrné, Ze pti teploté 24 °C doslo k podstatnému zkriceni
generacni doby. Diky svému psychrotrofnimu charakteru,
se Y. enterocolitica mize v pasterovaném mléce dobie
mnozit i pfi chladnickovych teplotich. Pro zajiSténi
bezpecnosti mléka je proto velmi dualezité zabranit
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