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Ідентифіковано з сирого молока вищих 
гатунків, яке призначене для виробництва 
дитячого харчування, новий для України умов-
но-патогенний мікроорганізм – Enterobacter 
sakazakii, сформовано його мікробіологічний 
профіль та здійснено офіційне депонування в 
колекції Національного центру штамів мікро-
організмів.Виявлнго, що температура пасте-
ризації молока 58 °С та вище протягом від 1 до 
3-х хвилин інактивує Enterobacter sakazakii

Ключові слова: Enterobacter sakazakii, сухі 
дитячі суміші, загальна кількість мікроор-
ганізмів, сире молоко

Идентифицирован из сырого молока высших 
сортов, предназначенного для производства 
детского питания, новый для Украины услов-
но-патогенный микроорганизм – Enterobacter 
sakazakii, сформирован его микробиологический 
профиль и проведено официальное депонирова-
ние в коллекции Национального центра штам-
мов микроорганизмов. Выявлено, что темпе-
ратура пастеризации молока 58 °С и выше на 
протяжении от 1 до 3-х минут инактивирует 
Enterobacter sakazakii

Ключевые слова: Enterobacter sakazakii, 
сухие детские смеси, общее количество микро-
организмов, сырое молоко

1. Введение

В последнее время в международных научных пу-
бликациях и в СМИ (в том числе, и в Украине) стали 
все чаще появляться сообщения о заболеваниях 
детей после скармливания им детских смесей. Зару-
бежные исследователи провели четкую взаимосвязь 
между заболеванием новорожденных детей, случая-
ми детской смертности с идентификацией бактерии 
Enterobacter sakazakii (E. sakazakii, Cronobacter spp.) в 
сухих детских смесях [1, 2]. К сожалению, в Украине 
пока не идентифицируется бактерия E. sakazakii ни 
при расследованиях причин детской смертности, ни 
при производстве сухих детских смесей. Это связано 
с недостаточностью научных исследований и отсут-
ствием законодательно – методической основы в на-
циональных лабораториях. Международным Согла-
шением про санитарные и фитосанитарные барьеры 
в торговле, вероятность возникновения или распро-
странения возбудителя заболевания на территории 
страны, определяется на основе проведения оценки 
микробиологического риска – ОМР [3]. В 2009 году 
МОЗ Украины было утверждено «Микробиологиче-
ские критерии для пищевых продуктов», в которых 
предусмотрен контроль за Enterobacter sakazakii в су-
хих детских смесях (также как и в соответствующем 
Регламенте ЕС № 2073 от 15.11.2005). 

Бактерии Enterobacter sakazakii – это новый вид 
условно-патогенных микроорганизмов, который от-
несен к категории очень опасных, особенно для де-

тей возрастом до 12 месяцев. Среди этой категории 
детей, наиболее уязвимыми являются новорождён-
ные в возрасте до 28 дней, дети, которые родились 
преждевременно, имеют вес менее 2500 граммов, 
иммунодефицитные младенцы до 3 месяцев жизни 
и рождённые от ВИЧ – положительных матерей 
[1, 2, 4].

Основной компонент сухих молочных детских 
смесей – сухое молоко, изготавливаемое из сырого 
молока высших сортов. Производители этого вида 
детского питания должны быть уверены в безопас-
ности сырья, и в том числе, относительно бактерий 
E. sakazakii .

В научной литературе имеется очень мало со-
общений об идентификации E. sakazakii в сыром 
молоке коров. Кроме того, среди ученых нет единого 
мнения относительно существования этих микро-
организмов в сыром молоке. Одни исследователи 
сообщают о наличии E. sakazakii в молоке, а другие 
сообщают об его отсутствии в исследуемых пробах 
сырого молока [5–7]. Таким образом, очень важно 
знать имеется ли этот микроорганизм в сыром мо-
локе с ферм Украины, и если он есть, то какие его 
свойства. Необходимо учитывать то, что свойства 
микроорганизмов могут изменяться под влиянием 
многих факторов: экологических, климатических, 
и, кроме того, один и тот же вид микроорганизма 
может иметь региональные различия, что и входит 
в ОМР. Вышесказанное подтверждает актуальность 
данных исследований.
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2. Анализ литературных данных и 
постановка проблемы

2. 1. Таксономическая харак-
теристика Enterobacter sakazakii

Микроорганизм E. sakazakii –  
это грамотрицательные бак-
терии, которые принадлежат 
к роду Enterobacter, семейству 
Enterobacteriaceae. Впервые эти 
бактерии были описаны в 1958 
году как причина двух тяжелых 
случаев неонатального менин-
гита. В 1980 году после иссле-
дования ДНК и биохимических свойств, бактерии  
E. sakazakii были классифицированы как отдельный 
вид и названы в честь японского бактериолога – Риччи 
Заказаки (Riichi Sakazaki). Дальнейшие исследования 
ученых показали то, что между отдельными штаммами  
E. sakazakii есть значительные различия, но в то же 
время, они имеют большое сходство с другими видами 
Citrobacter и Enterobacter. Однако было установлено, 
что E. sakazakii по своим фенотепическим и генетиче-
ских параметрам ближе к роду Enterobacter. Этими ис-
следователями было предложено отнести E. sakazakii к 
новому роду, который был назван Cronobacter в честь 
греческого бога Кроноса. Согласно мифологии, бог 
Кронос, боясь свержения с престола, проглатывал сво-
их новорожденных детей [8].

2. 2. Enterobacter sakazakii в окружающей среде
Существует много научной информации отно-

сительно распространения E. sakazakii в окружаю-
щей среде, и большинство ученых склонны считать, 
что естественным источником их существования 
является содержимое желудочно-кишечного трак-
та человека насекомых животных и грызунов. С 
испражнениями микроорганизм попадает в почву 
или воду, где может долго хранится. Кроме того, 
бактерии Enterobacter sakazakii могут попасть в сырье 
или пищевые продукты в процессе их производства 
с водой, в том числе питьевой с производственной 
пылью или воздухом. Таким образом, этот микроор-
ганизм должен рассматриваться как потенциальный 
загрязнитель пищевых продуктов в пищевой цепи в 
их производства [9, 10]. 

По данным Всемирной организации здраво-
охранения, существует три основных источни-
ка попадания E. sakazakii в сухие молочные смеси 
для детского питания: 1) контаминированные эти-
ми микроорганизмами сырье и ингредиенты для  
производства; 2) технологические процессы (после-
пастеризационная контаминация или с окружающей 
среды (воздуха, оборудования), а также в процессе 
упаковки и хранения); 3) при нарушении правил гиги-
ены во время приготовления продукта в домашних ус-
ловиях или на детских молочных кухнях [2]. Схемати-
чески основные этапы производства сухих молочных 
детских смесей обозначены на рис. 1.

Р. Buma и др. (1999) идентифицировали  
E. sakazakii на различных объектах молочной фермы 
[7]. Р.Skladal и др. (1993) изолировали E. sakazakii в 
смывах с молочного оборудования, которое исполь-
зуется в производстве молочных продуктов [11].

2. 3. Enterobacter sakazakii в сыром молоке и пище-
вых продуктах

Научные данные о присутствии Enterobacter 
sakazakii в сыром молоке имеют определенные разно-
гласия. Первые сведения о выделении этих бактерий 
из сырого молока можно найти в трудах H.L.Muytjens 
и др. (1990) [12]. По данным A.S.Norrakiah и др. (2009) 
при исследовании сырого молока, E. sakazakii были 
выделены в 63 % случаев, из пастеризованного моло-
ка в 13 % [5]. Salmon и др. (1998) выявляли бактерии  
E. sakazakii с выделений вымени больных маститом ко-
ров [13]. H. L. Muytjens (1990), M. C. Kandhai (2010) и др. 
не обнаружили бактерии Enterobacter sakazakii в сыром 
коровьем молоке [6, 9, 10, 12]. Этот микроорганизм был 
изолирован из продуктов питания молочных продук-
тов (сыр, масло), мяса и мясных продуктов, фруктов, 
специй, напитков [9–11].

2. 4. Эпидемиологические данные
По мнению большинства авторов, особую эпидеми-

ологическую опасность представляют сухие молочные 
смеси для детского питания. В конце ХХ столетия в 
Великобритании, Бельгии, Франции, США, Нидер-
ландах начинают регистрировать случаи смертности 
среди новорожденных детей с признаками менингита, 
сепсиса и некротического энтероколита, которые свя-
зывают со скармливанием сухих молочных смесей, с 
которых был выделен микроорганизм – E. sakazakii. 
Не смотря на то, что чаще заболевания, вызванные 
этими бактериями возникает у младенцев до года, есть 
сведения про случаи заболевания взрослых людей с 
признаками сепсиса, вызванного E. sakazakii [2, 4, 12].

Из выше приведенного обзора литературы следует, 
что бактерия E. sakazakii заслуживает внимания уче-
ных, чтобы ее исследовать, и особенно в пищевой цепи 
сухих детских смесей. Началом этой пищевой цепи 
является сырье сухих молочных смесей – сырое мо-
локо в котором E. sakazakii может существовать, и, что 
особенно опасно, что имеются сообщения о том, что, 
этот микроорганизм может выживать после пастери-
зации молока. Эти факты подтверждают актуальность 
изучения E. sakazakii как вообще, так и в сыром молоке, 
в частности.

3. Цель и задачи исследования 

Целью наших исследований было выделение бак-
терий Enterobacter sakazakii из сырого молока, полу-
ченного на молочных фермах Украины и изучение их 
характеристик. В задачи исследований входило:

 Рис. 1. Основные этапы производства сухих молочных детских смесей
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1. Идентификация бактерий E. sakazakii в сыром 
молоке, изучение их морфологических и биохи-
мических свойств.

2. Определение уровня контаминации бактериями 
E. sakazakii сырого молока наивысших сортов, 
которое идет на производство детского питания.

3. Изучение динамики роста и развития E. sakazakii в 
сыром молоке в процессе его хранения. 

4. Определение терморезистентности E. sakazakii.

4. Идентификация E. sakazakii в сыром молоке для 
производства сухих детских смесей 

Пробы молока отбирали с молочных танков на 
фермах с соблюдением правил асептики. Было ис-
следовано 475 проб молока. Изучение морфологиче-
ских, культуральных и биохимических свойств вы-
деленных штаммов бактерий E. sakazakii проводили 
в соответствии с действующими национальными и 
международными методикам [14, 15].

Индикацию E. sakazakii, определение общего ко-
личества микроорганизмов и количества микро-
организмов семейства Enterobacteriaceae в сыром 
молоке проводили также проводили в соответствии 
действующих национальных и международных 
методик, кроме того использовали собственные 
методические рекомендации «Методы определе-
ния и подсчета количества бактерий Enterobacter 
(Cronobacter) sakazakii », за основу которых взято  
ISO/TS 22964/ IDF/RM 210 (2006) [15]: в такой по-
следовательности:

– обогащения посевов на жидкой среде (бульон 
обогащения для бактерий рода Enterobacteriaceae по 
Масселю); 

– определение подозрительных колоний (похо-
жие на колонии E. sakazakii) на глюкозо-желчном 
агаре с кристаллическим фиолетовым и нейтраль-
ным красным;

– подтверждение принадлежности подозритель-
ных колоний к E. sakazakii путем их посева на селек-
тивную среду триптон-соевый агар. Колонии кото-
рые имели на триптон-соевом агаре желтый цвет, 
считали характерными для E. sakazakii. 

Биохимическую видовую идентификацию выде-
ленных штаммов E. sakazakii поводили на компьюте-
ризированной тест-системе Rapid 20E производства 
«Bio Merieux» (Франция).

Подготовку культуры бактерий E. sakazakii, для 
определения их электронного строения проводили, 
применяя запатентованную нами методику, которая 
заключается в фиксации суточной агаровой культу-
ры микроорганизмов фиксатором Трумпса 4F:1G с 
последующим обезвоживанием в разных концентра-
циях этилового спирта. Морфологическую струк-
туру бактерий изучали с помощью растрового элек-
тронного микроскоп марки РЕМ-106u (2007) [16].

5. Результаты изучения культуральных и 
биохимических свойств выделиных E.sakazakii

На первом этапе исследований было проведено 
исследование 125 проб молока для установления 

наличия E.sakazakii. Из этих проб было выделено  
5 штаммов типичных для этого вида микроорга-
низмов. Все выделенные штаммы E. sakazakii росли 
в аэробных условиях при температуре 36±1 °С и  
24±1 °С в зависимости от среды культивирова-
ния. Характеристика роста на питательных средах  
E. sakazakii представлена в табл. 1.

Таблица 1

Характеристика роста бактерий E. sakazakii на 
питательных средах

Питательная среда
Характеристика роста на питательной 

среде

Бульон обогащения 
для бактерий рода 
Enterobacteriaceae 

по Масселю

Изменение внешнего вида питательной 
среды с прозрачно-зеленого на мутно-
вато-желтый с осадком на дне пробир-
ки и образованием пленки на поверх-
ности на протяжении 12–24 часов при 

температуре 36±1 °С.

Глюкозо-желчный 
агар с кристалличе-
ским фиолетовым 

и нейтральным 
красным

Образование темно-красных колоний 
через 20–24 часов культивирования 

при температуре 36±1 °С

среда Эндо темпе-
ратура 

Образование малиновых колоний через 
18–24 часов культивирования при 

температуре 36±1 °С

Триптон-соевый агар 

Образование колоний желтого цвета 
размером в диаметре 1–2 мм через  

24 часа культивирования (60 %), и диа-
метром 2–3 мм – через 48 часов  
(40 %) при температуре 24±1°С .

На бульоне обогащения по Масселю у 80 % из вы-
деленных штаммов E. sakazakii рост был отмечен уже 
через 14±2 часов культивирования, но в то же время  
20 % штаммов проявляли рост не раньше чем, через 
20±2 часов культивирования. 

Характерными биохимическими свойствами для 
бактерий E.sakazakii являются: отрицательная реак-
ция на оксидазу, D-сорбитол и индол, ферментация 
глюкозы, сахарозы, арабинозы и других сахаров.

Все выделенные штаммы были грамотрицатель-
ными короткими подвижными палочками с за-
кругленными концами, не имели спор и капсул. В  
мазках бактерии размещались поодиночке или гу-
стыми скоплениями. Штамм E.sakazakii под назва-
нием Enterobacter sakazakii М1 (реестрационный  
№ 503, свидетельство на штам от 17.11.2010 г.) был 
депонирован в коллекции Национального центра 
штаммов микроорганизмов Государственного науч-
но-контрольного института биотехнологии и штам-
мов микроорганизмов (г. Киев) [17].

При изучении бактерий E. sakazakii на ультра-
структурном уровне было определено, что длина 
бактерий составляет до 3 мкм, а ширина до 1 мкм 
(рис. 2, а, б). 
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Рис. 2. Клетки E. sakazakii под растровым электронным 
микроскопом: а – отдельная клетка; б – скопления клеток

6. Результаты изучения количества E.sakazakii в сыром 
молоке в процессе его хранения и транспортировки

На втором этапе исследований было исследовано 
360 проб сырого молока с разным уровнем общего бак-
териального обсеменения, в соответствии с градацией 
по сортам: экстра, высший, первый и второй. Из общего 
количества исследованных проб, в 86 были выявлены 
бактерии E.sakazakii, что соответствует 22,3 %. При 
этом, установлено, что среди всех положительных 
проб относительно E. sakazakii, этот микроорганизм 
чаще был идентифицирован в пробах молока первого и 
второго сорта и меньше всего – в пробах молока экстра 
сорта. Частота выявления бактерий E. sakazakii состав-
ляет: в молоке второго сорта – 24,7 % , первого сорта –  
23,3 %, высшего – 22 %, а сорта экстра – 16 %. Было 
установлено, что количество бактерий E. sakazakii в 
пробах молока было разным и зависело от сорта моло-
ка. Наименьшая концентрация этих бактерий была в 
пробах сырого молока экстра сорта которая составля-
ла от 17±0,3 КОЕ/см3 до 169±22,4 КОЕ/см3. 

В технологии производства сухих молочных дет-
ских смесей сырое молоко используется после его 
хранения от 12 до 24 часов. Очень важно знать ди-
намику роста и развития в нем микроорганизмов в 
процессе хранения. Мы определили динамику роста 
и развития микроорганизмов в молоке наивысших 
сортов, предназначенных для производства детских 
смесей. При этом определяли динамику роста и раз-
вития всех микроорганизмов которые формируют 
общее бактериальное загрязнение молока и бактерий 
E. sakazakii при хранении. Изменение количества 
вышеуказанных микроорганизмов определяли в за-
висимости от температуры хранения, которая обычно 
применяется как производителями сырого молока, 
так и производителями детских сухих смесей. Ре-
зультаты определения динамики роста и развития 

микроорганизмов всех видов, которые формируют 
общее бактериальное загрязнение молока при его 
хранении, представлены на рис. 3

Рис. 3. Динамика роста и развития общего количества 
микроорганизмов сырого молока в процессе хранения

Данные диаграммы свидетельствуют о том, что 
общее бактериальное загрязнение молока, как сорта 
экстра так и высшего сорта, при хранении молока при 
температуре 4 °С на протяжении от 12 до 24 часов было 
более низким по сравнению с другими изучаемыми 
нами температурными режимами. Необходимо отме-
тить, что в молоке-сырье для детского питания пока-
затель общего бактериального загрязнения не должен 
превышать 100 тыс. КОЕ/см3. Как следует из наших 
данных, этому показателю может соответствовать 
только молоко экстра сорта. Молоко высшего сорта 
необходимо хранить при температуре 4 °С не больше 
6 часов. Молоко экстра сорта сохраняет высокие ми-
кробиологические показатели в отношении общего 
бактериального загрязнения при хранении на протя-
жении 24 часов при температуре от 4 °С до 8 °С. Мы 
изучили изменение количества бактерий E. sakazakii в 
процессе хранения и транспортировки сырого молока. 
Результаты определения динамики роста и развития 
бактерий E. sakazakii в молоке сортов экстра и высший 
приведены на рис. 4, 5.

Рис. 4. Динамика количества E. sakazakii в сыром молоке 
экстра сорта в зависимости от условий хранения и  

транспортировки

Как видно из диаграммы, представленной на  
рис. 3 в сыром молоке экстра сорта количество бак-
терий E. sakazakii при его хранении от 12 до 24 часов, 
при температуре от 4 °С до 6 °С составляет от 3 до  
20 КОЕ /см3 . Транспортировка молока экстра сорта 
при этой температуре предупреждает интенсивное 
повышение количества бактерий E. sakazakii. 

Существенное увеличение количества микроор-
ганизмов E. sakazakii в молоке сорта экстра и высший 
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при его хранении и транспортировке на протяже-
нии 12–24 часов, мы отмечали при температуре 8 °С  
(рис. 4). В этом случае максимальное количество  
E. sakazakii было в пределах от 145±15 КОЕ/см3 (мо-
локо сорта экстра) и 1100±32 КОЕ/см3 (молоко выс-
шего сорта). Эти результаты свидетельствуют про 
особо высокую динамичность количественного со-
става исследуемых нами микроорганизмов в сыром 
молоке наивысших сортов при холодильном хранении 
и транспортировке при температуре 8 °С. 

Рис. 5. Динамика количества E. sakazakii в сыром  
молоке высшего сорта в зависимости от условий хранения 

и транспортировки

Эта динамика роста и развития микроорганиз-
мов приводит к очень высоким показателям количе-
ственного обсеменения сырого молока бактериями  
E. sakazakii и повышает уровень его микробиологиче-
ской опасности. Поскольку отечественным законо-
дательством разрешено использовать в технологии 
молокопродуктов молоко сырое, хранимое при тем-
пературе от 4 °С до 10 °С, необходимо знать условия 
его обезвреживания от E. sakazakii. Мы изучили тер-
морезистентность 8 штаммов E. sakazakii при различ-
ных температурах пастеризации молока от 58 °С, до  
74 °С. Было установлено, что большинство исследо-
ванных штаммов (5 штаммов) имели низкий уровень 
терморезистентности и погибали через 1 минуту при 

температуре 58 °С, но два штамма из общего коли-
чества изучаемых выдерживали эту температуру на 
протяжении 3-х минут и один штамм утрачивал свою 
жизнеспособность при температуре пастеризации  
66 °С через 1 минуту.

7. Выводы

Идентифицировано бактерию Enterobacter sakazakii 
в сыром молоке коров на основании изучения культу-
ральных, биохимических, морфологических и элек-
тронномикроскопических характеристик этого вида 
микроорганизма.

Установлено, что только в 22,3 % исследован-
ных проб сырого молока была выделена бактерия  
E. sakazakii и ее идентификация была в прямо пропор-
циональной зависимости от общей микробной обсеме-
ненности сырого молока: в молоке второго сорта эти 
бактерии выделяли в 24,7 % случаях, первого сорта – 
23,3 %, высшего – 22 %, а сорта экстра – в 16 % случаев.

В охлажденном сыром молоке коров в процессе 
хранения и транспортировки бактерии E. sakazakii ра-
стут и размножаются: наиболее интенсивный рост от-
мечен при температуре 8 °С, при этом количество этих 
бактерий может быть от 140 до 1500 КОЕ/см 3. 

Изучаемые штаммы E. sakazakii проявляли невы-
сокую терморезистентность разной степени при на-
гревании молока. Семь из восьми изучаемых штаммов 
погибали при подогревании молока до температуры  
58 °С на протяжении от 1 до 3-х минут, а один выдер-
живал эту температуру и его жизнеспособность про-
падала при температуре пастеризации молока 66 °С 
через 1 мин.

При использовании молока-сырья для производ-
ства сухих детских смесей не обходимо исключать 
попадание бактерий Enterobacter sakazakii в готовый 
продукт путем постоянного контроля за температурой 
хранения молока, которая оптимально должна быть  
4 °С и температурой пастеризации, которая не должна 
быть ниже 70 °С.
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Вивчено механізм утворення комплексу флаваноїдів 
з іонами алюмінію. На основі від’ємних низьких зна-
чень енергії Гіббса встановлено, що комплексоутворен-
ня є природним явищем. Вперше визначено термоди-
намічні властивості флаваноїдів листків стевії (Stevіa 
rebaudіana Bertonі) сушеної та розроблено номограму 
залежності вмісту флаваноїдів від ймовірності сту-
пеня комплексоутворення. У результаті проведених 
досліджень визначено антиоксиданту здатність фла-
ваноїдів, що містяться в листках стевії

Ключові слова: листки стевії, флаваноїди, ступінь 
комплексоутворення, енергія Гіббса, константа стій-
кості

Изучен механизм образования комплекса флава-
ноидов с ионами алюминия. На основе отрицатель-
ных низких значений энергии Гиббса установлено,что 
комплексообразование является природным явлени-
ем. Впервые определены термодинамические свой-
ства флаваноидов листьев стевии (Stevіa rebaudіana 
Bertonі) сушенных и разработана номограмма зависи-
мости содержания флаваноидов от возможности ком-
плексообразования. В результате проведённых исле-
дований определена антиоксидантная способность 
флаваноидов, которые содержатся в листьях стевии

Ключевые слова: листья стевии, флаваноиды, сте-
пень комплексообразования, энергия Гиббса, констан-
та стойкости

1. Introduction

Flavonoids are natural herbal compounds, which show 
biological, antioxidant, protective, antiradical, antibacteri-
al, antiviral, antiinflammatory and vasodilating abilities. 
A separate group is represented by flavolignans, which 

are the condensed products of dihydroquercetin with 
lignin, show biological activity, the basic of which is 
hepatoprotective. One of such abilities is forming com-
plexes with metals (e. g. iron and copper) that reduces 
the content of metals in a human body and reduces the 
generation rate of reactive oxygen species, thus protecting 


