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РЕЗУЛЬТАТИ КОМІСІЙНИХ ВИПРОБУВАНЬ НАБОРУ  

ДЛЯ ВИЯВЛЕННЯ ДНК YERSINIA ENTEROCOLITICA  

МЕТОДОМ ПОЛІМЕРАЗНОЇ ЛАНЦЮГОВОЇ РЕАКЦІЇ 

У статті наведено дані щодо результатів комісійних випробувань діагностичного набору для виявлення ДНК бак-

терій виду Yersinia enterocolitica методом полімеразної ланцюгової реакції «Yersinia enterocoliticа – ПЛР – Тест». Екс-

периментально доведено специфічність та відтворюваність розробленого засобу діагностики, що стало підставою для 

його державної реєстрації згідно із чинними вимогами. Тест-система дозволить інтрументально вдосконалити систему 

моніторингу ієрсиній як складової системи превентивних заходів щодо контролю безпечності харчових продуктів та 

попередження харчових інфекцій людей. 
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Постановка проблеми. У зв’язку з підписанням економічної частини угоди про асоціацію 

України з Європейським Союзом, змінами у вітчизняному харчовому законодавстві з метою гар-

монізації його до європейського, необхідністю впровадження в Україні європейської моделі оці-

нки відповідності харчової продукції вимогам технічних регламентів, виникла об’єктивна потре-

ба інструментального забезпечення належного її контролю на всіх етапах виробництва з ураху-

ванням визначених критичних точок можливого забруднення, зокрема – біотичними факторами. 

У зв’язку з викладеним, розробка і впровадження засобів експресного виявлення небажаних та 

потенційно небезпечних для споживачів мікроорганізмів – можливих контамінантів харчових 

продуктів, є актуальним завданням сьогодення [1]. 

Аналіз останніх досліджень і публікацій. Одним із потенційно небезпечних представників 

факультативної (транзитної) мікрофлори різних біотопів тваринного організму є збудник кишко-

вого ієрсиніозу Yersinia enterocolitica. 

Кишковий ієрсиніоз – гостре інфекційне захворювання, що характеризується переважним ура-

женням шлунково-кишкового тракту з тенденцією до генералізованого ураження різних органів і си-

стем. Хворіють тварини і людина. Проблема ієрсиніозів привертає все більше уваги ветеринарних та 

медичних працівників, що обумовлено поширеністю ієрсиній у природі (грунт, вода, каналізація,  

рослини, пил), збільшенням кількості хворих на ієрсиніоз людей та недосконалими методами лабора-

торної діагностики цих захворювань. На вивчення біологічних властивостей збудника та розробку 

засобів лабораторної діагностики ієрсиніозу спрямовували свої дослідження:  Бабкін А.Ф, Скрип- 

ник В.Г., Івановська Л.Б., Соболев Н.М., Орлова В.А., Савинова Е.М., Козловська Г.В., Скибіць-

кий В.Г., Рубан О.М., Назаренко О.В., Кравченко М.А., Ляшенко В.В., Поліщук Н.М., Elmanana A., 

Fevrana N., Rahman A., Boni T., Stonsoavapak S., Ananchaipatana H. Проте, досі залишається ряд неви-

рішених питань. Отже, розробка ефективних засобів та способів, направлених на своєчасну діагнос-

тику та попередження масового розповсюдження ієрсиніозу, на сьогодні залишається актуальним 

питанням як для ветеринарної, так і для медичної науки і практики [2]. 

За даними ВООЗ, поширеність ієрсиніозу носить глобальний характер. Ця хвороба реєструється 

більш ніж у 30 країнах світу, але частіше в країнах з прохолодним кліматом (рис. 1) [12]. 

За літературними даними, основним джерелом ієрсиніозної інфекції для людини є сільського-

сподарська продукція – як тваринницька, так і рослинного походження. На носійство ієрсиній 

ВРХ вказують численні повідомлення про хибно позитивні реакції на бруцельоз під час виконан-

ня національних програм боротьби з цим захворюванням (зокрема виявлені перехресні реакції до 

Yersinia еnterocolitica серотипу О: 9) [8]. 
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Науковий вісник ветеринарної медицини, 2014. Випуск 14 (114) 

 

 96 

 

Рисунок 1. – Динаміка кількості підтверджених випадків ієрсиніозу людини  

в країнах ЄС за період 2007-2011 рр. [12]. 

 

Рівень контамінації ієрсиніями продуктів харчування, за даними EFSA, коливався від 0 до 

83%, а саме найбільш часто контамінованими виявилися свинячі язики ( 83 %), печінка (73%), 

серце ( 71 %) і нирки (67%). Vishnubhatla зі співавторами виявили високий рівень контамінації із 

фаршу яловичини ієрсиніями. Є дані про контамінацію ієрсиніями устриць, мідій, креветок, кра-

бів, риби, салатів з курячого м’яса, тушкованих грибів, капусти, селери, моркви тощо [11]. 

Діагностика ієрсиніозу проводиться комплексно з урахуванням епізоотологічних даних, клі-

нічних та патолого-анатомічних змін і обов’язково лабораторних досліджень, які є трудоємними 

та довготривалими. Основними методами діагностики ієрсиніозу є: 1) бактеріологічний метод,  

2) серологічний метод, 3) молекулярно-генетичний (ПЛР). Найбільш швидким та високоспецифі-

чним методом діагностики ієрсиніозу є полімеразна ланцюгова реакція. 

Ураховуючи різноманіття біотипів бактерій виду Yersinia enterocolitica, а також численних 

типів, що не культивуються, в ДНКІБШМ була розроблена тест-система для їх виявлення на ос-

нові «гніздового» варіанту ПЛР. У ролі мішені було обрано ген, що кодує субодиницю 16S rRNA. 

Мета і завдання дослідження – проведення комісійних реєстраційних випробувань розроб-

леного в ДНКІБШМ «Діагностичного набору для виявлення ДНК бактерій виду Yersinia 

enterocolitica» методом полімеразної ланцюгової реакції «Yersinia enterocoliticа – ПЛР – Тест».  

Матеріал і методика досліджень. Випробування проводили відповідно до Методики держа-

вних комісійних міжвідомчих випробувань дослідної серії «Діагностичного набору для виявлен-

ня ДНК бактерій виду Yersinia enterocolitica» методом полімеразної ланцюгової реакції «Yersinia 

enterocoliticа – ПЛР – Тест», розглянутих та схвалених на засіданні науково-методичної комісії 

Державного науково-контрольного інституту біотехнології і штамів мікроорганізмів (протокол  

№ 2 від 18.02.2013 року). 
Розроблений набір було перевірено за наступними показниками: зовнішній вигляд та колір; 

наявність сторонніх домішок, тріщин флаконів (ампул), щільність укупорки, етикетування; спе-
цифічність, чутливість, відтворюваність. 

Визначення чутливості проводили з використанням зразків, що вміщували різну кількість ма-
теріалу збудника (поріг чутливості тест-системи повинен забезпечувати детекцію ДНК у зразках, 
що містять до 500 мікробних клітин). З цією метою із суспензії контрольного позитивного зразку 
виготовляли граничні розведення з висівом на щільні середовища для отримання окремих коло-
ній. Брали розведення з активністю 10, 100, 1000 КУО/см

3
. 

Критерієм специфічності вважали наявність відповідних реакцій у використанні позитивних 
зразків та неспроможність праймерів гібридизуватись з ДНК-негативних та гетерологічних зраз-
ків, що повинно супроводжуватись відсутністю будь-яких продуктів на електрофореграмі у цих 



Науковий вісник ветеринарної медицини, 2014. Випуск 14 (114) 

 

 97 

пробах. Відтворюваність перевіряли дослідженням панелі позитивних, негативних та гетерологі-
чних зразків. Дослідження проводили у трьох повторах. 

Використовували референтні штами із колекції Національного центру штамів мікроорганіз-
мів Yersinia enterocolitica, ub.entero ATCC 23715 та Yersinia enterocolitica, ub.entero ATCC 27729, 
17 штамів Yersinia enterocolitica, виділених з об’єктів ветеринарно-санітарного нагляду, 2 штами 
Yersinia pseudotuberculosis, Listeria ivanovii LMG 11388, Listeria seeligeri LMG 11386, Listeria 
grayi LMG 16490, Listeria murrayi LMG 16491, Staphylococcus aureus ATCC 25923 (F-49), 
Escherichia coli ATCC 25922 (F-50), Enterococcus faecalis ATCC 19433, Bacillus subtilis ATCC 
6633) Campylobacter jejuni, Erysipelothrix rhusiopathiae 19, а також із використанням польового 
матеріалу (фекалії гризунів, кров та виділення). 

Результати досліджень та їх обговорення. Випробування тест-системи «Yersinia enteroco-

liticа – ПЛР – Тест» проводилось за наведеним алгоритмом (рис. 2). 
 

 
 

Рисунок 2 – Алгоритм проведення випробування тест-системи  

«Yersinia enterocolitica – ПЛР – Тест» 
 

Визначення зовнішнього вигляду компонентів тест-системи проводили візуально, перевіряли 

колір, відсутність сторонніх домішок, цвілі, щільність закупорювання флаконів та пробірок, за-

паювання поліетиленових пакетів та відповідність етикетування; було встановлено відповідність 

зазначених показників проекту аналітично-нормативної документації.  

Визначення специфічності тест-системи проводили постановкою ПЛР за загальноприйнятою 

методикою в нашій модифікації.  

Для проведення реакції ПЛР була визначена пара праймерів, які були специфічні для консе-

рвативної ділянки гена 16S rRNA, і забезпечували синтез фрагменту ДНК завдовжки 191 п.н. 

Ампліфікацію проводили на приладах "Терцик", МС2, "Медимакс" за розробленою програмою 

(табл. 1). 

 
Таблиця 1 – Діапазон робочих температур для ампліфікації 

Ампліфікатори з регулюванням температури 

 по матриці (термоблоку) 

Ампліфікатори з активним регулюванням  

температури (усередині реакційної пробірки або  

по математичному алгоритму) 

1 цикл –  за 95 °С – 4 хв 

2 цикл –  за 95 °С – 1 хв 

за 60 °С – 1 хв 

за 72 °С – 2 хв 

Цикл 2 повторюють 35 разів 

3 цикл –  за 72 °С – 7 хв 

4 цикл –  за 10 °С – зберігання 

1 цикл –  за 95 °С – 4 хв 

2 цикл –  за 95 °С – 30 с 

за 60 °С – 30 с 

за 72 °С – 30 с 

Цикл 2 повторюють 35 разів 

3 цикл –  за 72 °С – 4 хв 

4 цикл –  за 10 °С – зберігання 

 

Результати дослідження щодо чутливості відображені в табл. 2. Встановлено, що поріг чутли-

вості набору забезпечив детекцію ДНК в зразках, де мінімальна активність становила 100 

КУО/см
3
 збудника (розведення 10

-5
).  

1. Визначення зовнішнього вигляду компонентів тест-системи 

2. Визначення специфічності тест-системи 

 

 

 

2.1. Підготовка до аналізу 

2.2. Постановка ПЛР 

2.3. Електрофоретичний аналіз продуктів ПЛР 

2.4. Облік результатів 

3. Визначення чутливості 

4. Визначення відтворюваності отриманих результатів 
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Таблиця 2 – Результати визначення чутливості та специфічності тест-системи «Yersinia enterocoliticа – ПЛР – Тест»   

№  

з/п 
Зразки 

Результати досліджень, повтор 

1 2 3 

1 Позитивний контроль Yersinia enterocoliticа (нативний зразок) позитивний позитивний позитивний 

2 Негативний контроль (стерильна вода) негативний негативний негативний 

3 Позитивний контроль Yersinia enterocoliticа (розведення10-7) негативний негативний негативний 

4 Позитивний контроль Yersinia enterocoliticа (розведення 10-6) позитивний позитивний позитивний 

5 Позитивний контроль (розведення 10-5 ) позитивний позитивний позитивний 

 

Аналіз одержаних результатів вказує на високу специфічність випробуваної тест-системи 

(табл. 3): встановлено позитивний результат з культурами, що належать до роду Yersinia 

enterocoliticа, та негативний результат з культурами інших видів (Yersinia pseudotuberculosis) та 

родів (за дослідження гетерологічних зразків ДНК, отриманих із 12 видів бактерій, візуалізації 

продуктів ампліфікації не реєстрували).  

Рівень відтворюваності результатів, отриманих з використанням тест-системи «Yersinia 

enterocoliticа – ПЛР – Тест» (табл. 3), перевіряли триразовим дослідженням панелі позитивних, 

негативних та гетерологічних зразків; дослідження повторювали тричі. Одержані результати 

трьох циклів досліджень збігались у 100% випадків, що є критерієм відтворюваності. 

Отже, дослідження з визначення відповідності розробленого набору для молекулярно-

генетичної індикації та ідентифікації Yersinia enterocolitica за показниками якості – специфічнос-

ті, чутливості,  відтворюваності показали, що набір відповідає вимогам, які висуваються до засо-

бів діагностики, термін проведення досліджень в межах 4-6 годин. Отримані результати дослі-

джень слугували підґрунтям для державної реєстрації тест-системи в Україні. 

Переваги виявлення Yersinia enterocoliticа за допомогою тест-системи «Yersinia enterocoliticа 

– ПЛР – Тест»: висока специфічність, обумовлена тим, що в дослідному матеріалі виявляють ха-

рактерний лише для ієрсиній фрагмент ДНК; чутливість становила 100 КУО/см
3
 збудника. ПЛР 

дає змогу виявляти ДНК таких біотипів ієрсиній, які не вегетують на поживних середовищах; 

можливість у короткий термін одержувати результати (проведення аналізу не потребує бактеріо-

логічного дослідження з метою виділення або накопичення збудника, дослідження одного зразка 

триває в середньому 6-8 год). 
Таблиця 3 – Результати дослідження специфічності і відтворюваності тест-системи «Yersinia enterocoliticа –  

ПЛР – Тест»  

Штам Код Біотип 

Ген 16S  rRNA (п.н.) 

Результат 2 реакція 

повтор  

1 2 3 

Yersinia enterocolitica, ub.entero- ATCC 23715 1 191 191 191 

Yersinia enterocolitica, ub.entero- ATCC 27729 8 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 46/15-09 О:6,30 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 2/15-09 О:3 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 13/15-10 О:3 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 2/15-08 О:4,32 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 12/15-08 нд 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 21/15-09 О:5,27 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 29/15-09 О:3 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 44/15-09 О:3 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 44/15-08 О:3 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 9610 О:8 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 3/15-08 О:6,30 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 14/15-07 О:6,30 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 18/15-07 О:6,30 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 44/15-08 О:3 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 20/15-09 О:3 191 191 191 
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Yersinia enterocolitica 22/15-09 О:6,30 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 23/15-08 О:6,30 191 191 191 

Yersinia enterocolitica 9610 О:8 191 191 191 

Yersinia pseudotuberculosis 121 нд - - - 

Yersinia  pseudotuberculosis 632 нд - - - 

Listeria ivanovii LMG 11388 нд - - - 

Listeria seeligeri LMG 11386 нд - - - 

Listeria grayi LMG 16490 нд - - - 

Listeria murrayi LMG 16491 нд - - - 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (F-49) нд - - - 

Escherichia coli  ATCC 25922 (F-50) нд - - - 

Enterococcus faecalis ATCC 19433 нд - - - 

Bacillus subtilis  ATCC 6633 нд - - - 

Campylobacter jejuni 1 нд - - - 

Erysipelothrix rhusiopathiae  19- нд - - - 

 
Висновок. За результатами комісійних випробувань «Yersinia enterocoliticа – ПЛР – Тест» для 

виявлення бактерій виду Yersinia enterocoliticа методом полімеразної ланцюгової реакції встано-
влено її відповідність аналітично-нормативній документації, визначено, що чутливість діагнос-
тикуму становить 100 КУО/см

3
,
 
відзначено її високу специфічність та відтворюваність, що стало 

підставою для реєстрації вказаного засобу діагностики в Україні (реєстраційне посвідчення – ВВ-
00678-06-14). 

Перспективи подальших досліджень. Надалі планується впровадження розробленої тест-

системи в практику повсякденної роботи в державних лабораторіях ветеринарної медицини, що 

сприятиме підвищенню ефективності ветеринарно-санітарного нагляду. 
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Результаты комиссионных испытаний набора для выявления ДНК Yersinia enterocolitica методом полимера-

зной цепной реакции 

А.В. Ушкалов, А.М. Головко, О.Н. Дерябин 

В статье приведены данные по внедрению в практическую деятельность диагностического набора для выявления 

ДНК бактерий вида Yersinia enterocolitica методом полимеразной цепной реакции «Yersinia enterocoliticа – ПЦР – 

Тест». Обоснована необходимость совершенствования системы мониторинга возбудителей иерсиниоза в качестве пре-

вентивной меры касательно распространения заболевания среди животных и людей. Экспериментально доказаны спе-

цифичность и воспроизводимость разработанного средства диагностики, что стало основанием для его государствен-

ной регистрации согласно действующим требованиям. Тест-система позволит инструментально усовершенствовать 

систему мониторинга иерсиний как составляющей системы превентивных мер по контролю безопасности пищевых 

продуктов и предупреждению пищевых инфекций людей. 

Ключевые слова: Yersinia enterocolitica, полимеразная цепная реакция, ДНК бактерий, диагностический набор. 
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