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Аннотация. В работе  приведены  некоторые аспекты  современной эпизоотической 
ситуации  по  болезни Гамборо в мире и в Украине. Главным условием  эффективной 
профилактики ИББ является  соответствие антигенных свойств полевых изолятов  возбудителя и 
штаммов, используемых для изготовления вакцин. 

Ключевые слова: эпизоотическая ситуация, цыплята,  иммунодефицит, вакцинация, 
иммуносупресия,    болезнь Гамборо. 
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Анотація. З аналізу наукової літератури стосовно цільових генів специфічних 

бактеріям Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) встановлено, що для полімеразної ланцюгової 
реакції використовують наступні гени-мішені: 16SrRNA, gluA, ompA, dnaG, gyrB; MMS atpD, 
fusA, glnS, gltB, gyrB infB, ppsA, оперон (dnaG, rpsU, rpoD). На основі цього було розроблено 
кілька пар олігонуклеотидних праймерів, специфічних різним ділянкам гена 16SrRNA. При 
використанні цих праймерів в ПЛР з ДНК виділених ізолятів були отримані попередні позитивні 
результати з 20 ізолятами бактерій Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp).  

Ключові слова: Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp), полімеразна ланцюгова реакція 
(ПЛР), 16SrRNA, олігонуклеотидні праймери. 

 
Актуальність проблеми. Бактерії Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) є маловивченими 

мікроорганізмами в України, проте визнані на міжнародному рівні як небезпечні патогени, що 
можуть спричинити раптову смертність у дітей до року. В країнах ЄС та СОТ протягом останніх 
кілька десятків років виявлення та ідентифікація даного мікроорганізму є обов’язковою в контролі 
виробництва сухих молочних сумішей для дитячого харчування  [1, 4, 6, 15, 17].  

На сьогоднішній день в світовій практиці існує один стандартний − еталонний метод 
виділення бактерій Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) згідно ISO/TS 22964:2006(E) IDF/RM 
210:2006(E) та три методи визначення кількості даного мікроорганізму (Європейський, Канадський 

                                                 
9 Науковий керівник: Бергілевич О. М., д.в.н., професор Сумського НАУ  

 



Випуск 30, Частина 2 

161 

та FDA-метод), які базуються на встановленні найбільш вірогідного числа (НВЧ) бактерій в 
досліджуваних пробах [1, 7, 8].  

В Україні розроблені методичні рекомендації, що гармонізовані з вищенаведеними 
сучасними міжнародними вимогами та які містять узагальнені дані про морфологію бактерій 
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp), їх культуральні та біохімічні властивості та лабораторні 
методи їх виявлення й ідентифікації [2]. Проте дані методи, як і будь які класичні методи, 
займають багато часу на дослідження, є трудомісткими та потребують обізнаності дослідника. 
Крім того, літературні дані стверджують про те, що лабораторні методи індикації та ідентифікації 
даного виду мікроорганізму недостатньо точними у порівнянні з генетично-молекулярними, які є 
більш достовірними [3, 16]. Отже, останнім часом актуальним постало питання розробки більш 
чутливих та швидких молекулярно-генетичних методів, які вважаються надійною альтернативою 
традиційним лабораторним методам.  

Також, необхідно звернути увагу на те, що метод, що зазначений в ISO / TS 22964: 2006 
був опублікований до того як була проведена рекласифікація Enterobacter sakazakii як Cronobacter 
spp у 2008 році. Дана рекласифікація базувалася на детальному та всебічному вивченні 
фенотипічні характеристик збудника кількома незалежними молекулярними методами. Нова 
рекласифікація мікроорганізму представлена на сторінках International Journal of Systematic and 
Evolutionary Biology (58, 2008) та погоджена на 31сесії Комісії Кодекс Аліментаріус у 2008 році [9]  

Отже, з 2008 року Enterobacter sakazakii рексасифікований як  Cronobacter spp, який налічує 
шість окремих видів та 16 біогруп, що об’єднані в один рід Cronobacter, який належить до родини  
Enterobacteriaceae. Рід  Cronobacter представлений: Cronobacter sakazakii, Cronobacter  turicensis, 
Cronobacter malonaticus, Cronobacter  muytjensii, Cronobacter dublinensis та Cronobacter 
genomospecies 1. Але найчастіше поряд із новою назвою роду Cronobacter користуються і старою 
назвою [2, 9].  

Останнім часом, ФАО/ВОЗ було рекомендовано подальше наукове вивчення бактерій 
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) та сприяння використання в лабораторній практиці 
молекулярно-генетичних методів [17]. 

Враховуючи вищезазначене актуальним та необхідним є розробка та впровадження в 
лабораторну практику сучасних, швидких, точних методів, яким є метод полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР). Але першочерговим і важливим моментом при розробці даного методу є пошук 
специфічних генів з послідуючим синтезом високоспецифічних олігонуклеотидні праймерів для 
даної реакції. Актуальність таких досліджень підтверджується тим, що  превалювання 
специфічних генів в бактеріях обумовлюється їх географічним походженням та впливом факторів 
довкілля, що можуть спонукати мутації та надавати мікроорганізму нових характеристики, в тому 
числі факторів вірулентності, які роблять їх більш небезпечними. 

Метою даної статті є наведення аналізу даних літератури щодо цільових генів специфічних 
бактеріям Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), які застосовуються в молекулярно-
генетичному аналізі в різних країнах та експериментально підібрати високоспецифічний ген для 
вітчизняних ізолятів вищезазначеного виду мікроорганізмів для розробки олігонуклеотидних 
послідовностей (праймерів) для ПЛР.  

Завдання дослідження. На основі  аналізу цільових генів для бактерії Enterobacter 
sakazakii (Cronobacter spp.) експериментально підібрати високоспецифічний для вітчизняних 
ізолятів Enterobacter sakazakii  для розробки методу ПЛР. 

1. Здійснити пошук та розробити  високоспецифічні олігонуклеотидні праймери для ПЛР 
та повести їх випробування. 

Виконання вищезазначених завдань робить можливим розробити ефективний, чутливий та 
швидкий молекулярно-генетичний метод виявлення бактерій Enterobacter sakazakii (Cronobacter 
spp.) в продовольчій сировині та харчових продуктах. Вищезазначене покращить проведення 
ветринарно-санітарного контролю за небезпечним харчовим патогеном відповідно до сучасних 
європейських вимог.  

Матеріал і методи дослідження. Матеріалом для даної роботи є відкриті бази даних 
нуклеотидних послідовностей генів бактерій Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) та дані 
патентів, наукових статей чи робіт. При цьому використовували аналітичні методи.  

Розробку та випробування високоспецифічних олігонуклеотидніх праймерів для 
полімеразної ланцюгової реакції проводили на базі відділу молекулярної біології і імунохімії 
Державного науково-контрольного інституту біотехнології і штамів мікроорганізмів (ДНКІБШМ, м. 
Київ). Усі олігонуклеотидні праймери, які фланкують фрагменти гену 16SrDNA були розраховані за 
допомогою програмного забезпечення «VectorNTI»v.11.0.1 (Invitrogen) та синтезовані в 
«ThermoHybaid. BioSciences» (Німеччина). Для аналізу гомології нуклеотидної послідовності ДНК 
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Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) з генами інших бактерій використовували електронну 
службу BLAST 2.0 Національного центру біотехнологічної інформації (NCBI) США та модуль 
«AlignX» програмного забезпечення«VectorNTI». 

Індикацію та ідентифікацію польових ізолятів Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) з 
сирого молока та об’єктів молочних ферм Сумської області проводили на базі науково-
навчальних лабораторій Сумського НАУ  у відповідності до методичних рекомендацій [2].  

Результати дослідження. Відомо, що бактерії Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) 
мають подібні біохімічні характеристики з іншими видами з родини Enterobacteriaceae, і на сам 
перед це Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes та Enterobacter (Pantoea) agglomerans. Впершу 
чергу, це подібні морфологічні властивості (грамнегативні тонкі палички, розміром 0,3 – 1,0 х 0,6 – 
1,0 мкм, рухливі, спор не утворюють) та культуральні (ростуть в присутності кисню та без нього на 
середовищах для ентеробактерій, не потребують в якості стимуляторів росту вітамінів та 
амнокислот), їх видова ідентифікація та диференціація повинна бути підтверджена біохімічними 
властивостями. 

Існує дві основні біохімічні відмінності між Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) та 
іншими видами ентеробактерій. По-перше, це глюкозидна активність (утворення кислоти із α-
метил-D-глюкозиду), інша ж відмінність − це негативна реакція на D-cорбітол. 

Саме на пошук та виявлення частинок генів, які відповідають за ці властивості, спрямована 
увага багатьох дослідників в усьому світі. В науковій літературі, в відкритих та комерційних базах 
даних нуклеотидних послідовностей генів існує ряд відомостей щодо їх специфічності стосовно 
бактерій Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp). 

На основі проведеного аналізу даних літератури ми сформували базу даних специфічних 
праймерів з нуклеотидними послідовностями генів  для бактерій Enterobacter sakazakii 
(Cronobacter spp), яка представлена в таблиці  1. 

Як видно з таблиці 1, існує декілька специфічних генів, які можна використовувати як 
цільові гени-мішені для ідентифікації Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) молекулярно-
генетичним методом. Наведені в даній таблиці амплифікаційні розміри дають змогу підтвердити 
специфічність праймеру при розробленні ПЛР.  
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Ми також проаналізували дані літератури про властивості специфічних генів Enterobacter 

sakazakii (Cronobacter spp), які представлені в таблиці 2.  
Таблиця 2 

Властивості специфічних генів Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp).  
Ген Властивості гену

ompA відіграє важливу роль в прикріпленні до клітин організму 
господаря та стійкості до макрофагів. 

gluA, dnaG Глюкозидазна активність 
rps U, proD Розрізняють види Cronobacter spp. 
atpD, fusA, glnS, gltB, gyrB infB, i 
ppsA 

 
Дані таблиці 2 свідчать про специфічність кожного гену, що може бути використано для 

аналізу властивостей видів Cronobacter spp та слугують  основою для розроблення пар 
олігонуклеотидних праймерів специфічних різним ділянкам гена. 

Для визначення наявності специфічних генів у вітчизняних штамів Enterobacter sakazakii 
(Cronobacter spp) методом ПЛР, ми підібрали біля 30 польових ізолятів, які були  виділені з сирого 
молока та об’єктів молочних ферм та за морфологічними, кульуральними та біохімічними  
властивостями були нами віднесені до Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp). Крім того в 
даному дослідженні була еталонна культура Enterobacter sakazakii М1, яка задепонована у 
колекції Національного центру штамів мікроорганізмів Державного науково-контрольного інституту 
біотехнології і штамів мікроорганізмів (ДНКІБШМ, м. Київ).  

В результаті проведеного пошуку та аналізу послідовностей генів з консервативними та 
варіабельними ділянками у бактерій Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp), були розроблені 
кілька пар олігонуклеотидних праймерів специфічних різним ділянкам гена 16SrRNA (рис.1,  табл. 
3). 

 

NR 102490 16S
1542 bp

rRNA 1
2d16S-F (100.0%) 2d16S-R (100.0%)

d16sakF1 (100.0%)
d16SsakF3 (100.0%) d16SsakR (100.0%)

 
Рис.1.  Характеристика гомології олігонуклеотидних праймерів на гені 16SrRNA Enterobacter 

sakazakii (Cronobacter spp) 
 

Пари олігонуклеотидних праймерів, специфічних різним ділянкам гена 16SrRNA та 
послідовності генів з консервативними та варіабельними ділянками у бактерій Enterobacter 
sakazakii (Cronobacter spp) представлені в таблиці 3. 

Таблиця 3. 
Олігонуклеотидні праймери, специфічні різним ділянкам гена 16SrRNA Enterobacter 

sakazakii 
 (Cronobacter spp) 

Праймер Послідовність 
(5’–>3’) 

Розмір фрагмента 
(п.н.) 

d16sakF1 TAACTCCGTGCCAGCAGCC 
451 

d16SsakR TAAACCACATGCTCCACCGCT 
d16SsakF3  GGCAGGCTTGAGTCTCGTAG 314 
2d16S-F AGCTAATACCGCATAACGTCTACG 863 
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2d16S-R AGGCACTCCCGCATCTCTG 
 
При використанні цих праймерів в ПЛР з ДНК виділених ізолятів бактерій Enterobacter 

sakazakii (Cronobacter spp) були отримані попередні позитивні результати з 20 ізолятами із 35, що 
мали характерні для даного виду культуральні  та біохімічні характеристики.  

Висновки 
1. З аналізу наукової літератури стосовно була створена база генів-мішеней, що 

спонукало до теоретичного вибору адекватного гену бактерій  Enterobacter sakazakii (Cronobacter 
spp) для розробки методу на основі ПЛР. 

2. Найчастіше для ПЛР діагностики Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp)  
використовують наступні гени-мішені: 16SrRNA, gluA, ompA, dnaG, gyrB; MMS atpD, fusA, glnS, 
gltB, gyrB infB, ppsA, оперон (dnaG, rpsU, rpoD), в яких закодована інформація щодо характериних 
видоспецифічних властивостей даного мікроорганізму (глюкозидазна активність, утворення 
жовтого пігменту, видова належність до одного з видів Cronobacter spp) 

3. Були розроблені кілька пар олігонуклеотидних праймерів, специфічних різним 
ділянкам гена 16SrRNA, при використанні який в ПЛР з ДНК виділених ізолятів були отримані 
попередні позитивні результати з 20 ізолятами бактерій Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp).  
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АНАЛИЗ СУЩЕСТВУЮЩИХ ЦЕЛЕВЫХ ГЕНОВ И ПРАЙМЕРОВ, КОТОРЫЕ ИСПОЛЬЗУЮТСЯ 
ДЛЯ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ ОТНОСИТЕЛЬНО ВЫЯВЛЕНИЯ БАКТЕРИЙ 

ENTEROBACTER SAKAZAKII (CRONOBACTER SPP.) 
Гришина Е.А., аспирант grishina_zafer@mail.ru 

Сумской национальный аграрный университет, г. Суми 
Аннотация. Из анализа научной литературы относительно целевых генов специфических 

бактериям Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) установлено, что для полимеразной цепной 
реакции используют следующие гены-мишени: 16SrRNA, gluA, ompA, dnaG, gyrB; MMS atpD, fusA, 
glnS, gltB, gyrB infB, ppsA, оперон (dnaG, rpsU, rpoD). На основе этого было разработано 
несколько пар олигонуклеотидных праймеров, специфических различным участкам гена 16SrRNA. 
При использовании этих праймеров в ПЦР с ДНК выделенных изолятов были получены 
предварительные положительные результаты с 20 изолятами бактерий Enterobacter sakazakii 
(Cronobacter spp). 

Ключевые слова: Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp), полимеразная цепная реакция 
(ПЦР), 16SrRNA, олигонуклеотидные праймеры. 

 
ANALYSIS OF EXISTING TARGET GENES AND PRIMERS THAT ARE USED FOR 

POLYMERASE CHAIN REACTION FOR IDENTIFICATION  OF BACTERIA ENTEROBACTER 
SAKAZAKII (CRONOBACTER SPP.) 

Grishina E., graduate student, grishina_zafer@mail.ru 
Sumy National Agrarian University, Sumy 

Summary. From the analysis of the scientific literature regarding the specific target genes to 
bacteria Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp)was found that for polymerase chain reaction using 
the following target genes: 16SrRNA, gluA, ompA, dnaG, gyrB; MMS atpD, fusA, glnS, gltB, gyrB infB, 
ppsA, operon (dnaG, rpsU, rpoD). On the basis of this developed several pairs of oligonucleotide 
primers specific to various parts of 16SrRNA gene. By using these primers in PCR for DNA isolates 
were obtained preliminary positive results with 20 isolates of bacteria Enterobacter sakazakii 
(Cronobacter spp). 

Key words: Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp), polymerase chain reaction (PCR), 
16SrRNA, oligonucleotide primers. 

 
 
 




