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VALIDATION OF METHOD  
FOR YERSINIA ENTEROCOLITICA ISOLATION FROM RAW MATERIALS OF ANIMAL ORIGIN

ОЦЕНКА ПРИГОДНОСТИ МЕТОДИКИ 
ВЫДЕЛЕНИЯ YERSINIA ENTEROCOLITICA В СЫРЬЕ ЖИВОТНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ 

SUMMARY
Upward trend in the number of human yersiniosis cases, caused by bacterium Yersinia enterocolitica, is globally observed nowadays. This microorganism 
is widely spread in the environment, able to persist for prolonged periods in animal products and propagate under low temperatures. Basic infection 
sources are meat and meat products. In order to isolate Yersinia enterocolitica from food and feed samples horizontal method for the detection pursuant 
to GOST ISO 10273-2013 was used. It was noted, that Yersinia enterocolitica isolation is associated with certain difficulties, because the sample contains 
only small quantities of the agent and only the use of special techniques allows removing the concurrent microflora. It was proposed to use cold enrich-
ment (4 ± 1) °C of the test material before conventional technique is started. The technique was validated pursuant to GOST ISO 16140-2011. As a result, 
it was established that validated method for Yersinia enterocolitica bacteria detection in food products, performed at the Microbiology Laboratory, is 
specific. The method sensitivity is 10 CFU/cm3. Intralaboratory reproducibility and repeatability were confirmed by relevant tests. Additional culture step 
at (4 ± 1) °C allows complete inhibition of non-psychrophilic microorganisms’ growth.

Key words: yersiniosis, Yersinia enterocolitica, psychrophilic microorganisms, cold enrichment. 

РЕЗЮМЕ
В настоящее время во всех странах мира наблюдается тенденция к росту числа заболеваний людей кишечным иерсиниозом, вызываемым 
бактерией Yersinia enterocolitica. Данный микроорганизм широко распространен в природе, способен длительное время сохраняться в про-
дукции животного происхождения, размножаться при низких температурах. Основными источниками инфекции являются мясо и мясные 
продукты. Для выявления Yersinia enterocolitica из образцов пищевых продуктов и кормов для животных применяют горизонтальный метод 
обнаружения согласно ГОСТ ISO 10273-2013. Отмечено, что выделение Yersinia enterocolitica связано с определенными трудностями, так как 
часто возбудитель содержится в пробе в незначительных количествах, и только использование специальных методов позволяет исключить 
сопутствующую микрофлору. В работе предложено при выполнении стандартной методики предварительно проводить холодовое обогащение 
исследуемого материала при температуре (4 ± 1) °C. Проведена валидация методики согласно ГОСТ ISO 16140-2011. В результате установлено, 
что валидируемый метод выявления бактерий Yersinia enterocolitica в пищевых продуктах, реализуемый в условиях лаборатории микробио-
логических исследований, является специфичным. Чувствительность метода составляет 10 КОЕ/ см3. Внутрилабораторная воспроизводимость 
и повторяемость подтверждены соответствующими испытаниями. Применение дополнительного этапа культивирования при температуре 
(4 ± 1) °C позволяет полностью исключить рост не обладающих психрофильными свойствами микроорганизмов.

Ключевые слова: кишечный иерсиниоз, Yersinia enterocolitica, психрофильные микроорганизмы, холодовое обогащение. 
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время проблема заболевания лю-

дей кишечным иерсиниозом все чаще оказывается 
в центре внимания. По данным литературы, в Россий-
ской Федерации иерсиниозы занимают второе место 
после сальмонеллезов. Ежегодно регистрируется 
4–5 тыс. случаев данных заболеваний. В Республике 
Крым и Севастополе иерсиниозы выявляют практиче-
ски ежегодно [1, 13–15]. Возбудителем является бакте-
рия Yersinia enterocolitica.

В первой половине XX  века в  Европе появились 
сообщения о выделении от больных людей и живот-
ных возбудителей, которых сначала отнесли к  роду 
Pasteurella, обозначив их как Pasteurella  X. В  1946  г. 
J. Van Loghem предложил выделить вышеуказанные 
бактерии в новый род – Yersinia. В 1954 г. Н. Моllaret 
и E. Thal предложили включить род Yersinia в семейство 
Enterobacteriaceae. В дальнейшем в род Yersinia был до-
бавлен возбудитель иерсиниоза – Yersinia enterocolitica 
(Pasteurella Х) [1, 24]. 

Род Yersinia состоит из 11 видов, из них патогенными 
для человека являются три: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, 
Y. еnterocolitica [1, 24].

Y. enterocolitica – грамотрицательная палочка с за-
кругленными концами или коккобактерия, размером 
от 0,8 до 1,2 мкм в длину и от 0,5 до 0,8 мкм в ширину, 
окрашивается всеми анилиновыми красителями, под-
вижная при температуре 18–20  °С, теряет свою под-
вижность при температуре культивирования 28–37 °С, 
имеет много перитрихиально расположенных жгути-
ков. Факультативный аэроб, в условиях строгого ана-
биоза не растет, спор не образует. Отдельные штаммы 
Y. enterocolitica имеют фимбрии [1, 3, 16, 18, 24].

Бактерия растет при температуре от 4 до 40 °С, спо-
собна к росту при 5% концентрации NaCl и pH среды 
от 5,2 до 9,0. Культивируют иерсинии на мясо-пептон-
ном агаре, агаре Хоттингера, Мартена, Эндо. Для селек-
тивного выделения используют CIN-агар, SSDC-агар, 
иерсиния-агар [1, 3, 16, 18, 24].

Y. enterocolitica продуцирует сероводород и аммиак, 
положительно реагирует в пробе с метиловым крас-
ным, восстанавливает нитраты в нитриты, не обладает 
фибринолитическими, плазмокоагулирующими и про-
теолитическими свойствами, вызывает гемолиз эри-
троцитов кролика [1, 3, 16, 24].

Иерсинии широко распространены в  природе. 
Y. enterocolitica выделены практически от всех видов 
млекопитающих, птиц, рыб, земноводных, моллюсков 
и насекомых. Среди диких животных они встречаются 
главным образом у грызунов [1, 6, 9]. Бактерию также 
выделяют из продуктов растительного происхождения 
(овощи, корнеплоды, зелень, фрукты) [2, 23]. 

По мнению А. В. Москалева и соавт., четко выражен-
ной природной очаговости иерсиниоза на территории 
Республики Крым нет. Вместе с тем в большинстве ад-
министративных районов выявлена циркуляция возбу-
дителя кишечного иерсиниоза среди 10–20% мелких 
млекопитающих [17].

Из домашних животных бактерию Y.  enterocolitica 
чаще выделяют от собак, свиней и крупного рогатого 
скота [1, 6, 9]. 

Согласно данным А. К. Бхуниа, основным носителем 
патогенных штаммов, вызывающих инфекционные за-
болевания у людей, являются свиньи (бактерии при-
сутствуют как комменсалы). Патогенные Y. enterocolitica 
выделяют у 35–70% свинопоголовья [3]. Поэтому мясо 

и мясные продукты являются источником инфекции 
для человека. Это связано со способностью иерсиний 
длительное время сохраняться в продуктах животного 
происхождения, размножаться при низких температу-
рах, а также выживать в большом диапазоне условий 
обитания [7].

Широкое распространение, нетребовательность 
к среде обитания и трудоемкость в постановке диагно-
за сделали актуальной проблему кишечного иерсинио-
за. Изучение распространения данного заболевания 
среди животных затруднено, так как в РФ болезнь не 
подлежит обязательному учету как самостоятельная 
нозологическая единица [6, 12, 21].

В техническом регламенте Таможенного союза 
021/2011 «О безопасности пищевой продукции» нор-
мировано содержание бактерий рода Yersinia в сухих 
овощах, картофеле и продуктах их переработки, изде-
лиях из сырых овощей, овощах и фруктах нарезанных, 
бланшированных, в том числе замороженных, но при 
условии наличия неблагополучной эпидситуации в ре-
гионе производства, обусловленной данными продук-
тами [22]. Однако многие литературные источники сви-
детельствуют о наличии Y. enterocolitica в мясе, молоке 
и продуктах их производства [3, 4, 8–10, 18, 19].

Выделение Y. enterocolitica связано с определенными 
трудностями. Часто возбудитель содержится в пробе 
в незначительных количествах, и только использование 
специальных методов позволяет исключить сопутствую-
щую микрофлору. Это вынуждает исследователей при-
менять различные схемы селективного обогащения [6].

В настоящее время исследования проб пищевых 
продуктов и кормов для животных проводят согласно 
ГОСТ ISO 10273-2013 «Микробиология пищевых про-
дуктов и кормов для животных. Горизонтальный метод 
обнаружения условно-патогенной бактерии Yersinia 
enterocolitica», в соответствии с которым образец обо-
гащают в селективной жидкой среде, затем пересева-
ют на чашки с агаром, отбирают характерные колонии 
и проводят идентификацию микроорганизмов [4].

Согласно МУК 4.2.3019-12 «Организация и  прове-
дение лабораторных исследований на иерсиниозы 
на территориальном, региональном и федеральном 
уровнях», при проведении исследования необходимо 
использовать холодовое обогащение. Для этого ис-
следуемый материал вносят в одну из сред накопле-
ния и инкубируют в холодильнике при температуре 
(6 ± 2) °С в течение 2–15 сут с высевом на плотные пи-
тательные среды на 2–3, 5–7 и 10–15 сут. Посевы ин-
кубируют при температуре (26 ± 2) °С в течение 24 ч 
и проводят их до получения первого положительного 
результата, но не дольше 15 сут [11].

Исходя из вышеизложенного, при проведении ра-
боты стояла задача оценить возможность применения 
дополнительного этапа холодового обогащения при 
температуре (6 ± 2) °С для снижения концентрации со-
путствующей микрофлоры при проведении испытаний 
сырья животного происхождения согласно рекоменда-
циям ГОСТ ISO 16140-2011. 

В соответствии с  современными требованиями, 
предъявляемыми к проведению испытаний, любое из-
менение в стандартной методике подлежит валидации. 
При сравнительном исследовании качественных мето-
дов оценивают относительную точность, относитель-
ную специфичность и относительную чувствительность 
метода [5].
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бульон (HiMedia, Индия), пересев на плотные питатель-
ные среды проводили на селективный агар для иерси-
ний (CIN-агар, Merk, Германия), а также SSDS-агар для 
иерсиний (HiMedia, Индия) (рис. 1) [20].

Характер роста контрольных штаммов на использу-
емых в опыте питательных средах представлен в таб-
лице 1.

При проведении исследования в  дополнение 
к  стандартному методу было применено холодовое 
обогащение по МУК 4.2.3019-12 «Организация и про-
ведение лабораторных исследований на иерсиниозы 
на территориальном, региональном и федеральном 
уровнях» [22].

Валидацию проводили, руководствуясь ГОСТ ISO 
16140-2011 «Микробиология продуктов питания и кор-
мов для животных. Протокол валидации альтернатив-
ных методов».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЯ
Как было упомянуто выше, часто пищевые продукты 

контаминированы возбудителем в небольшом количе-
стве и выделить его, исключив сопутствующую микро-
флору, представляет определенную трудность. 

Для того чтобы оценить, как влияет температура 
инкубации на этапе обогащения на рост сопутствую-
щей микрофлоры и конечный результат исследования, 
проводили дополнительный посев навески продукта 
в жидкие питательные среды: ITC-бульон и PSB-бульон 
с  последующей инкубацией при температуре 4  °C. 
В дальнейшем исследование проводили согласно стан-
дартной методике.

При проведении исследования пробу известной 
массы помещали в среды обогащения для получения 
разведений: 1:10  – на PSB-бульоне и  1:100  – на ITC-
бульоне. Отбирали по 10 см3 суспензии для каждого 
испытуемого образца и делили их на 4 группы:

  I  группа  – инокулировали 0,5  см3 суспензии 
Y. enterocolitica с концентрацией 0,5 ед. по МакФарланду;

  II  группа  – заражали в  дозе 0,5  см3 суспензией 
S.  typhimurium с  концентрацией 0,5  ед. по МакФар-
ланду;

  III  группа  – вносили по 0,5  см3 суспензий 
Y. enterocolitica и S. typhimurium с концентрациями 0,5 ед. 
по МакФарланду;

 IV группа – контрольная. 
Дальнейшее исследование проводили по схеме, 

представленной на рисунке 2.
Образцы каждой из исследуемых групп инкубирова-

ли при температурах (4 ± 1) °C и (25 ± 1) °C в течение 48 ч 
для ITC-бульона и 72 ч для PSB-бульона. Далее проводи-

Цель работы состояла в валидации методики по об-
наружению бактерии Y. enterocolitica горизонтальным 
методом согласно ГОСТ ISO 10273-2013 для оценки ее 
пригодности. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводили на базе лаборатории ми-

кробиологических исследований испытательного цен-
тра подведомственного Россельхознадзору ФГБУ «Фе-
деральный центр охраны здоровья животных».

В качестве материала для искусственного заражения 
были выбраны образцы сырья и продукции животного 
происхождения, предварительно исследованные на 
наличие бактерий рода Salmonella и Y. enterocolitiсa по 
стандартным методикам с отрицательным результатом. 

В работе использовали штамм Y. enterocolitica № 9610 
ATCC и штамм S. typhimurium № 14028 ATCC. 

При определении наличия бактерий Y. enterocolitica 
по ГОСТ ISO 10273-2013 использовали ITC-бульон и PSB-

Рис. 1. Схема проведения исследований  
по ГОСТ ISO 10273-2013 

Таблица 1
Характер роста Y. enterocolitica № 9610 ATCC и S. typhimurium 
№ 14028 ATCC на агаризованных средах

Штамм CIN-агар SSDS-агар

Yersinia enterocolitiсa
№ 9610 ATCC

Мелкие ровные 
колонии  

с красным центром

Мелкие прозрачные 
с кремовым 

оттенком колонии

Salmonella  
typhimurium

№ 14028 ATCC

Мелкие кремовые 
колонии 

с ровными краями 
и более темным 

центром

Мелкие бесцветные 
колонии 

с черным центром

Рис. 2. Схема проведения исследования
Красным цветом выделена предложенная модификация метода, 
синим  – постановка по ГОСТ ISO 10273-2013.

НАВЕСКА

УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ

PSP-бульон
Инкубация при 25 °С

в течение 3 сут

CIN-агар
Инкубация при 30 °С

в течение 2 сут

SSDS-агар
Инкубация при 30 °С

в течение 2 сут

ITС-бульон
Инкубация при 25 °С

в течение 2 сут

Разведение 1:10 Разведение 1:100

Образцы I, II, III, IV групп

Инкубация при (30 ±1) °С в течение 2 сут

УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ

PSP-бульон
Инкубация 

при (4 ± 1) °С
в течение 3 сут

CIN-агар CIN-агар SSDS-агар SSDS-агар

PSP-бульон
Инкубация 

при (25 ± 1) °С
в течение 3 сут

ITС-бульон
Инкубация 

при (25 ± 1) °С
в течение 2 сут

ITС-бульон
Инкубация 

при (4 ± 1) °С
в течение 2 сут
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ли пересев на плотные питательные среды (CIN- и SSDS-
агар) и инкубировали при температуре (30 ± 1) °C. Учет 
результатов проводили через 48 ч.

Результаты исследований представлены в таблице 2.
Как видно из таблицы 2, в группе I на всех чашках 

отмечается характерный для иерсиний рост. При тем-
пературе инкубации (4 ± 1)  °C количество характер-
ных колоний было в среднем в 7 раз меньше (21 ± 6 
и 29 ± 4 КОЕ), чем при (25 ± 1) °C (189 ± 10 и 156 ± 8 КОЕ).

В группе II при температуре инкубации (4 ± 1) °C на 
чашках с SSDS-агаром отмечали рост мелких единич-
ных колоний, а на чашках с CIN-агаром рост сальмонелл 
отсутствовал. При температуре инкубации (25 ± 1) °C 

наблюдали хороший рост бактерий рода Salmonella на 
обоих агарах (148 ± 8 и 168 ± 10 КОЕ).

В группе III при температуре инкубации (4 ± 1) °C на 
чашках с  SSDS- и  CIN-агаром наблюдали рост харак-
терных колоний Y. enterocolitica (23 ± 3 и 28 ± 4 КОЕ), 
в  то время как рост бактерий рода сальмонелла от-
сутствовал. При температуре инкубации (25 ± 1) °C на 
чашках с SSDS- и CIN-агаром наблюдали характерный 
рост обоих штаммов, однако во всех случаях рост 
S. typhimurium (291 ± 8 и 198 ± 12 КОЕ) в 2 раза превы-
сил рост Y. enterocolitica (144 ± 7 и 89 ± 4 КОЕ).

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что, используя дополнительный этап инкубации при 

Таблица 3
Результаты оценки специфичности валидируемой методики

Номер 
образца Характеристика образца Полученный результат

1 Фарш из свинины + Y. enterocolitica Бактерии Y. enterocolitica обнаружены в 25 г продукта

2 Свинина охлажденная + S. typhimurium Бактерии Y. enterocolitica отсутствуют в 25 г продукта

3 Свинина охлажденная + Y. enterocolitica Бактерии Y. enterocolitica обнаружены в 25 г продукта

4 Фарш из свинины +S. typhimurium Бактерии Y. enterocolitica отсутствуют в 25 г продукта

5 Фарш из свинины + Y. enterocolitica + S. typhimurium Бактерии Y. enterocolitica обнаружены в 25 г продукта

6 Фарш из свинины + Y. enterocolitica + S. typhimurium Бактерии Y. enterocolitica обнаружены в 25 г продукта

7 Колбаса ливерная + Y. enterocolitica Бактерии Y. enterocolitica обнаружены в 25 г продукта

8 Колбаса ливерная + S. typhimurium Бактерии Y. enterocolitica отсутствуют в 25 г продукта

9 Колбаса ливерная + S. typhimurium + Y. enterocolitica Бактерии Y. enterocolitica обнаружены в 25 г продукта

10 Колбаса ливерная Бактерии Y. enterocolitica отсутствуют в 25 г продукта

Таблица 2
Влияние температуры инкубации на рост Y. enterocolitica и S. typhimurium
n=3

Исследуемый материал Среда 
обогащения

Температура
инкубации, °С

Селективный 
агар Результат

Суспензия продукта +
Y. enterocolitica,

I группа

ITC 4 ± 1 SSDС Характерные колонии, (21 ± 6) КОЕ

PSB 4 ± 1 CIN Характерные колонии, (29 ± 4) КОЕ

ITC 25 ± 1 SSDS Характерные колонии, (189 ± 10) КОЕ

PSB 25 ± 1 CIN Характерные колонии, (156 ± 8) КОЕ

Суспензия продукта +
S. typhimurium,

II группа

ITC 4 ± 1 SSDS Мелкие единичные колонии

PSB 4 ± 1 CIN Рост отсутствует

ITC 25 ± 1 SSDS Бесцветные колонии с черным центром, (148 ± 8) КОЕ

PSB 25 ± 1 CIN Мелкие кремовые колонии с ровными краями и более 
темным центром, (168 ± 10) КОЕ

Суспензия продукта +
Y. enterocolitica +
S. typhimurium,

III группа

ITC 4 ± 1 SSDS Y. enterocolitica – характерные колонии, (23 ± 3) КОЕ;
S. typhimurium – рост отсутствует

PSB 4 ± 1 CIN Y. enterocolitica – характерные колонии, (28 ± 4) КОЕ;
S. typhimurium – рост отсутствует

ITC 25 ± 1 SSDS Y. enterocolitica – (144 ± 7) КОЭ;
S. typhimurium – (291 ± 8) КОЭ

PSB 25 ± 1 CIN Y. enterocolitica – (89 ± 4) КОЭ;
S. typhimurium – (198 ± 12) КОЭ

Суспензия продукта без 
добавления исследуемых 

микроорганизмов,
IV группа

ITC 4 ± 1 SSDS Рост отсутствует

PSB 4 ± 1 CIN Рост отсутствует

ITC 25 ± 1 SSDS Рост отсутствует

PSB 25 ± 1 CIN Рост отсутствует
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товленной на физиологическом растворе. Начальная 
концентрация суспензии составила 0,5 ед. по МакФар-
ланду, что соответствует 1,0×108 КОЕ/см3. Результаты 
испытаний представлены в таблице 4.

Таким образом, чувствительность метода составила 
10 КОЕ/см3.

Определение повторяемости и  внутрилаборатор-
ной сходимости. Валидационная характеристика по-
вторяемости определяется при оценке результатов 
испытаний идентичных образцов в условиях повторя-
емости, а показатель внутрилабораторной сходимости 
оценивается при анализе результатов, полученных при 
исследовании одних и тех же образцов разными со-
трудниками лаборатории (табл. 5).

Экспериментальные данные свидетельствуют о том, 
что повторяемость и внутрилабораторная воспроизво-
димость составляют 100%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате валидации предложенной методики 

установлено, что горизонтальный метод выявления 
бактерий Y. enterocolitica в пищевых продуктах живот-
ного происхождения согласно ГОСТ  ISO  10273-2013, 
реализуемый в  условиях лаборатории микробиоло-
гических исследований, является специфичным. Чув-
ствительность метода составляет 10 КОЕ/см3. Внутри-
лабораторная воспроизводимость и  повторяемость 
подтверждены соответствующими испытаниями. При-
менение дополнительного этапа инкубирования об-
разцов при температуре (4 ± 1) °C позволяет полностью 
исключить рост микроорганизмов, не обладающих 
психрофильными свойствами.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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следований на иерсиниозы на территориальном, региональном и фе-

 температуре (4 ± 1) °C при выполнении стандартной 
методики, можно полностью исключить рост не об-
ладающих психрофильными свойствами микроорга-
низмов. 

Оценка специфичности методики. Специфичность 
микробиологического метода характеризуется способ-
ностью определять целевой штамм в матрице образца 
в присутствии нецелевых штаммов микроорганизмов. 
Результаты испытаний представлены в таблице 3.

Из таблицы 3 следует, что присутствие нецелевого 
штамма и компоненты матрицы не влияют на резуль-
таты определения бактерий Y. enterocolitica. Таким об-
разом, валидируемая методика является специфичной.

Определение чувствительности метода. Под чув-
ствительностью микробиологического метода пони-
мают минимальную концентрацию микроорганизмов, 
которую возможно выявить при использовании дан-
ного метода.

Для определения чувствительности валидируемой 
методики применяли метод 10-кратных разведений 
суспензии целевого штамма Y.  enterocolitica, приго-

Таблица 4
Результаты определения чувствительности валидируемой методики 

Исходная концентрация
суспензии Y. enterocolitica, КОЕ/см3 Результат

1×106 Бактерии Y. enterocolitica обнаружены

1×105 Бактерии Y. enterocolitica обнаружены

1×104 Бактерии Y. enterocolitica обнаружены

1×103 Бактерии Y. enterocolitica обнаружены

1×102 Бактерии Y. enterocolitica обнаружены

1×101 Бактерии Y. enterocolitica обнаружены

1 Бактерии Y. enterocolitica не обнаружены

Таблица 5
Определение повторяемости и внутрилабораторной сходимости результатов  
при проведении валидируемой методики

Номер 
образца

Результаты, полученные первым 
сотрудником,

первый/второй повтор

Результаты, полученные вторым 
сотрудником,

первый/второй повтор

0 1 2 0 1 2

1 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

2 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

3 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

4 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

5 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

6 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

7 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

8 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

9 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

10 –/– +/+ –/– –/– +/+ –/–

0 – матрица; 
1 –  матрица, зараженная целевым штаммом Y. enterocolitica;
2 – матрица, зараженная нецелевым штаммом S. typhimurium;
«+» – бактерии Y. enterocolitica обнаружены; 
«–» – бактерии Y. enterocolitica не обнаружены.
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