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Введение
Одна из актуальных задач в обеспече-

нии микробиологической безопасности 
пищевых продуктов – снижение риска 
возникновения пищевого листериоза. 

Существующие данные об обнару-
жении листерий в мясопродуктах свиде-
тельствуют как о разной частоте и уров-
не выявления L. monocytogenes (от 0,5 
до 30…40% проб в количестве от 0,1 до 
103 КОЕ/г и более), так и о большой рас-
пространенности видов листерий, наибо-
лее близких к ним по фенотипическому 
профилю, в первую очередь L. innocua. 
При этом использованы различные мето-
дические схемы идентификации штаммов 
листерий, что затрудняет сопоставление 
полученных данных и существенно ус-
ложняет анализ эпидемиологической си-
туации [2, 6, 9].

С 2001 г. в нашей стране выделение 
листерий из сырья и пищевых продуктов 
проводят в соответствии с Методически-

ми указаниями 4.2.1122-02 [4] и ГОСТ Р 
51921-2002 [1]. Проведенные исследо-
вания показали, что существенными не-
достатками регламентируемого метода 
являются его продолжительность (бо-
лее 7 сут), трудоемкость, недостаточная 
специфичность тестов идентификации 
при замене или отсутствии отдельных 
реагентов или компонентов сред, а так-
же высокая стоимость исследований при 
использовании системы miniVidas или 
биохимических наборов API Listeria. 
В последнем случае иногда возможна 
неоднозначная интерпретация результа-
тов теста, дифференцирующего именно 
L. monocytogenes и L. innocua, что приво-
дит к существенной гипердиагностике, 
недопустимой при контроле на наличие 
патогенных представителей рода Listeria.

Значительный прогресс в изучении 
молекулярно-генетических детерми-
нант и природы патогенности бактерий 
позволил разработать целый ряд диа-
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гностических методов, использующих 
различные варианты ПЦР-анализа [5, 
9, 10]. Однако для идентификации мно-
гих микроорганизмов, в том числе «пи-
щевых» патогенов, в настоящее время 
наиболее надежным признан системный 
комплексный подход, основанный на 
комбинировании молекулярно-генетиче-
ских методов (ДНК-ДНК-гибридизация, 
ПЦР с 16s-PHK или с секвенирован-
ными участками генома) с тестиро-
ванием наиболее специфичных фено-
типических признаков рода, вида или 
серотипа. В отношении патогенных 
микроорганизмов, имеющих близких не-
патогенных представителей в пределах 
рода, к которым в первую очередь отно-
сятся L. monocytogenes, подбор наиболее 
информативных биохимических тестов и 
ДНК-зондов для идентификации должен 
основываться на определении именно 
патогенетических признаков, а не только 
метаболических свойств, большинство 
из которых в пределах рода кодируют-
ся консервативными участками генома. 
При оценке фенотипа L. monocytogenes 
такими признаками являются подвиж-
ность, способность к гемолизу, наличие 
специфичных лецитиназ; при генотипи-
ровании это индикация участков генома, 
определяющих выработку гемолизинов 
и фосфолипаз, факторов инвазивности и 
цитотоксичности.

Освоение высокоспецифичных ком-
бинированных методов быстрой иденти-
фикации и типирования позволит создать 
современную схему эффективного мони-
торинга наличия L. monocytogenes в про-
дуктах питания на разных этапах их из-
готовления и хранения, а также получить 
более достоверные сведения о циркуля-
ции этого возбудителя на предприятиях 
пищевой индустрии.

Целью и задачами исследований яв-
лялись:

– изучение распространения бактерий 
рода Listeria в мясном сырье и фермен-
тированных мясопродуктах, оценка ча-
стоты обнаружения L. monocytogenes и 
листерий других видов в процессе про-
изводства мясных продуктов;

– исследование свойств выделен-
ных культур листерий с использованием 
микробиологических и биохимических 
методов в сопоставлении с методами 
ПЦР-диагностики и определение инфор-
мативности и диагностической значимо-
сти отдельных тестов идентификации 
листерий с целью включения их в схему 
ускоренного мониторинга пищевых про-
дуктов.

Материалы и методы
В работе использованы коллекцион-

ные штаммы L. monocytogenes NCTC 
10527 и № 766 (коллекция ГУ НИИЭМ 
им. Н. Ф. Гамалеи). Для выделения ли-
стерий применяли питательные среды 
производства фирмы HiMedia (бульон 
Фрейзера, среды Оксфорд и ПАЛКАМ-
агар). Подготовку и посев проб продуктов 
и смывов проводили в соответствии с ме-
тодикой, изложенной в МУК 4.2.1122-02 
[4], при этом смывы вносили в среды для 
первичного обогащения в количестве 2 мл 
в соотношении 1:9 по объему. Биохимиче-
ские свойства штаммов изучали на средах 
Гисса с углеводами, в тест системах API 
Listeria фирмы Bio Merieux (Франция). 
Способность к индукции лецитиназной 
активности культур определяли на специ-
ально подобранной среде в присутствии 
гидрофобного сорбента [7]. Гемолитиче-
ские свойства выделенных штаммов из-
учали на кровяном агаре с эритроцитами 
барана [1]. Протеиназу инактивировали 
кипячением проб в течение 5 мин, после 
чего образцы замораживали.

В работе использовали Taq-полиме ра-
зу и другие реагенты производства фирмы 
«Бионем». Праймеры для родовой и видо-
вой идентификации были синтезированы 
в ГУ НИИЭМ им. Н. Ф. Гамалеи (табл. 1). 
Амплификацию проводили в термоцикле-
ре «Терцик » («ДНК-Технология»). 

Используемые праймеры представле-
ны в табл. 1.

Режимы амплификации:
– для пары Prsl-Prs2 : 94 °C – 2 мин; 

затем 5 циклов: 94 °C – 5 с, 42 °C – 5 с, 
72 °C – 5 с; затем 25 циклов: 94 °С – 1 с, 
42 °С – 1 с, 72 °С – 1 с;
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Таблица 1 
Праймеры для родовой и видовой 

идентификации

Прай-
мер Нуклеотидный состав праймера

Prs1 GCATTGCGTGAAGCTGGCGCAAC
Prs2 CAGAAGCATTTTCATGAAC
Plc1 AGGGGGCCATTTTGTATAAG
Plc2 ATCGTTGCTGTTTTGCTCGT
Act3 CATGCGGTCGACCAGTATTCGGCGGG
Act4 TCTGTTGGATCCCACTTATACTCCC

– для пары Рlс1-Рlс2 : 94 °С – 2 мин; 
затем 5 циклов: 94 °С – 5 с, 55 °С – 5 с, 
72 °С – 5 с; затем 25 циклов: 94 °С – 1 с, 
55 °С – 1 с, 72 °С – 1 с;

– для пары Act3-Act4 : 94 °С – 2 мин; 
затем 5 циклов: 94 °С – 20 c, 60 °С – 20 с, 
72 °С – 20 с и еще 30 циклов: 94 °С – 5 с, 
60 °С – 5 с, 72 °С – 5 с.

Амплифицированные фраг-
менты ДНК анализировали гель-
электрофорезом в 1%-ном агарозном 
геле в трис-ацетатном буфере в присут-
ствии 5 мкг/мл бромида этидия. Резуль-
таты учитывали путем окраски и выявле-
ния окрашенных ампликонов в УФ-свете 
(254 нм), оценивая молекулярную массу 
полученных участков ДНК в сравнении 
со стандартными маркерами (1kb DNA 
Ladder, 100 kb DNA Ladder производства 
фирмы «Бионем»).

В качестве объектов исследования 
были выбраны пробы замороженного и 
охлажденного мясного сырья различных 

изготовителей, мясные полуфабрикаты 
(кусковые и рубленые), сырокопченые и 
сыровяленые колбасы на разных стадиях 
созревания, смывы с технологического 
оборудования и инвентаря.

Результаты исследований
На наличие L. monocytogenes исследо-

вано образцов: говядины сырой (охлаж-
денная и замороженная) – 14 проб, 
свинины сырой – 7, фарша свиного и го-
вяжьего для сырокопченых колбас – 19, 
полуфабрикатов из говядины и свинины 
кусковых – 12, готовых сырокопченых 
и сыровяленых колбас – 19, смывов с 
инвентаря и оборудования – 72 пробы. 
Образцы для исследований отбирали в 
течение года в сырьевом цехе и цехах по 
производству сырокопченых и сыровяле-
ных мясопродуктов (колбасы сырокоп-
ченые, вырабатываемые без применения 
бактериальных стартовых культур, суд-
жук, бастурма и т.д.) на типовых мясопе-
рерабатывающих предприятиях Москвы 
с периодичностью 1…2 раза в месяц; 
точки отбора проб определяли в соответ-
ствии с принципами ХАССП.

По результатам первичных посевов 
было выделено 49 культур, которые по 
культурально-морфологическим и био-
химическим свойствам (типичный рост 
на среде Оксфорд или ПАЛКАМ-агаре, 
подвижность при 22 °С, наличие ката-
лазы, отсутствие ферментации маннита) 
были отнесены к роду Listeria. Частота 
их обнаружения по группам продуктов 
представлена в табл. 2. 

Таблица 2
Частота обнаружения бактерий рода Listeria

Объект исследования Число 
проб

Частота обнаружения Listeria
всего L. monocytogenes L. innocua L. welshimeri

1 2 3 4 5 6
Говядина (сырье) 14 5 (35,7) 1 4 0
Свинина (сырье) 7 4 (57,1) 2 2 0
Полуфабрикаты мясные рубле-
ные, в том числе фарш для изго-
товления сырокопченых колбас

19 7 (36,8) 3 4 0

Полуфабрикаты мясные кусковые 12 3 (25,0) 2 1 0
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1 2 3 4 5 6
Сырокопченые и сыровяленые 
колбасы

19 6 (31, 6) 1 5 0

Всего 71 25 (35,2) 9 16 0

Смывы, в том числе с поверхности: 72 24 (32,4) 15 6 3
– оборудования (конвейерные 

ленты, куттеры, пилы)
7 5 (71,4) 3 0 2

– инвентаря (разделочные ножи, 
доски, лотки, столы)

65 19 (29,2) 12 6 1

Всего 143 49 (34,3) 24 (16,8) 22 3
Примечание: в скобках – %.

В готовых сырокопченых и сыровяле-
ных мясопродуктах бактерии рода Listeria 
обнаруживались практически с той же ча-
стотой (31,6%), как и в мясном сырье для 
их производства (38,6%), что свидетель-
ствует о способности листерий к выжива-
нию во время созревания (ферментации) 
колбас и об отсутствии в технологии фер-
ментированных мясопродуктов факторов, 
обеспечивающих листерицидное воздей-
ствие или существенное снижение степе-
ни контаминации листериями.

Показано также, что в технологиче-
ских циклах производства ферментиро-
ванных мясных продуктов происходит 
постоянное инфицирование объектов 
производственной среды бактериями рода 
Listeria, которые систематически обнару-
живаются практически на всех видах обо-
рудования (71,4%) и инвентаря (29,2%), 
что может приводить не только к обсеме-
нению сырья, но и к загрязнению готовых 
сырокопченых и сыровяленых колбас или 
других мясных изделий. Таким образом, 
полученные результаты подтвердили на-
личие на мясоперерабатывающих пред-
приятиях благоприятных условий для раз-
множения патогенных штаммов листерий 
с потенциальной опасностью контамина-
ции ими готовой продукции.

При видовой идентификации выде-
ленных культур рода Listeria на средах 
Гисса с углеводами и с использовани-
ем наборов API Listeria 49% изученных 
штаммов соответствовали культураль-
ным и биохимическим характеристикам 

L. monocytogenes: они ферментировали 
рамнозу и маннозу, но не сбраживали 
маннит и ксилозу и по остальным тестам 
API Listeria были типичны.

Однако только 9 штаммов (37,5%) из 
24 культур образовывали четкие зоны 
β-гемолиза на кровяном агаре с эритроци-
тами барана. Эти же культуры обладали 
выраженной лецитиназной активностью 
на среде с добавлением желточной эмуль-
сии в присутствии активированного угля. 
Ранее было показано [7], что секретируе-
мый листериями продукт, выполняющий 
функции авторепрессора синтеза леци-
тиназы, может быть устранен из среды 
гидрофобным сорбентом, в частности ак-
тивированным углем. При этом происхо-
дит активация генов патогенности и, как 
следствие, увеличивается экспрессия ле-
цитиназы в среду. Данный тест позволяет 
дифференцировать L. monocytogenes от 
другого вида (37,5%) – L. ivanovii, синтез 
фосфолипаз у которых не зависит от при-
сутствия в среде авторепрессора.

Описанные выше культуры, отнесен-
ные по комплексу биохимических призна-
ков к L. monocytogenes, были в 8 случаях 
выделены из смывов с оборудования и ин-
вентаря (конвейеры, пилы, рабочие столы, 
разделочные ножи, доски) и в 1 – из сы-
рья (свинина). Остальные из 24 первично 
отнесенных к L. monocytogenes штаммов, 
не обладающие гемолитической и леци-
тиназной активностью, по совокупности 
признаков были отнесены к виду L. inno-
cua. Кроме того, фенотипическим харак-
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теристикам этого вида соответствовали 
еще 23 культуры, выделенные из фарша, 
полуфабрикатов, сырья для производства 
сырокопченых и сыровяленых колбас, 
смывов с инвентаря, а также из готовых 
продуктов. Приведенные данные свиде-
тельствуют о том, что наибольшее число 
(77,6%) выделенных культур листерий 
относится к виду L. innocua. Выделенные 
из смывов 3 штамма были идентифици-
рованы как L. welshimeri. Листерии видов 
L. ivanovii, L. seeligeri, L. grayi в данном 
исследовании не обнаружены.

Дальнейшее изучение выделенных 
культур листерий проводили методом 
ПЦР с родо- и видоспецифическими 
праймерами. Для подтверждения родовой 
принадлежности использовали праймеры 
Prs1 и Prs2, направляющие синтез фраг-
мента гена, кодирующего консервативный 
для рода Listeria белок фосфорибозилпи-
рофосфатсинтазу, участвующую в общем 
метаболизме бактериальной клетки [5].

Подбор видоспецифических прайме-
ров проводили путем выделения фрагмен-
тов ДНК, участвующих в кодировании 
наиболее значимых для L. monocytogenes 
факторов вирулентности. Для видовой 
дифференциации использовали 2 пары 
праймеров: Act3-Act4, амплифициру-
ющих участок гена, ответственного за 
синтез поверхностного белка АстА, ин-
дуцирующего полимеризацию актина и 
обес печивающего способность к движе-
нию возбудителя в цитоплазме инфици-
рованных клеток [9]; Рlс1-Рlс2, направля-
ющих амплификацию участка размером 
474 н.п. гена PlcA – фосфатидилинозитол-
специфичной фосфолипазы С [3].

Для исследований в ПЦР были ото-
браны 49 культур, идентифицирован-
ных по микробиологическим тестам как 
L. monocytogenes, L. innocua и L. welshi-
meri. В качестве контрольных исполь-
зовали коллекционные тест-штаммы 
L. monocytogenes различных серотипов, 
гемолитический штамм Enterococcus fae-
calis и штамм Staphylococcus aureus с вы-
раженной лецитиназной активностью.

Результаты ПЦР-анализа культур полно-
стью соответствовали данным микробио-

логических исследований в части родовой 
идентификации листерий. Положительные 
результаты ПЦР с видоспецифическими 
для L. monocytogenes парами праймеров 
Act3-Act4 и Рlс1-Р1с2 были получены толь-
ко у штаммов, обладающих лецитиназной 
и гемолитической активностью (за исклю-
чением 1 штамма, давшего отрицательные 
результаты в ПЦР), что, безусловно, под-
тверждает диагностическую значимость 
этих тестов. Из 24 штаммов, первоначаль-
но (по данным тестирования с применени-
ем набора API Listeria) отнесенных к L. mo-
nocytogenes, по результатам ПЦР-анализа 
подтверждена принадлежность к данному 
виду только 8 штаммов, все они при этом 
обладали β-гемолитической и лецитиназ-
ной активностью.

Таким образом, комбинированный 
подход к идентификации бактерий рода 
Listeria, выделенных в процессе произ-
водства мясопродуктов (путем исполь-
зования наиболее информативных фе-
нотипических тестов и ПЦР-анализа с 
праймерами на участки генов, кодирую-
щих факторы патогенности листерий), по-
зволил в 3 раза сократить число культур, 
изначально (по комплексу биохимических 
признаков) расцененных как L. monocyto-
genes. Правильный выбор видоспецифи-
ческих праймеров в значительной степе-
ни определяет достоверность результатов 
идентификации патогенных микроорга-
низмов с помощью ПЦР. Направленный 
подбор фрагментов генома, участвующих 
в кодировании наиболее значимых факто-
ров патогенности, может не только под-
твердить результаты микробиологическо-
го тестирования выделенных штаммов, 
но и оценить патогенность этих культур 
по наличию генов, экспрессирующих те 
или иные факторы патогенности.

Заключение
Обобщая полученные данные, следу-

ет отметить, что в процессе производства 
мясных продуктов происходит контами-
нация сырья, полуфабрикатов и готовой 
продукции бактериями рода Listeria. Эти 
микроорганизмы обнаружены в 36,5% 
проб сырья и 31,8% образцов готовых 
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сырокопченых колбас. Установленная в 
исследовании частота обнаружения L. mo-
nocytogenes в смывах с технологического 
оборудования и инвентаря (9,7%) свиде-
тельствует об интенсивной циркуляции 
возбудителя листериоза на мясоперера-
батывающих предприятиях, что требует 
ужесточения санитарно-гигиенических 
требований к производству и хранению 
мясопродуктов. С этой целью должен быть 
налажен и регламентирован контроль на 
наличие L. monocytogenes не только в сы-

рье и готовой продукции, но и на наиболее 
значимых участках технологических про-
цессов (посев смывов с технологического 
и холодильного оборудования, инвентаря, 
посуды, вспомогательных материалов, 
рук и одежды работников). Для ускорен-
ной видовой идентификации L. monocyto-
genes предлагается схема, включающая 
определение гемолитической и лецити-
назной активности штаммов в сочетании 
с ПЦР-анализом с видоспецифическими 
праймерами к генам Р1сА и ActА.
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