
Ветеринария и зоотехния  
 
 

117 

 

УДК 579.62:579.672:636.03 DOI: 10.36718/1819-4036-2020-12-117-125 
 
Елена Васильевна Соколова 
Нижегородский научно-исследовательский ветеринарный институт – филиал Федерального иссле-
довательского центра вирусологии и микробиологии, аспирант, младший научный сотрудник лабо-
ратории молекулярной биологии, Россия, Нижний Новгород 
E-mail: sokol.e1ena@yandex.ru 
Екатерина Константиновна Псарева  
Нижегородский научно-исследовательский ветеринарный институт – филиал Федерального иссле-
довательского центра вирусологии и микробиологии, научный сотрудник лаборатории молекуляр-
ной биологии, кандидат биологических наук, Россия, Нижний Новгород 
E-mail: ekaterinapsareva@gmail.com 
Ирина Юрьевна Егорова 
Федеральный исследовательский центр вирусологии и микробиологии, заведующая лабораторией 
диагностики и мониторинга, заместитель директора по диагностическим исследованиям, доктор 
биологических наук, Россия, Владимирская обл., Петушинский р-н, пос. Вольгинский 
E-mail: iegorova@list.ru 
Павел Аркадьевич Журилов  
Нижегородский научно-исследовательский ветеринарный институт – филиал Федерального иссле-
довательского центра вирусологии и микробиологии, аспирант, младший научный сотрудник лабо-
ратории молекулярной биологии, Россия, Нижний Новгород 
E-mail: zhurilov95@bk.ru  
Евгений Андреевич Потемкин 
Нижегородский научно-исследовательский ветеринарный институт – филиал Федерального иссле-
довательского центра вирусологии и микробиологии, аспирант, младший научный сотрудник лабо-
ратории молекулярной биологии, Россия, Нижний Новгород 
E-mail: jeka892904622952@gmail.com 
Светлана Александровна Ермолаева 
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи Министерства здравоохранения РФ, заве-
дующая лабораторией экологии возбудителей инфекций, доктор биологических наук, Россия, Москва 
E-mail: drermolaeva@mail.ru 
Светлана Сергеевна Мешкова 
Красноярский государственный аграрный университет, профессор кафедры экологии человека, 
доктор биологических наук, доцент, Россия, Красноярск 
E-mail: dixi1972@yandex.ru  
 
ДЕТЕКЦИЯ ПАТОГЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ РОДА LISTERIA МЕТОДОМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ 

ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ4 
 

Листериоз – инфекционное заболевание человека и животных, вызываемое бактериями рода 
Listeria. В настоящее время различные производители ПЦР тест-систем предлагают наборы 
реактивов для качественного и количественного методов детекции в биологическом материа-
ле исключительно L. monocytogenes. В настоящей статье описан универсальный протокол для 
идентификации этиологических агентов листериоза – L. monocytogenes и L. ivanovii. Метод по-
зволяет детектировать непосредственно микроорганизмы рода Listeria с помощью полимераз-
ной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ) на основе амплификации фрагментов 
генов, кодирующих факторы патогенности бактерий перечисленных видов. При скрининге кол-
лекционных штаммов были выбраны уникальные фрагменты генов-мишеней inlA и smcL, коди-
рующих интерналин А L. monocytogenes и сфингомиелиназу С L. ivanovii соответственно. На ос-
новании подобранных нуклеотидных последовательностей праймеров были подобраны опти-
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мальные условия для детекции возбудителей листериоза с помощью ПЦР-РВ. Установлен порог 
чувствительности обнаружения патогенных бактерий рода Listeria. Для L. monocytogenes он 
составил 3×102, а для L. ivanovii 3×103 бактериальных клеток в 1 мл. Определена специфичность 
ПЦР-РВ для детекции L. ivanovii и L. monocytogenes на основе генов smcL и inlA. Для этого поми-
мо штаммов L. ivanovii и L. monocytogenes были использованы штаммы нескольких видов листе-
рий (L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri), а также изоляты других родов бактерий. Описанный 
протокол является родоспецифичным для выявления штаммов рода Listeria, в том числеL. 
monocytogenes, а также позволяет обнаруживать непосредственно L. ivanoviiс помощью видос-
пецифичной мишени. 

Ключевые слова: ПЦР-РВ, листериоз, Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, интерналин А, 
сфингомиелиназа С. 
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THE DETECTION OF THE GENUS LISTERIA PATHOGENIC BACTERIA  
BY REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION  

 
Listeriosis is an infectious disease in humans and animals caused by bacteria of the genus Listeria. 

Currently, different PCR test systems manufacturers offer reagent kits for the qualitative and quantitative 
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detection methods exclusively of L. monocytogenes in biological material. In the study a universal protocol 
for the identification of bacterial strains, etiological agents of listeriosis – L. monocytogenes, and L. ivanovii 
is described. The method allows finding microorganisms of the genus Listeria using real-time polymerase 
chain reaction (Real-time PCR) based on the genes fragments amplification encoding the pathogenicity 
factors of these species bacteria. Screening for collection strains selected unique fragments of the inlA and 
smcL target genes encoding L. monocytogenes internalin A and L. ivanovii sphingomyelinase C, respec-
tively. The optimal conditions for the listeriosis pathogen detection using Real-time PCR were established 
based on the primers selected nucleotide sequences. The sensitivity of the genus Listeria pathogenic bac-
teria Real-time PCR was established. For L. monocytogenes, it made 3 × 102, and for L. ivanovii 3 × 103 
bacterial cells in 1 ml. The specificity of Real-time PCR for L. ivanovii and L. monocytogenes strains detec-
tion was defined on the basis of genes of smcL and inlA. For this purpose besides the strains of L. ivanovii 
and L. monocytogenes the strains of several types of Listeriya (L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri), and 
also isolates of other genus of bacteria were used. The described protocol is genus specific for the identifi-
cation of the genus Listeria strains, including monocytogenes, and also allows finding L. ivanoviiс with the 
help of genus specific target directly. 

Keywords: Real-time PCR, listeriosis, Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, internalinA, 
sphingomyelinase C. 

 
Введение. Листериоз – инфекционное заболе-

вание человека и животных, вызываемое грампо-

ложительными факультативно-анаэробными бак-

териями рода Listeria. Проявляется в форме феб-

рильного гастроэнтерита, поражает ЦНС (менин-

гит, менингоэнцефалит), может привести к септи-

цемии, выкидышу или мертворождению. Несмот-

ря на низкий уровень заболеваемости, количество 

летальных исходов среди заболевших достигает 

20–30 % [1–3]. Современная классификация рода 

Listeria основана на полногеномном секвенирова-

нии и филогенетическом анализе нуклеотидных 

последовательностей генов, кодирующих 

16S рРНК, и включает в себя 20 признанных ви-

дов [4–5]. Этиологическими агентами листериоза 

признаны L. monocytogenes и L. ivanovii, так как 

они обладают выраженными факторами патоген-

ности, способствующими развитию заболевания. 

Наиболее опасным возбудителем считается 

L. monocytogenes, поскольку представляет угрозу 

для жизни как человека, так и животных, в то вре-

мя как L. ivanovii выделяют не так часто. Данный 

вид инфицирует животных, в редких случаях че-

ловека. В организм бактерии проникают в основ-

ном через кишечник и поражают внутренние орга-

ны (печень, головной мозг, селезенку и др.) бла-

годаря наличию в кровотоке [6–9].  

Для детекции возбудителей листериоза в РФ 

преимущественно применяют бактериологиче-

ские и серологические методы. Для более точ-

ного и быстрого установления диагноза наибо-

лее эффективно использование метода поли-

меразной цепной реакции (ПЦР) [10]. В настоя-

щее время различные производители ПЦР тест-

систем предлагают наборы реактивов и обору-

дование для обнаружения в биологическом ма-

териале исключительно L. monocytogenes, что 

не нацелено на определение L. ivanovii.  

Цель работы. Описание протокола для 

идентификации штаммов L. monocytogenes и L. 

ivanovii, а также иных видов с помощью полиме-

разной цепной реакции в режиме реального 

времени (ПЦР-РВ) на основе генов, кодирующих 

основные факторы патогенности бактерий рода 

Listeria. 

Материалы и методы 

Бактериальные штаммы. В настоящей ра-

боте исследовано 29 штаммов бактерий рода Lis-

teria, 1 референс-штамм рода Bacillus из фондов 

«Государственной коллекции микроорганизмов, 

вызывающих опасные, особо опасные, в том чис-

ле зооантропонозные и не встречающиеся на 

территории страны болезни животных» ФГБНУ 

ФИЦВиМ, выделенных в период с 1964 по 2005 г. 

от разных источников, преимущественно сельско-

хозяйственных животных и человека, а также ге-

терологичные микроорганизмы родов Esсherichia, 

Citrobacter, Salmonella – изолированные от насе-

комых и холоднокровных животных (табл.1). 
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Таблица 1 
Использованные коллекционные штаммы бактерий 

 

Штамм 
Источник 

выделения 
Регион выделения Год 

Listeria monocytogenes К-23  Человек Москва 1988 

Listeria monocytogenes 57 Человек Москва 1971 

Listeria monocytogenes 24618 Человек Москва 1971 

Listeria monocytogenes 5 ch Человек Тульская область 1975 

Listeria monocytogenes 29 ch Человек Тульская область 1999 

Listeria monocytogenes 1-67 Овца Алтайская область 1972 

Listeria monocytogenes 14Р Овца Алтайская область 1969 

Listeria monocytogenes 4-G Овца  Казахстан 1970 

Listeria monocytogenes 33 Овца Читинская область 1975 

Listeria monocytogenes 170 Корова Хабаровская область 1974 

Listeria monocytogenes 257 Корова Новгородская область 1971 

Listeria monocytogenes 1-САХ Корова Сахалинская область 1971 

Listeria monocytogenes 3453 Свинья Москва 1965 

Listeria monocytogenes 406 Свинья Казань 1964 

Listeria monocytogenes 324 Свинья Москва 1965 

Listeria monocytogenes 4-40 Лошадь Москва 1947 

Listeria monocytogenes 3501 Коза Москва 1965 

Listeria monocytogenes 944 Мышь Московская область 1958 

Listeria monocytogenes 134/3 
Продукты  
питания 

Тульская область 
2005 

Listeria monocytogenes 1300 
Продукты  
питания 

Тульская область 
2005 

Listeria monocytogenes ATCC 19115 Т.Ш.* 2000 

Listeria ivanovii ATCC 19119 Т.Ш. 2000 

Listeria ivanovii NCTC 11846 Т.Ш. 2000 

Listeria ivanovii 7842 Референс-штамм 1985 

Listeria innocua 6A Референс-штамм 1981 

Listeria innocua NCTC 11288 Т.Ш. 2000 

Listeria innocua SLCC 3379 Т.Ш. 2000 

Listeria seeligeri SLCC 5921 Т.Ш. 2000 

Listeria welshimeri Т.Ш. 2000 

Escherichia blattae Таракан Нижегородская область 2019 

Citrobacter freundii Ящерица Нижегородская область 2019 

Salmonella enterica Змея Нижегородская область 2019 

Bacillus subtilis ATCC 6633 Референс-штамм  
* – Т.Ш. – типовой штамм, передан профессором Jose Antonio Vazquez-Boland. 
 

Культивирование бактерий и выделение 
ДНК для постановки ПЦР-РВ. Культуры микро-
организмов выращивали в дрожжевом триптон-
соевом бульоне (ДТСБ) (HiMedia Laboratories 
Pvt. Ltd., Индия) в течение суток при температу-
ре 37 °С. После этого осуществляли пересев на 
плотную питательную среду, содержащую агар 

ДТСА, инкубировали 24 часа при 37 °С. Полу-
ченная культура была использована в даль-
нейшем для получения бактериальной ДНК с 
помощью лизоцима, который служит для разру-
шения бактериальной стенки, и протеиназы К, 
которая отделяет ДНК от разрушенных бакте-
риальных стенок. Затем пробы кипятили при 
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100 °С 10 минут для полной инактивации фер-
ментов. Для постановки ПЦР-РВ использовали 
1 мкл полученного лизата. Для оценки чувстви-
тельности готовили пробы штаммов с разной 
концентрацией. С этой целью при помощи ден-
ситометра DEN-1 (BioSan, Латвия) установили 
оптическую плотность, равную 1 единице по 
стандарту мутности МакФарланда, что соответ-
ствует 3×108 бактериальных клеток в 1 мл. Для 
постановки реакции использовали серию разве-
дений от 3×108 до 3×101 м.т. в 1 мл. 

Конструирование праймеров. Для идентифи-
кации патогенных листерий были определены 2 
видоспецифичных гена-мишени: для L. ivanovii – 
ген smcL, который кодирует фермент сфингомие-

линазу С, а для L. monocytogenes – ген inlA, коди-
рующий белок интерналин А. Полные нуклеотид-
ные последовательности были найдены через 
базу данных GenBank (Y09477.2; M67471.1). Ра-
бочие последовательности праймеров сконструи-
рованы с помощью сервиса GenScript 
(https://www.genscript.com), их соответствие для 
разных клональных групп внутри вида было про-
верено с помощью программы BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (табл. 2). 
Проверка самокомплементарности и вероятности 
образования шпилек осуществлялась через про-
грамму LaserGene Primer Select (DNAstar, 
https://www.dnastar.com/software/lasergene).  

 
Таблица 2 

Последовательности олигонуклеотидов для детекции L. monocytogenes  
и L. ivanovii методом ПЦР-РВ 

 

Ген-мишень  Последовательность 

inlA 
F 5`-AACCAAAGGCACCAACGAAA-3` 

R 5`-TTGTTGTAGGCGGTGTGTTC-3` 

smcL 
F 5`-TGCACAAGCGGACTATATGA-3` 

R 5`-TCCCAATTACGGGTGTTTGA-3` 

 
Проведение ПЦР-РВ. Постановку ПЦР-РВ 

проводили с использованием 5xqPCRmix – HS 
SYBR (ООО «Евроген», Москва). Реакционную 
смесь готовили согласно инструкции произво-
дителя. Для отрицательного контроля исполь-
зовали бидистиллированную воду. В качестве 
положительного контроля применяли ДНК 
штамма L. monocytogenes «EGDe», содержаще-
го четко выраженную последовательность ин-
терналина А, а также референтные штаммы L. 
monocytogenes «ATCC 19115» и L. ivanovii 
«ATCC 19119». Подготовленные пробы ампли-
фицировали в приборе «ДТпрайм» (ООО «НПО 
ДНК-Технология», Россия) по следующей про-
грамме: 94 °C – 2 мин, (92 °С – 30 с; 58 °C – 30 
с; 72 °C – 30 с) × 45 циклов; 72 °С – 2 мин. 
Оценку результатов проводили по значению 
порогового цикла (Ct), при котором кривая 
флуоресценции пересекала базовую линию [11]. 
Для подтверждения достоверности результатов 
постановку реакций повторяли 3 раза. 

Результаты исследования и их обсужде-
ние. Скрининг штаммов L. monocytogenes на на-
личие гена, кодирующего белок интерналин А. 

Возбудители листериоза имеют характерные фак-
торы патогенности, способствующие проникнове-
нию бактерий в эукариотические клетки высокой 
выживаемости и межклеточному распростране-
нию. Среди них важную роль играют белки семей-
ства интерналинов. Гены, кодирующие эти токси-
ны, содержат лейцин-богатые повторы (LRR), об-
легчающие адгезию и инвазию [9, 12]. Выбор гена 
inlA в качестве мишени для L. monocytogenes обу-
словлен данными о его принципиальной роли в 
вирулентности данного вида. Ген inlA кодирует 
белок интерналин А, который опосредует инвазию 
эпителиальных клеточных линий кишечника за 
счет взаимодействия с рецептором Е-кадгерина 
на базолатеральной поверхности клеток [13].  

Ранее анализ выявленных генов, кодирую-
щих белки класса интерналинов, в том числе 
inlА, показал, что среди 59 исследованных 
штаммов, выделенных преимущественно от 
сельскохозяйственных животных на территории 
бывшего СССР, превалирующим является ал-
лель 4 гена inlA [14]. В настоящем исследовании 
при скрининге 20 штаммов L. monocytogenes 
выявлены четыре аллельных варианта гена 
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inlA. Доминирующим являлся аллель 4, который 
обнаружен у 70 % изолятов (рис.). В связи с 
этим подбор праймеров для представления 

протокола в настоящем исследовании произво-
дился на основе аллеля 4 участка гена, коди-
рующего интерналин А. 

 
Распространение аллелей участка гена inlA исследованных штаммов L. monocytogenes 

 

Оценка специфичности разработанного 
протокола по детекции патогенных видов 
бактерий рода Listeria. С помощью программы 
ClustalX2 было проведено сравнение участка 
гена inlA для амплификации в системе ПЦР-РВ с 
другими аллельными вариантами. Фрагмент, ог-
раниченный выбранными праймерами, включал 
в себя 149 пар нуклеотидов и являлся консерва-
тивным для всех аллельных вариантов гена ин-
терналина А у штаммов L. monocytogenes. Уни-
кальный для L. ivanovii фрагмент гена smcL имел 
длину 128 пар нуклеотидов (табл. 2). 

Для оценки специфичности на основе генов 
smcL и inlA использовали штаммы нескольких 
видов листерий (L. ivanovii и L. monocytogenes, 

L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri), а также 
изоляты других родов бактерий (табл. 3). При 
амплификации в системе ПЦР-РВ с участком 
гена smcL реакция прошла положительно со 
всеми исследуемыми штаммами L. ivanovii 
(табл. 3). Полученные данные позволяют сде-
лать вывод, что разработанный протокол по 
детекции L. ivanovii является видоспецифич-
ным. При постановке аналогичной реакции с 
участком гена inlA реакция прошла положитель-
но как у L. monocytogenes, так и у других видов 
листерий. Однако отрицательный результат у 
бактерий других родов подтверждает высокий 
уровень специфичности детекции генома лис-
терий.

Таблица 3 
Специфичность подобраных праймеров для детекции  

L. monocytogenes и L. ivanovii 
 

Штамм 
Праймеры  

для inlA 
Праймеры  
для smcL 

1 2 3 

Listeria monocytogenes ATCC 19115 + – 

Listeria monocytogenes К-23 + – 

Listeria monocytogenes 3453 + – 

Listeria ivanovii NCTC 11846 + + 

Listeria ivanovii ATCC 19119 + + 

Listeria ivanovii 7842 + + 

Listeria innocua 6A + – 

Listeria innocua NCTC 11288 + – 

Listeria innocua SLCC 3379 + – 
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Окончание табл. 3 

1 2 3 

Listeria seeligeri SLCC 5921 + – 

Listeria welshimeri + – 

Esсherichia blattae – – 

Citrobacter freundii – – 

Salmonella enterica – – 

Bacillus subtilis ATCC 3366 – – 

 
Низкий уровень видоспецифичности при по-

становке амплификации с геном inlA подтвержда-
ет данные Rossi F. [15], что фактор вирулентности 
L. monocytogenes inlA может присутствовать также 
у штаммов L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri и L. 
seeligeri. Кроме того, консервативные области inlA, 
выбранные в качестве мишени, могут отражать 
консерватизм белков семейства интерналинов у 
рода Listeria, таким образом, представленные ре-
зультаты могут быть связаны с особенностями 
нуклеотидных последовательностей лейцин-
богатых повторов, которые характеризуют семей-
ство интерналинов [13]. 

Определение чувствительности. Для опре-
деления аналитической чувствительности выяв-
ления генов smcL и inlA методом ПЦР-РВ на ос-
нове подобранных условий использовали серию 
разведений референтных штаммов L. ivanovii 
«ATCC 19119» и L. monocytogenes «ATCC 19115». 
В результате установлено, что при максимальной 
концентрации образцов L. ivanovii (3×108 м.т/мл) 
фрагмент гена smcL детектировался на 24-м цик-
ле, а минимальный порог обнаружения наблю-
дался на 39-м цикле при 3×103 м.т/мл. При содер-
жании в образце от 3×102 и 3×101 м.т/мл накопле-
ния продукта амплификации не происходило. Та-
ким образом, чувствительность детекции L. 
ivanovii составила 3×103 м.т/мл. Применительно к 
L. ivanovii представленный метод является уни-
кальным, поскольку в настоящее время не пред-
ставлено ПЦР наборов для идентификации этого 
вида микроорганизмов. 

Для бактерий вида L. monocytogenes проме-
жуток детекции находился в пределах 22–35-х 
циклов амплификации при различных концен-
трациях от 3×108 до 3 × 102 м.т/мл. Установлен-
ное значение для L. monocytogenes не уступает 
заявленным в ПЦР наборах для выявления 
данной патогенной бактерии, представленных 
на российском рынке.  

 

Выводы 
 

1. Установлены участки генов-мишеней для 
амплификации специфическими праймерами 
гена smcL, кодирующего фермент сфингомие-
линазу С L. ivanovii и гена inlA, кодирующего 
белок интерналин А L. monocytogenes.  

2. Подобраны оптимальные условия для 
проведения ПЦР в реальном времени при де-
текции участков генов-мишеней. Рабочая кон-
центрация праймеров составила 7 пмоль/мкл, а 
температура отжига 58 °С.  

3. Определен порог чувствительности выяв-
ления возбудителей листериоза при помощи 
ПЦР в реальном времени. Для L. ivanovii мини-
мальная концентрация при детекции составила 
3×103 , а для L. monocytogenes – 3×102 бактери-
альных клеток в 1 мл.  

4. Определена специфичность подобранных 
праймеров для обнаружения бактерий рода 
Listeria методом ПЦР в режиме реального вре-
мени. Установлено, что родовая специфичность 
праймеров для гена inlA составляет 100 % сре-
ди исследованных микроорганизмов, видовая 
специфичность праймеров для гена smcL также 
составила 100 % для вида L. ivanovii. 
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