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Статья посвящена вопросу разработки мультиплексной ПЦР в режиме «реально-
го времени» для генетической дифференциации патогенных видов листерий, являющихся 
причиной пищевого листериоза. Авторами показано, что использование праймеров и флуо-
ресцентных зондов с красителями R6G и Fam, фланкирующих фрагмент гена prfA позволя-
ет проводить детекцию бактерий видов Listeria monocytogenes и Listeria ivanovii.

введение
На сегодняшний день листериоз имеет 

эпидемиологическое и эпизоотологическое 
значение не столько как классическая но-
зологическая единица, характеризующаяся 
традиционными инфекционными показа-
телями, связанными с инфекционной бо-
лезнью овец и, как следствие, теоретически 
возможным заражением специалистов по 
профессиональным показателям (живот-
новоды, ветеринарные врачи), а в первую 

очередь как пищевая инфекция людей [1]. 
Рассмотрение листериоза в данном ракурсе 
можно объяснить как биологическими осо-
бенностями листерий, так и появившимся в 
последнее время широким спектром про-
дуктов питания человека, в том числе расти-
тельного происхождения [2].

Повышение жизненного уровня лю-
дей, улучшение медицинского обслужива-
ния привело к увеличению продолжитель-
ности жизни и понижению детской смерт-
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ности, что повлекло за собой (по сравнению 
с серединой 50-х годов ХХ века) расширение 
спектра людей, входящих в первую группу 
риска – люди с пониженным иммунитетом, 
недоношенные дети, ВИЧ-инфицированные 
больные, люди, перенесшие пересадку ор-
гана и принимающие иммунодепрессанты.

Комплекс биологических свойств ли-
стерий, обусловленный в первую очередь 
сапрофитной природой (способность суще-
ствовать и размножатся в температурном 
диапазоне от +4ºС до –20ºС – в условиях 
хранения в холодильниках) и высокой ви-
рулентностью (до 62% у людей первой груп-
пы риска), выводит данный микроорганизм 
в группу наиболее коварных, а инфекцию 
наименее прогнозируемых [1, 2].

Для листерий характерна слож-
ная таксономическая структура. В насто-
ящее время род Listeria включает 7 ви-
дов: L.monocytogenes, L.ivanovii, L.grayi, 
L.murrayi, L.innocua, L.seeligeri, L.welshimeri.  
Установлено, что наибольшую опасность 
для человека представляют листерии вида 
L.monocytogenes, в связи с этим существую-
щие методы и тесты направлены на выявле-
ние бактерий именно этого вида с целью ис-
ключения в пищевом сырье и продуктах пи-
тания. Фенотипические свойства листерий 
видов L L.ivanovii, L.grayi, L.murrayi, L.innocua, 
L.seeligeri, L.welshimeri недостаточно опре-
делены, а по некоторым показателям ана-
логичны бактериям L.monocytogenes, что 
может приводить к неточной идентифика-
ции, а значит, и к ошибочному заключению 
по экспертной проверке пищевого сырья (и/
или продуктов питания), рекомендации к 
уничтожению или перевода его в категорию 
непищевого.

Основными средствами диагностики 
листериоза в России являются бактериоло-
гические методы, требующие значительных 
трудовых и временных затрат. Поэтому остро 
встает задача создания современных экс-
прессных высокочувствительных и специфич-
ных средств и методов индикации и иденти-
фикации листерий различных видов [3]. 

Одним из путей преодоления ука-
занных трудностей является разработка и 
использование систем на основе методов 
выявления генома возбудителя с исполь-
зованием полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) [4, 5, 6, 7]. Данный подход позволит 
идентифицировать присутствие возбудите-
ля листериоза в пищевом сырье и продуктах 
питания [8, 9, 10].

Цель исследований - разработка муль-
типлексной ПЦР в режиме «реального вре-
мени» для генетической дифференциации 
патогенных видов листерий

объекты и методы исследований
Работа была выполнена на базе отде-

ла молекулярной биотехнологии кафедры 
микробиологии, вирусологии, эпизоотоло-
гии и ветеринарно-санитарной экспертизы 
Ульяновской ГСХА им П.А. Столыпина. 

В работе использованы штаммы 
L.monocytogenes, L.ivanovii, L.innocua, 
L.grayi, L.murrayi из музея кафедры. Для 
выделения ДНК использовали «ДНК–сорб–
АМ» («ИнтеЛабСервис», Москва), в основе 
метода лежит лизис бактериальных кле-
ток, сорбция ДНК на силикагеле и отмывка 
ДНК спиртово-солевым буфером. В рабо-
те были использованы олигонуклеотиды 
LMC-f TCGATTAACGGGAAGCTCGG, LMC-r 
AACAGCTGAGCTATGTGCGA, LIV-f GCTCAGA-
TATCACGCAGCTT, LIV-r AGCTGTCCGCAAATA-
GAACCT и флуоресцентные зонды LMC-oli-
go  TGCAGGAGTTAGGCTATTCAAGCGGT  - R6G-
BHQ2, LIV-oligo TCCAAGCTTTGCAAAAGCAA-
GTTTCA - Fam-BHQ1. Для амплификации в 
работе использовали «Набор реагентов для 
проведения ПЦР-РВ с Taq–ДНК–полимера-
зой и ингибирующими активность фермен-
та антителами» (состав набора: дезоксину-
клеозидтрифосфаты, 2.5 мМ, 500 мкл; 10–
кратный ПЦР буфер, 500 мкл; МgCl2, 25 мМ, 
500 мкл; Taq ДНК–полимераза с ингибиру-
ющими активность фермента антителами, 
5 Е/мкл, 50 мкл; деионизированная вода, 
2х1,7 мл.) («Синтол», Москва), а также де-
тектирующий амплификатор ДТ-96 («ДНК-
Технология», Москва).

результаты исследований 
Для бактерий вида L.monocytogenes 

были определены несколько участков генов, 
среди которых видоспецифичным оказался 
prfA, фланкирующий протеин-регулятор ли-
стериолизина, а для бактерий вида L.ivanovii 
видоспецифичным оказался участок гена, 
кодирующего протеин позитивной регуля-
ции листериолизина.

В системе BLAST ресурса NCBI Gene-



45

ВЕ
СТ

НИ
К

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

Bank нами были определены полные ну-
клеотидные последовательности участков 
генов для молекулярно-генетической иден-
тификации и дифференциации вышеуказан-
ных микроорганизмов.

После дизайна праймеров, были опре-
делены олигонуклеотидные зонды с вклю-
чением флуоресцентных меток, индиви-
дуальных для L.monocytogenes и L.ivanovii. 

Так, флуоресцентный сигнал, свидетельству-
ющий об амплификации специфического 
фрагмента генома L.monocytogenes, детек-
тируется по каналу Hex (краситель R6G), а 
L.ivanovii по каналу Fam (краситель Fam).

По данным ряда предварительных 
экспериментов по оптимизации протокола 
проведения ПЦР нами была составлена про-
грамма амплификации для термоциклеров 
с детекцией в режиме «реального времени» 
(табл. 1).

Для подтверждения видоспецифич-
ности работы праймеров в эксперименте 
были использованы штаммы бактерий ви-
дов L.innocua, L.grayi, L.murrayi. Результаты 
обработки данных экспоненциального ро-
ста флуоресценции по каналам Fam и Hex 
отражены в табл. 2.

таблица 1 
Программа для амплификации днк

№ 
цик-
ла

Шаг Темпе-
ратура

Дли-
тель-
ность

Де-
тек-
ция

Коли-
чество 
повто-

ров
1 1 95˚С 5 мин 1

2
1
2
3

95˚С
55˚С
72˚С

10 сек
20 сек
10 сек

* 40

3 1 72˚С 2 мин 1

таблица 2 
сt fam/hex при rt-pcr проб с содер-

жанием днк L.monocytogenes, L.ivanovii, 
L.innocua, L.grayi, L.murrayi

№ 
лун-
ки

Идентификатор пробирки Cp, 
Fam

Cp, 
Hex

A1 L.ivanovii.5a (Lister) 25,8
A2 L.ivanovii.5b (Lister) 30,2
A3 L.innocua.6a (Lister)
A4 L.innocua.c-644 (Lister)
A5 L.grayi. (Lister)
A6 L.murrayi. (Lister)
A7 L.monocytogenes.k-1 (Lister) 23,5
A8 L.monocytogenes.11944 (Lister) 25,6
B1 L.monocytogenes.9-130 (Lister) 20,4
B2 L.innocua.1 (Lister)
B3 L.monocytogenes.9-127 (Lister) 23,4
B4 L.monocytogenes.9-72 (Lister) 22,1
B5 L.monocytogenes.10522 (Lister) 25,2
B6 L.monocytogenes.766 (Lister) 22,6
B7 L.monocytogenes.139 (Lister) 23,0
B8 L.monocytogenes.9-72 (Lister) 26,2
C1 К+_L.ivanovii. (Lister) 25,9
C2 К+_L.monocytogenes. (Lister) 26,6
C3 К- (Lister)

рис. 1 – кривая роста флуоресцентно-
го сигнала по каналу fam

рис. 2 – кривая роста флуоресцентно-
го сигнала по каналу hex
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При проведении ПЦР в процессе экс-
перимента наблюдался экспоненциальный 
рост флуоресцентных сигналов по каналам 
Fam и Hex, соответствующих каждому из 
определяемых возбудителей. Результаты 
представлены на рис. 1 и 2.

выводы 
В результате экспериментов нами 

определены праймеры и флуоресцент-
ные зонды с красителями R6G и Fam для 
L.monocytogenes и L.ivanovii соответственно. 
В процессе оптимизации программы ам-
плификации (95°С−5 мин − 1 цикл; 95°С−10 
сек, 55°С−20 сек, 72°С−10 сек − 40 циклов; 
72°С−2 мин − 1 цикл) была доказана спец-
ифичность праймеров и олигонуклеотидных 
зондов для указанных возбудителей. Муль-
типлексный формат ПЦР в режиме «реаль-
ного времени» позволяет проводить одно-
временную амплификацию и детекцию 
L.monocytogenes и L.ivanovii в одной про-
бирке при использовании двухканальных 
термоциклеров (Fam и Hex).
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