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Работа посвящена выделению Listeria monocytogenes из про-
дуктов питания ускоренным методом. При проведении исследо-
вания по данной методике, авторами были выделены листерии из 
пяти образцов.

Исследования проводятся в соответствии с тематическим планом 
научно-исследовательских работ, выполняемых по заданию  

МСХ РФ в 2019 году. 

Введение. L. monocytogenes был выделен из широкого спектра 
продуктов, готовых к употреблению (RTE), и является причиной несколь-
ких вспышек листериоза, связанных с употреблением мяса, птицы, мо-
лочных продуктов, рыбы и овощей [1-4]. Даже когда L. monocytogenes 
изначально присутствует в небольших количествах в пищевых продук-
тах, он может размножаться с различными скоростями при охлажден-
ном хранении в зависимости от типа пищевого продукта, как в аэроб-
ных, так и в анаэробных условиях, адаптироваться к дезинфицирующим 
средствам [5-8].

Материалы и методы исследований. Нами были взяты для ис-
следования пробы от следующих продуктов:

Проба №1 - Фарш говяжий «Черкизово» охлажденный, проба №2 
-  Фарш домашний свино-говяжий охлажденный «Мираторг», проба 
№3 - Голень куриная «Юрма», проба №4- Окорок, проба №5 - Голень 
куриная «Акашево», пробы  №6-№10 - Окорок, контаминированный 
культурой Listeria monocytogenes №56 в концентрации  101 КОЕ-105 КОЕ 
соответственно.
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Проводили выделение Listeria monocytogenes, используя ускорен-
ный метод, предложенный Васильевым Д.А. []. 

Исследуемые пробы измельчали и смешивали со средой нако-
пления, в нашем случае - бульон Фразера (Fraser Broth Base HiMedia 
Laboratories Pvt. Limited) в соотношении 1:8 (1 часть продукта и 8 частей 
среды). Полученную суспензию встряхивали в течение 1 минуты и по-
мещали в термостат при (28±3)°С на 24-48 часов (рис.1).

 При росте листерий на бульоне Фразера отмечается почер-
нение среды, что мы и наблюдали через 24 часа инкубирования во 
всех пробах, но это не дает точного результата выделения Listeria 
monocytogenes. 

Через сутки 1 мл полученной бактериальной суспензии смеши-
вали с 5 мл 0,3 % раствора КОН (растворенного в 5% NaCl), встряхивали 
и через минуту высевали на селективные среды - Оксфорд (Listeria Ox-
ford Medium Base, India) и хромогенный агары (Chromogenic Listeria Agar 
Base TM Media, Rajasthan, India).

Посевы инкубировали при (37±1)°С в течение  24-48 часов.
Через 24 часа наблюдали рост на чашках Петри. В пробе №3 вы-

росли зелено-голубые крупные колонии с шероховатой поверхностью, 
при микроскопировании мазков были обнаружены грамположитель-
ные крупные палочки (бациллы). В пробах №6-№10 наблюдали рост 
росинчатых колоний голубого цвета на хромогенном агаре, на Оксфорд 
агаре выросли мелкие колонии, сероватые, окруженные черным орео-
лом углубленным центром.

 Результаты представлены в таблице 1.
Следующим шагом было приготовление мазков идентичных ко-

лоний для окраски по методу Грама.

Рисунок 1 – Исследуемые пробы в бульоне Фразера
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В пробах №6-№10 нами были обнаружены грамположительные 
короткие палочки с закругленными концами. 

Для точной идентификации культуры Listeria monocytogenes мы 
решили использовать метод ПЦР в режиме реального времени и клас-
сическую ПЦР с электрофоретической детекцией, результаты представ-
лены на рисунках 2-3.

Предполагаемые колонии, относящиеся к роду листерий, подра-
щивали в течение 24 часов при (37±1)°С.

Из суточных бульонных культур отбирали 1,5 мл бактериальной 
взвеси в одноразовые стерильные полипропиленовые пробирки. Цен-
трифугировали при 13000 об/мин. и убирали надосадочную жидкость.

Для выделения ДНК использовали «ДНК–сорб–АМ» («ИнтеЛаб-
Сервис», Москва). Полученный супернатант, содержащий ДНК сразу ис-
пользовали в полимеразной цепной реакции.

Результаты интерпретировали на основании наличия (или отсут-
ствия) пересечения кривой флюоресценции с установленной на соот-
ветствующем уровне (0,05) пороговой линией (treshhold) значения по-
рогового цикла «Сt». 

Образец считали отрицательным, если значение «Сt» по каналу 
Hex для L.monocytogenes отсутствовало (рис.2).

Таблица 1 - Рост на селективных средах при (37±1)°С  
в течение (24±3) ч.

№ пробы Рост на Оксфорд агаре Рост на хромогенном 
агаре

Проба №1 - -
Проба №2 - -
Проба №3 + +
Проба №4 - -
Проба №5 - -
Проба №6 - +
Проба №7 + +
Проба №8 + +
Проба №9 + +
Проба№10 + +

Примечания:
«-» - рост отсутствует
«+» - рост на чашках Петри
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По выбранной нами методике ускоренного выделения листерий 
из пищевого сырья и продуктов питания, предположительные колонии 
бактерий рода листерий, были обнаружены в пробах №6-№10. С помо-
щью полимеразноцепной реакции провели точную идентификацию, и 
выяснили, что в данных пробах содержалась культура L.monocytogenes.

Заключение. Выделили листерии из отобранных проб ускорен-
ным методом используя «Способ выделения листерий из пищевых про-
дуктов // патент № 2068880 (автор Васильев Д.А.)».  Чувствительность 
метода равна 10 КОЕ/ 1 мл. Время проведения исследования до  этапа 
типирования культур - 72 часа.
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The work is devoted to the selection of Listeria monocytogenes from 
food products by an accelerated method. When conducting research on 
this technique, the authors isolated Listeria from five samples.


