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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ  

АГ – антиген 
АТ – антитело 
ГОПМВ – гидролизат отходов производства мясной воды 
ГРМ-агар – питательный агар для культивирования микроорганиз-

мов сухой 
ЗФР – забуференный физиологический раствор 
ИФА – иммуноферментный анализ 
КОЕ – колониеобразующая единица 
МИ – медицинское изделие 
м.к. – микробных клеток 
МПА – мясо-пептонный агар 
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ПАФ – полный адъювант Фрейнда 
ПГ – панкреатический гидролизат 
ПЦР – полимеразная цепная реакция 
РА – реакция агглютинации 
рН – концентрация водородных ионов 
РНГА – реакция непрямой гемагглютинации 
РСК – реакция связывания комплемента 
РФ  Российская Федерация 
СКЛ – питательная среда для культивирования листерий 
сут – сутки 
ЯМР – ядерный магнитный резонанс 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. Листериоз – инфекционное сапро-

зоонозное заболевание человека и животных, вызываемое патогенными ви-

дами листерий, характеризующееся множеством источников и резервуаров 

инфекции, разнообразием путей и факторов передачи возбудителя, полимор-

физмом клинических проявлений, высокой летальностью новорожденных и 

лиц с иммунодефицитом [39, 52, 186, 229]. 

В Российской Федерации заболеваемость листериозом людей офици-

ально регистрируется с 1992 г. В период 2005-2017 гг. уровень заболеваемо-

сти колебался от 0,02 до 0,05 на 100 тысяч населения [43, 86, 87, 92, 128].  

В практике лабораторной диагностики серологические методы иссле-

дования листериоза остаются востребованными для индикации возбудителя. 

Одним из специфичных, надежных и доступных серологических методов об-

наружения возбудителя листериоза является реакция агглютинации (РА), для 

постановки которой необходимы листериозные агглютинирующие сыворот-

ки. Для усовершенствования лабораторной диагностики листериоза необхо-

димо улучшение качества существующих и создание новых медицинских из-

делий (МИ) [71, 72, 88, 94, 127]. 

Одним из основных этапов технологического процесса производства 

сыворотки листериозной агглютинирующей является получение биомассы 

листерий и подбор схемы иммунизации животных-продуцентов. Для выделе-

ния, культивирования, обогащения и идентификации листерий мировые и 

отечественные производители выпускают ряд питательных сред, некоторые 

из которых содержат ингибиторы роста микроорганизмов. При этом коммер-

ческие питательные среды для культивирования не обеспечивают получение 

биомассы Listeria monocytogenes. При конструировании питательных сред 

возникают проблемы доступности, экономичности и качества исходного сы-

рья. Исходя из этого, для микробиологических сред предлагаются разнооб-

разные источники белка. Мясные основы уступают место рыбе и продуктам 

её переработки (килька каспийская, ставрида, хек, сардина и др.) [141]. В ка-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vissing%20NH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31107421
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честве источника белка в производстве питательных сред возможно исполь-

зование панкреатических рыбных гидролизатов [91, 104]. Специалистами 

ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Ро-

спотребнадзора ведутся разработки по получению питательных основ, в том 

числе и из рыбной продукции – сороги (лат. Rutilus rutilus) [62, 63, 129]. Со-

рога, обитающая в прибрежной соровой системе бассейна озера Байкал, яв-

ляется рыбой пониженной товарной ценности и использование ее в качестве 

основ питательных сред экономически целесообразно [41, 56, 85, 109]. 

В связи с этим, разработка технологии получения сыворотки листери-

озной агглютинирующей с использованием сконструированной питательной 

среды для культивирования L. monocytogenes является актуальной задачей в 

лабораторной диагностике листериоза. 

Степень разработанности темы исследования.  

Исследованиями по получению листериозных кроличьих агглютини-

рующих сывороток в СССР и РФ занимались Михайлова Н.А. (1959), Бурен-

кова Л.А. (1962), Огнева Н.С. (1963), Шлыгина К.Н. (1963), Бакулов И.А., 

Котляров В.М., Васильев Д.А. (1968), Егшатян Т.И. (2002), Алиева Е.В. 

(2008) и др., в Европе и США – Seeliger H.P. (1961), Metzger J.F., Smith C.D. 

(1962) и др. [8]. В 2000-х гг. типовые поливалентные и моновалентные (1 и 2 

серотипов) листериозные сыворотки производили в ГНУ Всероссийский 

научно-исследовательский институт ветеринарной вирусологии и микробио-

логии Российской академии сельскохозяйственных наук (г. Покров) [45]. Не-

смотря на имеющиеся технологические разработки, в настоящее время, се-

рийное производство этих препаратов в нашей стране отсутствует. 

В натсоящее время в России для лабораторной диагностики листериоза 

используется латексная тест-система Listeria monocytogenes производства 

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и био-

технологии» (п. Оболенск) (Регистрационный номер медицинского изделия 

РЗН 2013/1304 от 06.12.2013 г.). 
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На момент проведения настоящих исследований в Государственном 

реестре медицинских изделий РФ зарегистрированные сыворотки листериоз-

ные агглютинирующие отсутствуют. 

На отечественном рынке тремя производителями: ФБУН «Государ-

ственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Ро-

спотребнадзора (ФБУН ГНЦ ПМБ, п. Оболенск), ООО Научно-

исследовательский центр фармакотерапии (г. Санкт-Петербург) и НПО «Пи-

тательные среды» (г. Махачкала) представлены питательные среды для обо-

гащения, выделения и идентификации листерий, которые в своем составе со-

держат селективные добавки, замедляющие рост культивируемого штамма. 

Питательные среды для культивирования L. monocytogenes с целью получе-

ния биомассы отсутствуют. 

Цель исследования. Разработать состав питательной среды для куль-

тивирования листерий на основе панкреатического гидролизата сороги и оп-

тимизировать технологию производства сыворотки листериозной для реак-

ции агглютинации. 

Задачи исследования 

1. Подобрать доступные источники белкового сырья из рыбы и морепро-

дуктов для получения панкреатических гидролизатов, изучить их ростовые 

свойства. 

2. Сконструировать питательную среду на основе полученных панкреати-

ческих гидролизатов для культивирования L. monocytogenes 766 при произ-

водстве сыворотки листериозной агглютинирующей. 

3. Оптимизировать схему иммунизации кроликов-продуцентов для полу-

чения специфических стабильных антител. 

4. Подобрать альтернативные стабилизаторы для сохранения основных 

качественных показателей и диагностических свойств сыворотки листериоз-

ной агглютинирующей, определить сроки ее годности. 

5. Разработать технологию производства сыворотки листериозной агглю-

тинирующей. 
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Научная новизна работы  

Впервые, с использованием микробиологических, биохимических ме-

тодов и ЯМР-спектроскопии, показано, что панкреатический гидролизат со-

роги является полноценной питательной основой для культивирования ли-

стерий при конструировании питательной среды. Панкреатический гидроли-

зат сороги содержит аминокислоты (аланин, валин, треонин, аргинин, лизин, 

лейцин, метионин, фенилаланин, глицин, гистидин, тирозин, триптофан), ко-

торые удовлетворяют питательные потребности листериозного микроба. 

Впервые, на основе панкреатического гидролизата сороги, обитающей 

в прибрежной соровой системе бассейна озера Байкал, сконструирована пи-

тательная среда для получения биомассы L. monocytogenes 766, используемая 

в производстве сыворотки листериозной агглютинирующей.  

Впервые разработана оптимальная схема иммунизации кроликов-

продуцентов, позволяющая в короткие сроки (21-22 дня) получить гиперим-

мунную высокоспецифичную сыворотку листериозную агглютинирующую 

без адсорбции гетерологичных антител. 

Впервые, на основе экспериментальных исследований, для стабилиза-

ции сыворотки листериозной агглютинирующей подобрана эффективная 

комбинация стабилизаторов и их концентрации (3 % сахароза и 1 % тиосуль-

фат натрия), позволяющие сохранять препарат в течение 5 лет с титрами ан-

тител (1:400) к L. monocytogenes. 

Практическая значимость и внедрение результатов исследования  

1. Разработана нормативно-техническая документация для производства 

сыворотки листериозной агглютинирующей: технические условия (ТУ 

21.20.23-015-01898090-2018), промышленный регламент (ПР 01898090-015-

17), утвержденные директором ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский 

противочумный институт Роспотребнадзора от 04.05.2017 г., протокол № 10 

и инструкция по применению медицинского изделия (Приложения 1 и 2). 

2. Проведены технические испытания сыворотки листериозной агглюти-

нирующей в ФГБУ «Всероссийский научно-исследовательский и испыта-
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тельный институт медицинской техники» Росздравнадзора, получен прото-

кол технических испытаний от 30.06.2017 г. № П-15-230 и акт оценки резуль-

татов технических испытаний медицинского изделия от 30.06.2017 г. № П-

15-230 (Приложения 3 и 4). 

3. Проведены испытания по чувствительности и специфичности сыворот-

ки листериозной агглютинирующей (серия № 44, 03.2018 г.) с использовани-

ем изолятов Listeria spp., выделенных в РФ в период 2016-2019 гг. на терри-

тории административного центра (г. Москва) и семи субъектов РФ (Москов-

ская, Ярославская, Тверская, Орловская, Белгородская, Ростовская и Воло-

годская области) из объектов окружающей среды (сточные воды, мелкие 

млекопитающие), пищевых продуктов (мясные и рыбные полуфабрикаты), 

биоматериала от больных листериозом (околоплодные воды, ликвор больно-

го менингитом) на базе Референс-центра по мониторингу за листериозом 

(ФБУН ГНЦ ПМБ, п. Оболенск), получены от 29.03.2019 г. протокол и акт 

внедрения, утвержденные директором ФБУН ГНЦ ПМБ (Приложения 5 и 6). 

4. Проведено клиническое испытание МИ «Сыворотка листериозная аг-

глютинирующая сухая для реакции агглютинации» в ФКУЗ Российский про-

тивочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора (г. Саратов), получены от 

17.09.2021 г. протокол № 31 клинических испытаний МИ для диагностики in 

vitro и акт № 31 оценки результатов клинических испытаний медицинского 

изделия для диагностики in vitro (Приложения 7 и 8). 

5. Разработан промышленный регламент (ПР 01898090-020-19) по произ-

водству питательной среды для культивирования листерий, утвержденный 

директором ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора от 14.11.2019 г. (Приложение 9). 

6. Получено положительное решение о выдаче патента на изобретение 

«Питательная среда для культивирования листерий» заявка от 12.01.2015 г. 

№ 2015100675/10(000966).  
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7. Получено свидетельство о государственной регистрации базы данных 

№ 2020621065 «Питательные среды для культивирования, выделения и иден-

тификации листерий» от 25.06.2020 г. (Приложение 10). 

8. Получен патент на изобретение «Питательная среда для получения 

биомассы листерий» от 21.03.2022 г. RU 2767782 С1 (Приложение 11). 

9. Материалы диссертационной работы включены в курс лекций по мик-

робиологии и лабораторной диагностике листериоза в учебном процессе до-

полнительного профессионального образования на базе отдела подготовки и 

усовершенствования специалистов при ФКУЗ Иркутский научно-

исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора (акт внедре-

ния от 14.02.2022 г.). 

10. Разработаны Методические рекомендации по верификации статистиче-

ской достоверности результатов оценки показателей эффективности in vitro 

диагностики, утвержденные директором ФКУЗ Иркутский научно-

исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора, протокол от 

26.10.2021 г. № 5. 

Методология и методы исследования.  

Основой методологии в диссертационной работе явились изучение 

микробиологических и иммунологических подходов в производстве меди-

цинских изделий. Использованы методы лабораторных исследований. Биоло-

гический метод использован при иммунизации кроликов-продуцентов. Бак-

териологические методы применяли для получения бактериальной массы ли-

стерий, определения биологических свойств питательной среды для культи-

вирования листерий. Физико-химические методы использовали при опреде-

лении кислотности (рН), потерь в массе при высушивании, прочности студня 

по Валенту и содержание аминного азота в сконструированной питательной 

среде для культивирования листерий. Серологическим методом определяли 

чувствительность и специфичность сыворотки листериозной агглютинирую-

щей. Протеометрический метод применяли для идентификации тест-штамма 

L. monocytogenes 766. Методом ЯМР-спектроскопии устанавливали амино-
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кислотный состав панкреатических рыбных гидролизатов. Полученные ре-

зультаты обработаны стандартными статистическими методами. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Панкреатический гидролизат сороги по физико-химическим и биологи-

ческим показателям является полноценной белковой основой для питатель-

ной среды для культивировании L. monocytogenes 766. 

2. Питательная среда на основе панкреатического гидролизата сороги для 

культивирования листерий обеспечивает получение биомассы 

L. monocytogenes 766 через 24 ч. 

3. Схема трехкратной иммунизации кроликов-продуцентов комбинирован-

ным (внутривенное и внутримышечное) введением корпускулярного имму-

ногена L. monocytogenes 766 стимулирует выработку стабильных специфиче-

ских антител.  

4. Стабилизирующее действие на сыворотку листериозную оказывают са-

хароза и тиосульфат натрия в концентрациях 3 % и 1 %, соответственно, с 

сохранением биологической активности (чувствительность и специфичность) 

сыворотки листериозной агглютинирующей в течение пяти лет.  

5. Разработана технология производства стабильной гипериммунной высо-

коспецифичной сыворотки листериозной агглютинирующей без адсорбции 

гетерологичных антител. 

Степень достоверности и апробация результатов работы. Степень 

достоверности результатов работы подтверждается достаточным объемом 

экспериментальных исследований, полученных результатов и их статистиче-

ской обработкой. Все исследования проведены в испытательном лаборатор-

ном центре ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный ин-

ститут Роспотребнадзора (аттестат аккредитации №POCC RU.0001.517955), с 

использованием аттестованного оборудования и контрольно-измерительных 

приборов, прошедших метрологическую поверку.  

Материалы диссертационной работы представлены на Межрегиональ-

ной научно-практической конференции молодых ученых и специалистов Ро-
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спотребнадзора «Диагностика, профилактика и эпидемиологический надзор 

за природноочаговыми и другими инфекционными болезнями» (г. Иркутск, 

2018 г.); ІІ Всероссийской научно-практической конференции с международ-

ным участием «Актуальные проблемы болезней, общих для человека и жи-

вотных» (г. Ставрополь, 2017 г.); IІІ Всероссийской научно-практической 

конференции с международным участием «Актуальные проблемы болезней, 

общих для человека и животных» (г. Ставрополь, 2019); Международной 

научной конференции «Современные проблемы зоонозных болезней» (г. 

Улан-Батор, Монголия, 2019); научно-практической конференции «Актуаль-

ные вопросы эпидемиологического надзора за особо опасными и природно-

очаговыми инфекционными болезнями» (Иркутск, 2019); XIII Всероссийской 

научно-практической конференции молодых ученых и специалистов Роспо-

требнадзора «Современные проблемы эпидемиологии, микробиологии и ги-

гиены» (Екатеринбург, 2021); XV Межгосударственной научно-практической 

конференции «Актуальные вопросы обеспечения эпидемиологического бла-

гополучия в трансграничных природных очагах чумы и других опасных ин-

фекционных болезней» (Иркутск, 2021); Международной конференции по 

«Актуальным проблемам зоонозных инфекций» (Улан-Батор, Монголия, 

2021); VI Всероссийской научно-практической конференции "Биотехнология 

в интересах экологии и экономики России» (Улан-Удэ, 2022), а также на 

научных конференциях ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский проти-

вочумный институт Роспотребнадзора (Иркутск, 2018-2022). 

Публикации. Основные результаты исследования представлены в 18 

научных работах, четыре из них в журналах, рекомендованных ВАК для пуб-

ликации результатов на соискание ученой степени кандидата наук. 

Объём и структура работы. Диссертация изложена на 157 страницах, 

иллюстрирована 11 рисунками и 23 таблицами, состоит из введения, обзора 

литературы, раздела «Материалы и методы исследования», двух глав соб-

ственных исследований, заключения, выводов, 11 приложений, списка ис-
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пользованной литературы, включающего 237 источников, в том числе 94 за-

рубежных.  

Место выполнения и личный вклад автора. Работа выполнялась в 

рамках плановой научной темы: «Технология получения питательной среды 

для культивирования листерий и получение агглютинирующей листериозной 

сыворотки» (2016-2017 гг.) (Рег. № НИОКТР АААА-А16-116042710051-2). 

Автором проведен анализ литературных источников по теме исследо-

вания, определена цель работы, осуществлен выбор путей решения задач. 

Основная часть экспериментальной работы (бактериологические, биохими-

ческие, серологические исследования) выполнена автором самостоятельно. 

Диссертант совместно с сотрудниками научно-производственного отдела ин-

ститута принимала участие в подготовке нормативно-технической докумен-

тации на питательную среду для культивирования листерий и сыворотку ли-

стериозную агглютинирующую. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ. СОВРЕМЕННЫЕ АСПЕКТЫ ЛА-

БОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ ЛИСТЕРИОЗА 

 

1.1 Особенности биологических свойств Listeria monocytogenes 

Первые упоминания о возбудителе листериоза обнаруженном у кроли-

ков датированы 1892 г. во Франции [139]. E.G.D. Murray (1926) описал одно-

го из представителей бактерий рода Listeria выделенного при исследовании 

эпизоотии среди лабораторных животных (кроликов и морских свинок) в пи-

томнике Кембриджского университета. Учитывая, что данная болезнь у жи-

вотных характеризовалась моноцитозом, микроорганизму дали название 

Bacterium monocytogenes. J.H.H. Pirie (1927) выделил идентичную бактерию 

из печени песчанок и предложил название рода Listerella, в честь выдающе-

гося хирурга лорда Листера. В 1948 г. принято официальное название Listeria 

monocytogenes в 6-ом издании Руководства Берджи по детерминантной бак-

териологии [175]. 

A. Нюфельдт (1929) впервые выделил культуру листерий из крови че-

ловека с моноцитарной ангиной. В 80-х гг. прошлого столетия отмечался 

рост числа зарегистрированных случаев листериоза в ряде стран Западной 

Европы (Франция, Великобритания, Швейцария, Финляндия) и Северной 

Америки (США, Канада) с числом инфицированных до трехсот человек. За-

болевания людей связаны с употреблением пищевых продуктов животного 

(мягкие сыры, мясные полуфабрикаты, колбасные изделия в вакуумной упа-

ковке, сосиски, сливочное масло и др.) и растительного (овощные салаты, ка-

пуста) происхождения, а также морепродуктов (моллюски, креветки) [42, 

103, 128, 151, 166, 218, 226]. Листериоз, как заболевание преимущественно 

пищевого происхождения, вызывает особый интерес для здравоохранения из-

за тяжести заболевания (менингит, сепсис и аборт), высокой смертности (до 

40 %) и длительности инкубационного периода, который колеблется в широ-

ких пределах от 3 до 70 дней. Кроме того, у людей с хроническими заболева-
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ниями при инфицировании L. monocytogenes происходит нарушение Т-

клеточного иммунитета [46, 65, 145]. 

Листериоз впервые описан в СССР в 1936 г. Т.П. Слабоспицким у сви-

ней, в 1940 г. П.П. Сахаровым и И.С. Истоминым у кроликов. В 1949 г. А.Ф. 

Билибин представил общую симптоматику листериоза и клинику некоторых 

форм менингоэнцефалита у людей [6]. В нашей стране официальная реги-

страция листериоза начата с 1956 г. – у животных и с 1992 г. – у людей [128]. 

Ранее считалось, что из шести широко распространенных видов листе-

рий: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welsimeri, L. grayi 

патогенным для человека и животных являлся только вид L. monocytogenes 

[116, 182, 210]. Однако, позднее были зарегистрированы случаи инфицирова-

ния человека, вызванные L. ivanovii и L. seeligeri [173]. A.D. Hitchins сообщал 

о неоднократных случаях заболевания населения листериозом, вызванным 

L. ivanovii, которая ранее считалась патогенной только для животных [176, 

177, 208]. Позже появились случаи заболевания у людей, причиной которых 

являлись другие виды листерий, ранее считавшиеся непатогенными [206, 

210, 211]. У пациента с острым гнойным менингитом, выделен штамм 

L. seeligeri, впоследствии возникли неврологические заболевания – эпилеп-

сия и гидроцефалия [210]. Во Франции смертельным исходом закончился 

случай септицимии у женщины (62 года) вызванной L. innocua [196]. Также 

были случаи выделения у людей L. welshimeri [146] и L. grayi [206]. 

L. monocytogenes является грамположительным, факультативно-

анаэробным, внутриклеточным патогеном, который вызывает эпидемиологи-

ческие вспышки и спорадические случаи листериоза [148, 154].  

В период с 2015 по 2019 гг., по данным Европейского центра по кон-

тролю за заболеваниями (ECDC) и Европейской службы по безопасности 

продуктов (EFSA) причиной вспышек листериоза в ряде стран Европы (Ав-

стрия, Великобритания, Дания, Финляндия и Швеция) являлось заморожен-

ное зерно кукурузы производства Польша. Летальность составляла 18,8 % от 

общего числа заболеваний. В мае 2018 г. в Швеции произошло несколько 
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случаев заболевания листериозом с летальными исходами, вероятно вызван-

ные употреблением картофельного пюре. 

По данным ВОЗ, неблагополучная эпидемиологическая ситуация по 

листериозу наблюдалась в ЮАР в период с января 2017 г. по июль 2018 г., 

где подтверждено 1060 случаев заболевания среди людей, из них 216 (20,4 %) 

с летальным исходом. В июне 2019 г. в Великобритании подтверждено де-

вять случаев данного заболевания. В США по состоянию на сентябрь 2019 г. 

выявлено 10 заболевших листериозом с одним летальным исходом. В сен-

тябре 2019 г. в Испании подтверждено 222 случая листериоза, трое заболев-

ших умерло [162, 187, 214, 221]. В Швейцарии в мае 2020 г. вследствии упо-

требления полутвердых сыров «Käserei Vogel AG» произошла вспышка ли-

стериоза, заболело 11 человек с двумя летальными исходами. В марте 2020 г. 

в США при употребления в пищу грибов эноки, заболело 36 человек, четверо 

умерло [28]. 

В Российской Федерации заболеваемость листериозом у людей офици-

ально регистрируется санитарно-эпидемиологической службой и Министер-

ством здравоохранения с 1992 г. В период с 2005 по 2017 гг. на территории 

РФ заболеваемость регистрировалась преимущественно среди взрослого 

населения – 75,78 %, детей – 24,22 %, в том числе новорожденных – 6,25 %. 

По статистическим данным в эти годы наблюдается увеличение доли тяжё-

лых и среднетяжёлых форм листериоза до 47,0 % [57]. В 2018 г. отмечался 

рост заболеваемости листериозом на 44,4 %, болезни подвержены беремен-

ные, дети неонатального возраста и лица от 41 до 96 лет с отягощенным 

анамнезом другими заболеваниями и иммунодефицитными состояниями [61]. 

Листерии распространены в окружающей среде (почве, воде, придон-

ном иле и растениях), способны выживать и размножаться в широком диапа-

зоне температур и кислотности, выдерживать замораживание, высушивание, 

присутствие высоких концентраций натрия хлорида (10-20 %) [22]. 

Листерии культивируются в температурном диапазоне от 1,0 до 46,5 °С 

и рН среды от 4,0 до 9,6, выдерживают низкие температуры и способны раз-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scobie%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30528872
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scobie%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30528872
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множаться при 4-6 °С в почве, воде, на растениях и в секционном материале. 

В пищевых продуктах (молоко, масло, сыр, мясо и др.) листерии размножа-

ются при температуре холодильника 4-6 °С, а при прогревании при 70 °С по-

гибают через 20-30 мин, при 100 °С – через 3-5 мин; инактивируются при об-

работке растворами формалина (0,5-2,0 %), хлорамина (3-5 %) и другими 

дезинфицирующими средствами со сроками экспозиции от 10-60 мин [65, 11, 

101, 87]. На питательных средах листерии могут расти в температурном диа-

пазоне от -4 до +50 °С, оптимум составляет +37 °С [164, 230, 236]. 

Листерии устойчивы в 20 % растворе натрия хлорида и при этом не 

утрачивают способности к размножению [170]. При использовании комбини-

рованного действия физических (температура +45 °С) и химических (20 % 

натрия хлорид и др. химических соединений, используемых в производстве 

пищевых продуктов) факторов происходит элиминация листерий [59, 163].  

Установлена способность листерий проникать из почвы в вегетативные 

органы растений через корневую систему и сохраняться там в высокой кон-

центрации [67, 99, 127]. В связи с этим возможно заражение листериозом жи-

вотных через инфицированные сельскохозяйственные корма. В Ирландии 

данное заболевание получило название «силосная болезнь» [175]. В исследо-

ваниях А.А. Власова (2009) определена высокая выживаемость листерий при 

искусственной контаминации ими проростков овса, что говорит о культиви-

руемом состоянии популяции бактерий в растениях [27]. 

Известно, что одним из механизмов адаптации L. monocytogenes являет-

ся способность к существованию и размножению в составе биопленок под 

влиянием абиотических (замораживание, высушивание и т.д.) и биотических 

факторов [120, 190, 234]. К биотическим факторам среды, способствующим 

выживанию листерий, относятся биоценоз с сапротрофными микроорганиз-

мами в продуктах питания, в морских экосистемах с простейшими, водорос-

лями, членистоногими и червями [15, 19, 44, 237]. Листерии способны фор-

мировать биопленку как в организме носителя, так и во внешней среде [106, 

193]. По данным ряда авторов, биопленкообразование L. monocytogenes воз-
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можно на продуктах питания при низких положительных температурах [33, 

106, 118, 119, 189, 204]. Определена способность к образованию биопленок 

L. monocytogenes, относящихся к I и II филогенетическим линиям, как в мо-

нокультуре, так и в консорциуме с бактериями вида Bacillus pumilus на стекле 

[23, 167]. Растения, синтезирующие гидрофильные аминокислоты, углеводы, 

фитогормоны, ферменты и др., также могут способствовать образованию 

биопленок листерий на поверхностных структурах растительных тканей [34]. 

Ю.Г. Костенко (1997), S.C. Foong (2004) полагали, что листерии, обита-

ющие в почве, при неблагоприятных абиотических и биотических условиях 

способны переходить в некультивируемое состояние на питательных средах, 

что исключает их обнаружение бактериологическим методом [59, 168]. Ли-

стерии, находящиеся в покоящейся форме, могут длительное время суще-

ствовать в почве в высоких концентрациях, а при изменении условий спо-

собны к реверсии в вегетативные формы [32, 110]. В исследованиях A. 

Locatelli (2013), анализ выживаемости бактерий показал, что 

L. monocytogenes способна сохраняться до 84 суток в 71 % исследованных 

почв, в остальных почвах (29 %) наблюдалась лишь кратковременная выжи-

ваемость (до 14 дней). Также обнаружено, что эндогенная микробиота почвы 

может снизить выживаемость L. monocytogenes, особенно в щелочных почвах 

(pH > 7), тогда как в кислых, коэффициенты выживаемости в стерилизован-

ных и нестерилизованных образцах статистически не различались [183]. 

Тяжёлое течение листериоза, а иногда и летальные исходы, объясняют-

ся тем, что листерии – внутриклеточные паразиты. Для ученых представляет 

интерес изучение внутриклеточного паразитизма на примере листерий, по-

скольку, бактерии этого вида являются одной из популярных моделей с по-

мощью которых исследуют данный феномен [201, 217]. Листерии способны 

проникать в большинство клеток-хозяев, включая эпителиальные клетки, ге-

патоциты, фибробласты, эндотелиальные клетки и даже макрофаги [161], 

также способны выживать и размножаться внутри фагоцитов, уклоняясь от 

атак со стороны антимикробных факторов [30]. 
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Основными путями передачи листериозной инфекции являются: али-

ментарный (пищевой), контактный, аэрогенный, трансмиссивный, перина-

тальный, так же описаны случаи передачи возбудителя половым путем [102, 

137]. 

При пищевом пути инфицирования, бактерии из кишечника попадают в 

кровоток и распространяются по всему организму, поражая преимуществен-

но печень и головной мозг [13, 140]. L. monocytogenes способна преодолевать 

эпителий кишечника, гематоэнцефалический и плацентарный барьеры, вы-

зывая тяжелые системные заболевания [148]. 

Клетка бактерии состоит из воды на 70,0-80,0 % от общей массы, 

остальное приходится на долю сухого вещества. Около половины сухого ве-

щества клетки бактерий составляют белки (52,0 %), в меньшей доле углеводы 

(17,0 %), липиды (9,0 %), РНК (16,0 %), ДНК (3,0 %) и минеральные веще-

ства (3,0 %). Некоторые бактериальные белки являются антигенами и токси-

нами бактерий. Полисахариды входят в состав некоторых капсул и клеточной 

стенки, также принимают участие в формировании антигенов [68].  

L. monocytogenes содержит клеточную стенку, образованную много-

слойным пептидогликаном, с которым ковалентно связаны тейхоевые кисло-

ты. Также имеются липотейхоевые кислоты гидрофобно связанные с цито-

плазматической мембраной [203]. Эти полимеры участвуют в регуляции де-

ления бактерии и в адгезии на клетках организма при инфицировании [98]. 

Пептидогликан является платформой, на которой закрепляются по-

верхностные белки. Бактериальные поверхностные белки представляют со-

бой разнообразную группу молекул, участвующих в различных важных про-

цессах, таких как рост бактерий, восприятие и защита от стрессов окружаю-

щей среды, адгезия, вторжение в клетку-хозяина, передача сигналов и взаи-

модействие с иммунной системой. Сходство с грамотрицательными бактери-

ями, такими как Escherichia coli является одной из характеристик пептидо-

гликана листерий [203, 212]. Это полимер чередующихся звеньев дисахарида 
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N-ацетилмурамовой кислоты (MurNAc)-(β-1,4)-N-ацетилглюкозамина (Glc-

NAc), сшитых пептидными мостиками [160].  

Вторичные полимеры клеточной стенки L. monocytogenes содержат: 

тейхоевые кислоты, которые ковалентно связаны с пептидогликаном и липо-

тейхоевой кислотой, которые встроены в плазматическую мембрану диа-

цилглицеролипидом [191]. Эти полимеры выполняют важные функции в го-

меостазе катионов металлов, закреплении поверхностных белков и транспор-

те ионов, питательных веществ и белков, и являются главными детерминан-

тами поверхностной иммуногенности, составляя основную часть разнообра-

зия серотипов, известных у L. monocytogenes [144, 185]. При изучении L. 

monocytogenes определили связь между ее вирулентностью и d-

аланилированием липотейхоевой кислоты. Общий заряд липотейхоевых кис-

лот является важным фактором адгезии. Инактивация гена dlt у L. 

monocytogenes, приводит к потере остатков d-аланина липотейхоевой кисло-

той, что весьма ослабляет вирулентность микроорганизма, т.е. происходит 

увеличение плотности отрицательного заряда поверхности, что вызывает 

ослабление адгезии клеток [144]. 

Листериозная мембрана имеет толщину 9 нм и состоит из белка (55,0-

60,0 %), липидов (30,0-35,0 %) и углеводов (1,3-2,3 %) (глюкоза, галактоза, 

рибоза и арабиноза) [172]. Липиды состоят на 80,0-85,0 % из фосфолипидов 

(фосфатидилглицерин, дифосфатидилглицерин и фосфогликолипид) [228]. В 

составе жирных кислот мембраны L. monocytogenes в большей степени пре-

обладают жирные кислоты с разветвленной цепью (> 90 % от общего содер-

жания жирных кислот) [147].  

В настоящее время L. monocytogenes представляет собой один из 

наиболее хорошо изученных и охарактеризованных моделей внутриклеточ-

ного паразитизма. Поэтому основными этапами внутриклеточного парази-

тизма, являются взаимодействие специфических рецепторов между эукарио-

тической клеткой и листериями; активация фагоцитоза, вследствие чего, бак-

терия оказывается в первичной фагосоме, покрытая однослойной мембраной; 
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затем происходит лизис первичной вакуоли; деление эукариотической клетки 

в цитоплазме; после чего происходит процесс образования актина, необхо-

димого для продвижения микроорганизма по цитоплазме; далее происходит 

проникновение в расположенную рядом клетку за счет «продавливания» 

мембраны и образование инвагинации в соседней клетке; растворение вто-

ричной вакуоли, которая окружена двойной мембраной; в результате начина-

ется новый цикл деления, начинающийся в соседней клетке [128]. 

Важную роль при взаимодействии листерий с эукариотической клеткой 

играет целый ряд поверхностных белков и биологически активных молекул. 

Каждый этап внутриклеточного паразитизма L. monocytogenes связан с про-

дукцией определенного фактора патогенности. Большинство изученных фак-

торов патогенности имеют белковую природу, которые обладают метаболи-

стической (в частности ферментативной) активностью. К наиболее важным 

факторам патогенности листерий относится листериозин О (LLO), играющий 

решающую роль в выходе бактерий из фагосомного компартмента и пред-

ставляет собой экзотоксин, кодируемый геном hly, при нарушениях в кото-

ром происходит потеря гемолитической активности и вирулентности у 

L. monocytogenes. 

К факторам патогенности L. monocytogenes относят ферментные суб-

станции: фосфатидилинозитолспецифичная фосфолипаза А (PlcA), которая 

учавствует в лизисе мембраны вакуольной фагосомы и фосфатидилхолин-

специфичная фосфолипаза В (РlcC) обладает гемолитической активностью. 

Так же к факторам патогенности относятся поверхностные белки: интерна-

лин А (inl A) участвует в инвазии эпителиальных клеток и интерналин В (inl 

B) необходим для инвазии гепатоцитов. Внеклеточный белок Р60 – муреин-

гидролаза имеется у всех видов листерий, вовлечен в инвазию клеток млеко-

питающих и экспрессируется в процессе размножения листерий в клетках 

человека или животных. Поверхностный белок клеток ActA способствует пе-

ремещению листерий в цитоплазме эукариотической клетки и проникнове-

нию в соседние клетки. Полипептид металлопротеаза (mpl) переводит неак-
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тивную форму лецитиназы (33 кДа) в активную (29 кДа). Активация генов 

патогенности листерий возможна только в результате возникновения сразу 

нескольких внешних сигналов, которые поступают при попадании микроба в 

эукариотический организм [65, 128, 82, 216]. 

Достаточно хорошо изучены факторы патогенности листерий, которые 

играют ключевые роли на разных ступенях бактериального процесса; генов, 

определяющих их синтез; а также механизмов регуляции их экспрессии. 

 

1.2 Антигенная структура листерий  

Серотипирование является основным методом определения внутри-

родовой структуры рода Listeria. Первая антигенная листериозная схема раз-

работана более 80 лет назад J.St. Paterson (1939), который описал первые че-

тыре серовара. J. Donker-Voet (1972) расширила серологическую структуру 

листерий, дополнив сероварами 4с, 4d, 4е, 1а, 3а, позже были добавлены 6 и 

7. H.P.R. Seeliger (1979) проводя анализ О-антигенов листерий, выделил их в 

4-ый тип – подтипы 4а и 4в. Болгарский ученый И.И. Иванов (1962) выделил 

от абортированных овец атипичные штаммы листерий, обладающие выра-

женной гемолитической активностью и наличием нового соматического ан-

тигена (серовар 5) и отнес их к виду L. bulgarica. Позднее переименовали в L. 

ivanovii [65].  

Изучая листериозные культуры, H.P.R. Seeliger обнаружил группу 

штаммов, которые отличались по Н-антигену, и выделил их в вид L. gray. 

Далее, в период с 1965 по 1980 гг., проводя серотипирование выделенных 

штаммов листерий, он определил, что часть из них не обладала патогенными 

и гемолитическими свойствами, и характеризовалась определенными анти-

генными свойствами (серовары 6a и 6b), которым дано название L. innocua 

[215]. 

Антигенная структура рода Listeria состоит из 16 серологических вари-

антов (1/2а, 1/2b, 1/2с, 3а, 3b, 3с, 4а, 4аb, 4b, 4с, 4d, 4е, 7, 5, 6а, 6b) на основе 

соматических (O) и жгутиковых (H) антигенов. В отечественной классифика-
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ции подразделяется на первую группу серовариантов – 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 

3c и вторую – 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7, 5, 6а и 6b [10, 65, 75]. 

Известно, что вид L. monocytogenes имеет сложную антигенную струк-

туру и делится на 13 серовариантов (1/2а, 1/2b, 1/2с, 3а, 3b, 3с, 4а, 4аb, 4b, 4с, 

4d, 4е, 7) [215, 127]. Около 90 % всех случаев заболеваний листериозом при-

ходится на штаммы L. monocytogenes трех серовариантов – 1/2a, 1/2b и 4b [45, 

224, 231, 232, 235]. При этом штаммы сероварианта 4b в основном встреча-

ются при эпидемических вспышках листериоза, а сероварианты 1/2a и 1/2b 

при спорадических случаях инфицирования L. monocytogenes [155]. Листерии 

сероварианта 4b более адаптированы к размножению в клетках млекопитаю-

щих, чем штаммы сероварианта 1/2 [45, 127].  

Проведенные зарубежными учеными молекулярно-генетические ис-

следования показали, что изоляты L. monocytogenes образуют структуриро-

ванную популяцию, состоящую из четырех эволюционных ветвей (I, II, III и 

IV) с разными, но пересекающимися экологическими нишами. Впервые J.C. 

Piffaretti et al. (1989) описаны серотипы L. monocytogenes в виде двух филоге-

нетических линий (I и II). Филогенетическая линия I включает четыре серо-

варианта (1/2b, 3b, 3c, 4b), изолированные из различных источников, в том 

числе от человека, линия II содержит три сероварианта (1/2a, 1/2c, 3a), выде-

ленные из окружающей среды и пищевых продуктов [199]. Большинство 

вспышек листериоза у людей связано с изолятами линии I. Штаммы линии II 

часто обнаруживают в окружающей и сельскохозяйственной среде и пище-

вых продуктах, а также выделяют у заболевших листериозом людей и жи-

вотных [153]. В 1995 г. O.F. Rasmussen предложил III линию, в которую вхо-

дили три сероварианта (4a, 4b, 4c), большинство изолятов выделены от жвач-

ных животных [207]. В 2006 г. A.J. Roberts определил линию IIIв, а в 2008 г. 

T.J. Ward переименовал ее в IV линию с тремя серотипами (4a, 4b, 4c) [209]. 

Штаммы линий III и IV редко встречаются и преимущественно изолированы 

от больных животных [194]. 
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При этом, закономерности между серологическими вариантами выде-

ляемых штаммов и биологическим типом хозяина, а также формой заболева-

ния не выявлены. Кроме того, серотипы листерий не являются видоспеци-

фичными и могут быть общими одновременно для нескольких видов, исклю-

чение составляет серовар 5, характерный только для L. ivanovii [54]. В связи с 

этим возможно получение ложноположительного или ложноотрицательного 

результата серологического метода исследования в лабораторной диагности-

ке листериоза. В этом аспекте необходимо дальнейшее изучение антигенной 

структуры и генома бактерий рода листерий, а также разработка более спе-

цифичных медицинских изделий для диагностики возбудителя. 

 

1.3 Получение листериозных агглютинирующих сывороток  

Серологическая идентификация микроорганизмов основана на взаимо-

действии антигенов микробной клетки с соответствующими им антителами, 

содержащимися в иммунной сыворотке. Реакция между антигеном и антите-

лом определяет характер их взаимодействия: агглютинация, преципитация, 

бактерилиоз и т.д. Одной из наиболее распространенных является реакция 

агглютинации [66, 77, 112, 117].  

В производстве агглютинирующих сывороток важными моментами яв-

ляются подбор животных-продуцентов, разработка схемы иммунизации (без-

опасные и эффективные дозы антигена, способы и кратности его введения, 

интервалы между инъекциями и т.д.), стабильность и стандартность полу-

ченного диагностического препарата [69, 117].  

При выборе схем иммунизации животных-продуцентов необходимо 

учитывать возможность возникновения специфической иммунологической 

толерантности к вводимому антигену [124, 134]. 

Разработкой технологий получения листериозных агглютинирующих 

сывороток занимались многие отечественные и зарубежные исследователи 

Н.А. Михайлова (1959), Л.А. Буренкова (1962), Н.С. Огнева (1963), К.Н. 

Шлыгина (1963), И.А. Бакулов, В.М. Котляров, Д.А. Васильев (1968), Т.И. 
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Егшатян (2002), Е.В. Алиева (2008), H.P. Seeliger (1961), J.F. Metzger, C.D. 

Smith (1962) и др. [8]. 

В опытах А.И. Смирнова (1958) после иммунизации кроликов разными 

способами, агглютинины появлялись на 4-7 день, постепенно нарастали и 

достигали максимального накопления к 10-12 дню (1:1600). У эксперимен-

тально инфицированных листериозом овец, И.А. Бакулов (2016) наблюдали 

появление агглютининов на пятый день, максимальное накопление антител 

отмечалось на 10-15 день (1:1600-1:3200), через месяц титр в РА был в пре-

делах 1:25-1:400 [8]. 

В качестве животных-продуцентов используются лошади, бараны, кро-

лики и др., применение которых зависит от поставленных задач производства 

сывороток. Рационально в качестве основного продуцента диагностических 

сывороток использование кроликов, так как уровень нормальных антител у 

них значительно ниже, по сравнению с другими животными (лошади, ослы, 

бараны) [135]. Антитела в кроличьих сыворотках соответствуют группиров-

кам из 2-6 сахаров в молекуле О-антигена. Поскольку таких одинаковых 

группировок в полисахаридах антигенов разных О-групп не встречается, та-

кие сыворотки дают меньше перекрестных реакций, поэтому специфичность 

кроличьих сывороток выше, чем у других животных. Кроме того, у кроликов 

уровень антител после первичного введения антигена быстрее достигает 

максимальных значений и медленнее снижается [3,117, 165, 222]. 

При различных способах введения антигена (подкожно, внутривенно и 

т.д.) в макроорганизм возникает разная интенсивность антителообразования. 

Одной из причин является неодинаковое проявление иммунологической па-

мяти у лабораторных животных. В работах В.И. Курловой (1974), А.Н. Ме-

шаловой (1974), С.И. Елкиной (1974) отмечено, что при энтеральном введе-

нии антигена стимуляция антителообразования у животных наиболее слаба. 

Подкожная иммунизация вызывает менее интенсивное образование антител, 

чем внутрикожная [117]. Общепризнано, что наиболее эффективным являет-

ся внутиривенное введение антигена, позволяющее за сравнительно корот-
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кий период получить высокоактивную сыворотку [78]. На основании произ-

водственного опыта и научных исследований предпочтителен комбиниро-

ванный метод иммунизации животных-продуцентов (например, сочетание 

внутривенной инъекции с подкожной и т.д.) [1]. 

Антитела в крови животных, иммунизированных антигенами листерий, 

появляются после 5-10 дня после введения и нарастают к 15-20 дню. По ис-

течение 30 дней уровень антител снижается и через 60-80 дней в крови жи-

вотных-продуцентов они регистрируются в низких титрах или не обнаружи-

ваются. В опытах Бакулова И.А. (2016) у кроликов при подкожном способе 

иммунизации антитела обнаруживались на 5-9 день и достигали максимума 

на 14-19 день. В зависимости от вводимой дозы, титры антител варьировали 

от 1:100 до 1:1600. При внутривенной иммунизации в крови кроликов анти-

тела появлялись на 5 день, высокие титры в РА отмечались на 10-15 день 

(1:800-1:3200) и через месяц титры были в пределах 1:25-1:400. В сравнении 

с подкожным способом иммунизации, титры агглютининов в крови при 

внутривенном введении антигенов выше и дольше сохранялись на высоком 

уровне [8]. 

По данным А.И. Смирнова (1958), И.А. Попова (1958) и А.Ф. Бабкина 

(1965) после иммунизации кроликов различными способами, в широком 

диапазоне варьировали титры антител, сроки их образования и максимально-

го накопления [8]. 

По технологии получения гипериммунных листериозных сывороток, 

кроликам-продуцентам вводили внутривенно антигены с промежутком в 3-4 

дня. О-сыворотку консервировали 0,5 % раствором фенола, Н (ОН)-

сыворотку – 50 % растворами глицерина или мертиолята натрия в разведе-

нии 1:10000. Монорецепторные сыворотки получали путем их адсорбции со-

ответствующими корпускулярными антигенами. Для этого к осадку микроб-

ных клеток, добавляли сыворотку (1:25), далее выдерживали 24 часа при 

температуре 37 °C и затем 18-20 часов при 4 °C. Адсорбцию повторяли до 
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тех пор, пока не получали отрицательный результат в реакции агглютинации 

с используемым антигеном [8]. 

Влияние ряда факторов на процесс антителообразования изучено доста-

точно полно. В производстве агглютинирующих сывороток при получении 

иммуногена учитывается исходное состояние производственного штамма, 

его морфологические, тинкториальные, биохимические и культуральные 

свойства [50]. Штамм микроорганизма должен обладать хорошо выражен-

ными антигенными и иммуногенными свойствами. Также качество антигена 

зависит от питательной среды и условий культивирования, что необходимо 

для сохранения в S-форме выращиваемой культуры и соответствующего ан-

тигенного комплекса. В сывороточном производстве при получении антигена 

для иммунизации животных-продуцентов используют суточную культуру 

микроорганизмов [97, 113]. Несмотря на большое количество разработок и 

значительные достижения в производстве агглютинирующих сывороток, 

этапы процесса иммунизации требуют дальнейшего изучения и оптимиза-

ции, что позволит получать высокоактивные сыворотки, свободные от пере-

крестнореагирующих антител, тем самым исключить этап адсорбции гетеро-

логичными микроорганизмами и упростить производство МИ. 

 

1.4 Стабилизация диагностических сывороток 

Исследования по улучшению качества иммунобиологических препара-

тов ведутся в разных направлениях. Одним из них является стабилизация по-

лучаемых диагностических сывороток, заключающаяся в сохранении ее 

структурной целостности и биологической активности в течение длительного 

времени. Метод лиофилизации – это широко применяемый способ стабили-

зации в производстве МИ, основанный на предварительном замораживании и 

сублимации продукта при температуре, обеспечивающей щадящее удаление 

свободной и связанной влаги [18, 89]. Лиофилизация считается наилучшим 

способом достижения стабильности качественных показателей диагностиче-

ских сывороток, кроме того создаются оптимальные условия для предотвра-
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щения фрагментации и агрегации белков в процессе хранения и транспорти-

ровки [55].  

С целью сохранения специфических антительных свойств диагностиче-

ских препаратов для стабилизации используют многоатомные спирты, угле-

воды, аминокислоты и т.д. [31, 55]. В исследованиях С.Н. Тюменцева (1993) 

показано, что внесение смеси сахарозы (3 %) и тиосульфата натрия (1 %), пе-

ред фильтрацией готового препарата, заметно повышало стабильность хо-

лерных агглютинирующих сывороток [131]. 

Спектр веществ, используемых для стабилизации, широк и разнообра-

зен. Доказано, что стабилизация иммунобиологических препаратов является 

перспективной и необходимой процедурой при осуществлении технологиче-

ского процесса получения диагностических сывороток. Поэтому подбор ста-

билизаторов для сохранения биологических и физико-химических свойств 

листериозной агглютинирующей сыворотки остается актуальным. 

 

1.5 Питательные потребности листериозного микроба 

Питательные среды играют ключевую роль для обнаружения, выделе-

ния и культивирования листерий. В настоящее время исследования по созда-

нию питательных сред базируются на основе современного уровня знаний 

микробного метаболизма [60]. 

Важным моментом при конструировании сред является учет питатель-

ных потребностей и физиологических особенностей микроорганизма. Для 

процессов роста и размножения микроорганизмы должны получать пита-

тельные вещества в легкоусвояемой форме, необходимые для биосинтеза 

клеточных компонентов. Содержание этих питательных веществ в культу-

ральной среде должно быть в количествах и соотношениях, отвечающих спе-

цифическим потребностям данного микроба [93, 111]. 

Представители рода Listeria не поддерживают рост на минимальных 

питательных средах, так как нуждаются в некоторых питательных веществах 

[198, 213]. Установлено, что при анаэробных условиях рост Listeria spp. под-
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держивают только некоторые гексозы и пентозы, в аэробных условиях, кроме 

того, – мальтоза и лактоза. L. monocytogenes и L. innocua в аэробных условиях 

способны утилизировать глюкозу, лактозу и рамнозу, L. grayi – еще и галак-

тозу, а L. ivanovii и L. seeligeri являются единственными представителями ро-

да Listeria, способными утилизировать ксилозу [200]. Из 15 испытанных ис-

точников углерода (глицерин, арабиноза, рибоза, ксилоза, глюкоза, фруктоза, 

манноза, маннит, фукоза, галактоза, рамноза, мальтоза, лактоза, крахмал, ка-

заминовые кислоты) рост L. monocytogenes поддерживали только глицерин, 

глюкоза, фруктоза и манноза [225]. Доказано, что глюкоза не может быть за-

менена органическими кислотами или аминокислотами, а фруктоза, манноза, 

целлобиоза, трегалоза, мальтоза, глицерин, глюкозамин, N-

ацетилглюкозамин и N-ацетилмурамовая кислота способствуют росту листе-

рий в отсутствие глюкозы [202, 213]. 

Листерии способны разлагать эскулин до эскулетина (6,7-

дигидроксикумарин) и D-глюкозы с помощью фермента β-D-глюкозидазы. 

Питательные среды, содержащие эскулин, используются в лабораторной диа-

гностике для идентификации листерий. Наличие эскулина и цитрата аммония 

железа позволяет подтвердить наличие листерий по почернению среды за 

счет гидролиза эскулина в присутствии ионов железа [58, 197]. 

В начале 1960-х гг. ученые определили вариабельность питательных 

потребностей штаммов листерий внутри вида. При изучении питательных 

потребностей на средах, содержащих минимальный набор аминокислот, ви-

таминов и солей, установлено, что L. monocytogenes не способна синтезиро-

вать все необходимые для ее жизнедеятельности аминокислоты и витамины 

[200, 205, 220, 233]. По данным H.N. Tsai (2003) для роста листерий необхо-

димы метионин и цистеин [225]. 

R.Y. Premarathe (1995) сообщал, что возбудитель листериоза не может 

использовать неорганические источники азота [195]. По другим данным глу-

тамин может быть заменен солями аммония [225]. 
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H.N. Tsai (2003) изучил влияние лимонноамиачного железа и гемина на 

рост L. monocytogenes. По полученным данным эти препараты в концентра-

ции 0,2 мг/мл увеличивали скорость роста микроорганизма и укорачивали 

фазу логарифмического роста. Однако в концентрации 20 мг/мл гемин про-

являл токсический эффект и значительно уменьшал накопление биомассы, 

продлевая фазу логарифмического роста. Стимулирующее действие лимон-

ноамиачного железа на рост L. monocytogenes отмечал R.E. Cowart [157].  

Так, некоторые штаммы L. monocytogenes для роста нуждаются в орга-

нической сере, валине, изолейцине, другие – только в лейцине, третьи – в 

лейцине, гистидине и аргинине. При этом рост некоторых штаммов стимули-

ровался глутамином, других, кроме того, – гистидином, аргинином и лейци-

ном. R.J. Premarante (1991) к ростовым факторам L. monocytogenes отнес лей-

цин, изолейцин, аргинин, метионин, валин, цистеин, витамины: рибофлавин, 

биотин, тиамин, а в качестве важнейших источников углерода и азота рас-

сматривал глюкозу и глутамин [202].  

По материалам R. Siddiqi (1989) штаммы L. monocytogenes нуждаются в 

цистине, валине, изолейцине, лейцине, некоторые – в триптофане, и не про-

являются потребности в аспарагине, глутамине, пролине, гистидине и тиро-

зине [219]. По другим данным для роста листерий этого вида необходимы 

только метионин и цистеин, причем последний листерии могли синтезиро-

вать самостоятельно путем редукции сульфата до сульфида, который далее 

конденсировался с О-ацетилсерином с образованием цистеина [174, 225].  

Не наблюдали рост L. monocytogenes при отсутствии в среде любого из 

витаминов: рибофлавина, биотина и тиамина [233]. В более поздних исследо-

ваниях существенными для роста листерий этого вида признаны рибофлавин, 

пантотенат кальция и липоевая кислота, а нормальному формированию ко-

лоний способствовали тиамин и биотин [225]. При конструировании пита-

тельных сред во избежание повышения концентрации факторов роста необ-

ходимо учитывать, что в агар-агаре, полученном из водорослей, могут при-

сутствовать биотин и тиамин [178].  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Siddiqi+R%22%5BAuthor%5D
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В качестве питательных основ в производстве микробиологических 

сред чаще всего используют сырье животного происхождения, как продукт 

наиболее богатый биологически ценными белками [5, 17, 51, 73]. Питатель-

ные среды с мясными гидролизатами, обеспечивают типичный рост при 

сравнительно небольших посевных дозах и не изменяют основные культу-

рально-морфологические и биохимические свойства культивируемых микро-

организмов [7, 169]. Однако использование мясных гидролизатов в классиче-

ских технологиях приготовления питательных сред увеличивают их себесто-

имость [123]. Кроме того, возникающие вопросы разработки технологии, 

стандартизации, оценки качества питательных сред из природного сырья 

имеют определенные трудности [21]. Это связано со снижением качества са-

мого сырья (мясо, растительные объекты) ввиду сложной экологической об-

становки в мире и антропогенным воздействием на окружающую среду. По-

этому сырье часто содержит антибиотики, химикаты, нитраты, токсические 

продукты, что отрицательно сказывается на инкубации и приросте биомассы 

микроорганизмов [24, 156]. 

Поэтому в производстве питательных основ и сред для культивирования 

микроорганизмов продолжается поиск альтернативного, экономически выгод-

ного, стандартного и доступного сырья, богатого белками (отходы мясной, мо-

лочной, рыбной и птицеперерабатывающей промышленности) [64, 130]. 

В настоящее время мясные основы в большинстве случаев уступили 

место более рентабельному белковому сырью – рыбе и продуктам ее перера-

ботки. В большинстве случаев возможно заменить питательные основы, из-

готовленные из гидролизатов мяса, на гидролизаты из рыбной муки, без из-

менения ростовых свойств среды [142]. По этому пути пошли многие произ-

водители отечественных сухих питательных сред. Внимание исследователей 

было обращено к рыбе. По белковому составу оно незначительно отличается от 

мяса животных. Мясо рыб содержит 10-20 % белка, богатого незаменимыми 

аминокислотами, витамины, микро- и макроэлементы. Рыба является полно-

ценным сырьем для производства белковых препаратов [20, 141]. 
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При производстве листериозной диагностической сыворотки одним из 

этапов является получение биомассы листерий. Мировыми производителями 

(Becton Dickinson (США), Merck (Германия), Oxoid (Англия), Bio-Meriux 

(Франция), Pronadisa (Испания), Hi-Media (Индия) и др.) выпускаются пита-

тельные среды для выделения, обогащения и идентификации листерий, со-

держащие в своем составе селективные компоненты (хлористый литий, 

акрифлавина гидрохлорид, налидиксовая кислоты и т.д.), ингибирующие 

рост не только посторонней микрофлоры, но и значительно замедляющие 

рост самих листерий [104]. Кроме того, использование зарубежных пита-

тельных сред наших лабораториях ограничено из-за введенных экономиче-

ских санкций в отношении РФ со стороны США и ряда других стран [143]. В 

связи с этим актуальным становится разработка технологии производства 

импортозамещающих питательных сред.  

На отечественном рынке тремя производителями ФБУН ГНЦ ПМБ (п. 

Оболенск), ООО Научно-исследовательский центр фармакотерапии (г. 

Санкт-Петербург) и НПО «Питательные среды» (г. Махачкала) представлены 

несколько видов питательных сред для обогащения, выделения и идентифи-

кации листерий: питательный бульон для выделения листерий, питательный 

агар для выделения листерий, питательная среда для селективного выделения 

и идентификации листерий (Палкам-агар), питательная среда для выделения 

и культивирования листерий сухая, питательная среда для накопления листе-

рий сухая, селективный бульон для обогащения листерий (бульон UVM), бу-

льон Фрейзера, Оксфордский агар и полужидкая питательная среда для опре-

деления подвижности листерий.  

Питательные среды для получения биомассы L. monocytogenes отсут-

ствуют. В качестве источника белка рекомендовано использование панкреа-

тических рыбных гидролизатов [104, 91, 138]. Ранее установлено, что биоло-

гические показатели и аминокислотный состав питательной среды для выде-

ления листерий на основе панкреатического гидролизата сороги обеспечива-

ют получение микробной массы с сохранением культурально-
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морфологических и биохимических свойств листерий [129]. Сорога или 

плотва (лат. Rutilus rutilus) – вид лучепёрых рыб из семейства карповых, за-

селяет бассейн озера Байкал, является рыбой пониженной товарной ценно-

сти, поэтому её использование в качестве основы питательной среды эконо-

мически целесообразно [41, 56, 114].  

Разработка питательной среды является важным этапом для получения 

биомассы листерий в производстве листериозной агглютинирующей сыво-

ротки. Основным условием этого является сохранение S-формы выращивае-

мой культуры и получение ее в количестве, достаточном для иммунизации 

животных-продуцентов. Это обеспечивает получение высокоактивной спе-

цифичной гипериммунной стабильной листериозной агглютинирующей сы-

воротки, которая может быть использована для диагностики листериоза [100, 

117]. 

 

1.6 Лабораторная диагностика листериоза  

До начала 80-х годов XX в. выделение культур на питательных сре-

дах, окраска мазков из клинического материала, в сочетании с серологиче-

скими методами диагностики являлись основными методами лабораторной 

диагностики листериоза. Однако увеличение роста спорадических случаев и 

эпидемиологических вспышек способствовало необходимости усовершен-

ствования диагностики данного заболевания [4, 128]. В связи с этим Все-

мирная организация здравоохранения (ВОЗ) приняла меры по борьбе с этой 

опасной инфекцией и были введены методы контроля и диагностики 

L. monocytogenes по стандарту ISO (International Organization for 

Standardization, Международная организация по стандартизации). В РФ Ми-

нистерством здравоохранения, Федеральной службой по надзору в сфере за-

щиты прав потребителей и благополучия человека и Федеральной службой 

по ветеринарному и фитосанитарному надзору, также разработана и внедрена 

нормативно-техническая документация по выделению и идентификации 

L. monocytogenes [136].  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D1%83%D1%87%D0%B5%D0%BF%D1%91%D1%80%D1%8B%D0%B5_%D1%80%D1%8B%D0%B1%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D1%80%D0%BF%D0%BE%D0%B2%D1%8B%D0%B5
https://www.rospotrebnadzor.ru/
https://www.rospotrebnadzor.ru/
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Клинический диагноз листериоза устанавливают на основании ком-

плекса эпидемиологического анамнеза, клинических признаков, патолого-

анатомических и патологогистологических изменений с подтверждением ре-

зультатов лабораторного исследования. Решающее значение принадлежит 

бактериологическому исследованию – выделению культуры листерий. Бакте-

риологическая диагностика включает микроскопическое исследование ис-

ходного материала, посевы на питательные среды, идентификацию выделен-

ных культур по культурально-морфологическим, биохимическим, молеку-

лярно-биологическим и серологическим свойствам (ИФА, РА, РНГА, РСК, 

латекс-агглютинация), а также постановку биологической пробы на лабора-

торных животных [83, 84, 115]. 

Диагностика листериоза у людей представляет трудности в связи с мно-

гообразием клинических проявлений, отсутствием четких анамнестических и 

эпидемиологических данных, а также длительностью бактериологического 

исследования до 2-4 недель [29, 75].  

Для лабораторного исследования у животных используют головной 

мозг, печень, селезенку, почки, пораженные участки легких, абортированный 

плод или его оболочки. Для прижизненной диагностики берут выделения из 

половых органов абортировавших самок, молоко из пораженных долей вы-

мени при наличии мастита – для бактериологического исследования; кровь 

или сыворотку крови от больных и подозрительных по заболеванию живот-

ных для серологического исследования. 

При подозрении листериоза у людей исследуют слизь из носоглотки и 

зева – при ангинозной форме; отделяемое глаз – при глазной форме; кровь и 

ликвор – при сепсисе, менингитах и энцефалитах; меконий от новорожден-

ных; околоплодную жидкость, плаценту, отделяемое родовых путей у жен-

щин, родивших мертвых или больных детей, материал от новорожденных 

[49, 65, 75, 125]. Материалом для исследования на листериоз являются: про-

довольственное сырье, продукты животного происхождения и объекты 

окружающей среды (почва, фураж, подстилка, вода и т.д.) [87, 92]. 
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Разработано множество методов, увеличивающих процент выделения 

листерий и ускоряющих процесс их идентификации [8].  

В лабораторной диагностике используются экспресс-методы выявления 

L. monocytogenes с применением иммунохроматографических экспресс-

тестов (Merk, Германия), иммуноферментной LOCATE(R) Listeria (R-

Biopharm Rhone Ltd, Германия) и ПЦР тест-системы для определения ДНК 

L. monocytogenes (ПЦР технологии, ООО «НПО ДНК-технология», ФБУН 

ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия). Использование совре-

менных приборов баканализаторов miniVidas, Tempo (Biomerieux, Франция), 

BacTrac (SY-LAB Gerate GmbH, Австрия), Rabit (Don Whitley Scientific, Ве-

ликобритания), MALDI-TOF масс-спектрометрия (Bruker Daltonics, США), 

также сокращают время анализа. Однако положительные результаты уско-

ренных методов диагностики листерий не являются окончательными и тре-

буют подтверждения бактериологическими и серологическими методами [45, 

96, 108, 149]. 

Д.С. Батаевой и др. (2007) для определения L. monocytogenes применен 

ускоренный кондуктометрический метод на баканализаторе «БакТрак 4300». 

Одновременно проводили исследования иммуноферментным методом на 

анализаторе miniVIDAS с использованием теста VIDAS L. monocytogenes II 

(LM02). Для подтверждения принадлежности восьми выделенных культур к 

патогенному виду L. monocytogenes были использованы биохимические па-

нели системы API Listeria (BioMerieux), позволившие идентифицировать в 

трех случаях L. monocytogenes и в 5 – L. innocua. При этом общая продолжи-

тельность исследования составила 3 дня, в том числе с применением бакана-

лизатора, L. monocytogenes определена через 24 часа, ИФА – в течение 70 

мин [12]. 

В исследованиях Т.И. Карповой (2001) показано, что высокие результа-

ты по дифференциации листерий получены с использованием теста API 

Listeria (BioMerieux). Однако API тест является экономически затратным для 

рутинной диагностики листериоза. Кроме того, использование только неко-
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торых сахаров, входящих в «цветной ряд», не позволяло достоверно диффе-

ренцировать представителей рода Listeria до вида [53].  

Одним из современных методов идентификации микроорганизмов явля-

ется метод времяпролетной масс-спекртометрии с матрично-активированной 

лазерной десорбции/ионизации MALDI-TOF. Вместе с тем в литературных 

источниках встречаются упоминания о том, что не всегда видовая идентифи-

кация бактерии рода Listeria методом MALDI-TOF проходит корректно. 

Возможно, это является следствием влияния различных факторов, таких как 

условия культивирования, состав питательных сред, а также уровень поли-

морфизма штаммов, взятых для исследований. К.В. Детушевым (2018) про-

веден сравнительный анализ точности идентификации при использовании 

двух способов пробоподготовки – метода прямого нанесения и метода экс-

тракции белков муравьиной кислотой и ацетонитрилом с использованием 35 

штаммов (L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. ivanovii, L. grayi и L. 

seeligeri). Независимо от метода нанесения принадлежность к роду Listeria 

была корректно установлена во всех образцах. Однако видовая идентифика-

ция при прямом нанесении была некорректна в девяти экспериментах, а при 

применении метода экстракции – в трех. Это объясняется тем, что отобран-

ные для проведения работ штаммы представляют разнородную группу кли-

нических изолятов, выделенных на территории РФ [38]. 

В современной лабораторной диагностике листериоза широко использу-

ется молекулярно-генетический метод, который значительно ускоряет про-

цесс идентификации L. monocytogenes по сравнению с длительными бакте-

риологическими исследованиями. Особое место среди этих методов занимает 

полимеразная цепная реакция (ПЦР) и ее варианты – гнездовая (или «вло-

женная») ПЦР, мультиплексная ПЦР и др. [45, 117, 181, 227]. Мультиплекс-

ная ПЦР позволяет одновременно амплифицировать несколько ге-

нов-мишеней. Для выявления бактерий рода Listeria и идентификации пато-

генного вида L. monocytogenes в настоящее время в качестве мишеней для 

ПЦР используют различные гены – 16S и 23S рРНК, prs, gyrB, rpoB, hly, inlA 
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и inlB, plcA, iap и др. [45,47, 53, 90, 117, 127, 150, 180, 188, 192, 223]. Исполь-

зование этого метода позволяет выявить разнообразие L. monocytogenes, цир-

кулирующих на разных географических территориях России с дифференциа-

цией эпидемически значимых и опасных для человека штаммов [128].  

Специфичность и высокая чувствительность ПЦР подтверждена в 

чрезвычайно широком спектре микроорганизмов, в том числе на патогенных 

листериях [2, 25, 26, 45, 90, 122]. Т.И. Карпова (2001) при анализе ПЦР 

штаммов листерий обнаружили слабый лизис у некоторых культур, вслед-

ствие чего возможно получение ложноотрицательного результата. В то же 

время ряд авторов сообщает о проведении ПЦР с использованием листериоз-

ных клеток, добавляемых в реакционную смесь без предварительной обра-

ботки литическими ферментами [159]. Недостаточный лизис связан со строе-

нием клеточной стенки и является штаммоспецифическим признаком [53].  

Большинство иммунологических методов выявления листерий основа-

но на применении моноклональных антител. Первая панель моноклональных 

антител для выявления листерий предложена J.M. Farber (1987). Метод выяв-

лял общий флагеллярный Н антиген листерий у L. monocytogenes, L. ivanovii, 

L. innocua, L. weishimeri и L. seeligeri и не давал перекрестных реакций с 30 

культурами других видов, включая стафилококки и стрептококки [163, 171]. 

Широкое применение получила родоспецифическая панель моноклональных 

антител, разработанная B.T. Butman с соавторами (1988) [152]. В иммуно-

ферментной реакции и дот-блоте моноклональные антитела не давали пере-

крестных реакций с 21 видом других микроорганизмов, включая стрептокок-

ки. Два моноклона из этой панели в дальнейшем использованы для создания 

коммерческой иммуноферментной тест-системы (Listeria-ЕеK) для выявле-

ния Listeria spp. [158]. Однако моноклональные, как и ранее использовавшие-

ся в методе иммунофлюоресценции поликлональные антитела, в настоящее 

время практически не применяются для диагностики листериоза [127, 128].  

Однако все вышеперечисленные экспресс-методы имеют некоторые 

ограничения использования, связанные с необходимостью приобретения до-
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рогостоящего импортного оборудования и расходных материалов, подготов-

ки высококвалифицированного персонала, сложности постановки реакций и 

многочисленных контролей к ним, а иногда и недостаточной специфичности 

получаемых результатов [16, 133]. 

Этих недостатков лишены используемые в настоящее время серологи-

ческие методы: реакция агглютинации (РА), реакция связывания комплемен-

та (РСК), реакция пассивной гемагглютинации (РПГА), обладающие высокой 

чувствительностью и простотой исполнения [70, 127]. Результаты серологи-

ческих исследований используют для постановки диагноза в комплексе с 

другими данными, а также при выявлении бессимптомных форм или перебо-

левших листериозом людей и животных [75].  

Вместе с тем, один из основоположников отечественной школы иссле-

дователей листериоза академик И.А. Бакулов (1967) обращал внимание на 

недостаточную специфичность серологических реакций для диагностики ли-

стериоза. Он считал, что серологические исследования должны проводиться 

с целью выявления бактерионосителей в неблагополучных по листериозу хо-

зяйствах, где наличие заболевания установлено с помощью клинико-

эпизоотологических и бактериологических исследований. Серологические 

исследования при листериозе являются вспомогательным средством, пред-

ставляют ценность только в совокупности с клинической картиной и должны 

быть подтверждены бактериологическими исследованиями [9]. 

Таким образом, для достоверной лабораторной диагностики инфекци-

онных заболеваний, в том числе листериоза, необходимо проводить исследо-

вания с использованием бактериологических и серологических методов. 

Многие серологические реакции громоздкие и сложные, а методы их поста-

новки малорезультативны. Поэтому весьма актуальной является проблема 

исследований по совершенствованию методов диагностики листериоза, со-

зданию диагностических препаратов, обладающих высокой специфично-

стью, чувствительностью, информативностью, а также простых в исполне-

нии и доступных широкому кругу исследователей. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

2.1 Штаммы 

В работе при конструировании питательной среды для культивирова-

ния листерий (СКЛ), получении иммуногена и в контроле качества сыворот-

ки листериозной агглютинирующей использовали штаммы ПБА ІІІ-ІV групп 

патогенности (Таблица 1). В работе использовали 56 штаммов, в том числе 

32 штамма L. monocytogenes, 18 штаммов Listeria spp. и 6 гетерологичных 

штаммов. 

Таблица 1 – Штаммы микроорганизмов их производственное и эксперимен-

тальное назначение 
Наименование  

штамма 
Коли-
чество  
штам-

мов 

Назначение 

L. monocytogenes 766 

1 

– тест-штамм при конструировании среды СКЛ, 
– штамм для получения иммуногена, 
– контроль качества сыворотки листериозной,  
– изучение чувствительности сыворотки листери-
озной. 

L. monocytogenes  
31 

– контроль качества сыворотки листериозной,  
– изучение чувствительности сыворотки листери-
озной.  

Listeria spp.  
18 

– контроль качества сыворотки листериозной, 
– изучение специфичности сыворотки листериоз-
ной. 

Гетерологичные штаммы:  
Escherichia coli АТСС 25922,  
Staphylocoсcus aureus АТСС  
6538,  
Salmonella  Enteritidis Gartneri, 
Salmonella Typhimurium 21, Shi-
gella flexnery 170, 
Yersinia enterocolitica О3 628/1 

6 

– контроль качества сыворотки листериозной, 
– изучение специфичности сыворотки листериоз-
ной. 

 

Для получения корпускулярного антигена (далее иммуногена) и при 

конструировании питательной среды для культивирования листерий исполь-

зован референс-штамм L. monocytogenes 766 (серологический вариант I), по-

лученный из Государственной коллекции патогенных микроорганизмов 
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ФГБУ Государственный научно-исследовательский институт стандартизации 

и контроля медицинских биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича.  

При изучении культурально-морфологических и биохимических 

свойств тест-штамма L. monocytogenes 766 получены следующие результаты: 

рост на МПА с 1 % глюкозой – колонии круглые, мелкие полупрозрачные с 

четко очерченным гладким краем, рост на МПБ с 1 % глюкозой – равномер-

ное помутнение без пленки. При микроскопии мазка просматриваются ко-

роткие грамположительные палочки с закругленными концами. Получен по-

ложительный каталазный тест. Видовая принадлежность L. monocytogenes 

766 подтверждена MALDI-TOF масс-спектрометрическим анализом с ис-

пользованием расширенной базы MALDI Biotyper 3,0 (Bruker Daltonics, 

США). Коэффициент соответствия Score value составил 2,241, что достовер-

но идентифицирует штамм до рода и вероятно – до вида.  

Для контроля качества сыворотки листериозной агглютинирующей (да-

лее сыворотка листериозная) и определения ее чувствительности использова-

ли четыре штамма: L. monocytogenes 766, L. monocytogenes 3657, 

L. monocytogenes 156, L. monocytogenes 1588. Для определения специфично-

сти сыворотки листериозной агглютинирующей взято два штамма Listeria 

spp.: L. ivanovii 97к-88 и L. innocua 6а 304004, шесть гетерологичных штам-

мов: Escherichia coli АТСС 25922, Staphylocoсcus aureus АТСС 6538, Salmo-

nella Enteritidis Gartneri, Salmonella Typhimurium 21, Shigella flexnery 170, Yer-

sinia enterocolitica О3 628/1. 

Для изучения чувствительности сыворотки листериозной взято 28 

штаммов: L. monocytogenes ВВ-1, L. monocytogenes MIB-871, 

L. monocytogenes TVe1895, L. monocytogenes TVe2269, L. monocytogenes OR-

513, L. monocytogenes OR-517, L. monocytogenes Bel-1, L. monocytogenes МО-

Оb, L. monocytogenes MO-um, L. monocytogenes ROS150-1, L. monocytogenes 

V12, L. monocytogenes V23, L. monocytogenes V30, L. monocytogenes V40, 

L. monocytogenes V41, L. monocytogenes V44, L. monocytogenes V59, 

L. monocytogenes V276-2, L. monocytogenes V299-1, L. monocytogenes Water3, 
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L. monocytogenes Water4, L. monocytogenes Water5, .L. monocytogenes 

АТСС13932, L. monocytogenes NCTC10357, L. monocytogenes NCTC11994, 

L. monocytogenes 766/1, L. monocytogenes 766/ mxr, L. monocytogenes 766/ П. 

Для изучения специфичности сыворотки листериозной применены 16 

штаммов Listeria spp.: L. grayi АТСС25400, L. grayi МКМ2, L. grayi ИП, L. in-

nocua АТСС33090, L. innocua В-64, L. innocua М4, L. ivanovii АТСС19119, 

L. ivanovii 7842, L. ivanovii 11840, L. seeligeryi АТСС35967, L. seeligeryi 

SLSC5981, L. seeligeryi LSC3954, L. welschimerii B-107, L. welschimerii 4911, 

L. welschimerii Ярославль 3, L. murrayi G-44 и 6 гетерологичных штаммов: 

E. coli АТСС 25922, S. aureus АТСС 6538, S. Enteritidis Gartneri, 

S. Typhimurium 21, Sh. flexneri 170, Y. enterocolitica O3 628/1. 

Апробация сыворотки листериозной проведена ФБУН «Государствен-

ный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» (ФБУН 

ГНЦ ПМБ, п. Оболенск) с использованием в работе штаммов, полученных из 

коллекции патогенных микроорганизмов этого учреждения. 

 

2.2 Питательные среды 

В период с 2009 по 2022 гг. произведено в научно-производственном 

отделе ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный инсти-

тут Роспотребнадзора четыре экспериментальных серий сухой питательной 

среды для культивирования листерий (СКЛ) в количестве 2 кг. 

При исследовании среды СКЛ в качестве контрольных сред использо-

вали мясо-пептонный агар (МПА) с 1 % глюкозой (протокол аттестации № 1 

от 14.11.2019 г., ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочум-

ный институт Роспотребнадзора) и питательный агар для культивирования 

микроорганизмов сухой (ГРМ-агар) (ФБУН ГНЦ ПМБ, п. Оболенск). 

Штамм L. monocytogenes 766, для пролучения иммуногена, культиви-

ровали во флаконах с питательной средой СКЛ при температуре 37±1 °С в 

течение 24 ч. 
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Для определения чувствительности и специфичности сыворотки листе-

риозной штаммы L. monocytogenes и Listeria spp. культивировали на МПБ с 1 

% глюкозой и на среде СКЛ. Гетерологичные штаммы инкубировали на бу-

льоне Хоттингера (рН 7,2) и на агаре Хоттингера (pH 7,2). 

 

2.3 Лабораторные животные-продуценты 

В качестве лабораторных животных-продуцентов сыворотки листери-

озной использовали 455 кроликов породы шиншилла (Chinchilla), живой мас-

сой 2,75±0,5 кг, без предъявления требований к полу, полученных из лабора-

тории подопытных животных ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский 

противочумный институт Роспотребнадзора. Для проведения работы выби-

рали животных с хорошо выраженными ушными краевыми венами, без при-

знаков клинических заболеваний, а также травматических повреждений кожи 

и конечностей. Протоколы экспериментов на животных одобрены Комитетом 

по биоэтике (Протокол № 5 от 29.11.2022 г.). 

Работу с животными проводили согласно ГОСТ 34088-2017 «Руковод-

ство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содер-

жания и ухода за сельскохозяйственными» (01.08.2018 г.); директивой 

2010/63/ЕИ Европарламента европейского союза от 22.09.2010 г. по охране 

животных, используемых в научных целях; международным рекомендациям 

(этический кодекс) по проведению медико-биологических исследований с 

использованием животных (CIOMS, Geneva, 1985); Европейской Конвенцией 

о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов или в 

иных научных целях (Страсбург, 18.03.1986 г.); решением Совета Евразий-

ской экономической комиссии от 03.11.2016 г. № 79 «Об утверждении пра-

вил надлежащей клинической практики Евразийского экономического сою-

за»; Минздрава РФ от 01.04.2016 г. № 199н «Об утвержении Правил лабора-

торной практики». 
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2.4 Сыворотка листериозная агглютинирующая 

В период 2009-2022 гг. на базе ФКУЗ Иркутский научно-

исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора получено 10 

экспериментально-производственных серий сыворотки листериозной агглю-

тинирующей (в объеме 7,52 л) (Таблица 2). 

Таблица 2 – Производство сывороток листериозных агглютинирующих  
№ п/п Серия Дата изготовления Объем, л 

1 34 28.09.2009 г. 0,7 
2 35 18.12.2009 г. 0,9 
3 40 18.03.2011 г. 1,3 
4 41 15.04.2015 г. 0,45 
5 42 17.04.2015 г. 0,5 
6 43 05.10.2016 г. 0,5 
7 44 28.02.2018 г. 0,8 
8 45 14.03.2019 г. 0,6 
9 46 26.11.2019 г. 0,55 

10 47 15.01.2021 г. 0,62 
48 15.01.2021 г. 0,6 

Итого: 11  7,52 
 

2.5 Приготовление панкреатических гидролизатов из белкового сырья 

Для получения панкреатических гидролизатов (ПГ) в качестве исход-

ного сырья использовали тихоокеанскую сельдь (Clupea pallasii), минтай 

(Gadus chalcogrammus), сорогу (Rutilus rutilus) и кальмара европейского 

(Loligo vulgaris). В качестве источника протеолитических ферментов исполь-

зовали поджелудочную железу крупного рогатого скота (КРС). 

При получении ПГ использовали метод разработанный в ФБУН ГНЦ 

ПМБ [40], для этого рыбу и кальмара, не очищая от внутренностей и чешуи 

резали на крупные куски, взвешивали и промывали проточной водой. Зали-

вали дистиллированной водой из расчета 1,5 л на 1 кг сырья и кипятили в те-

чение 30 минут. Далее вынимали из бульона, измельчали и взвешивали. В 

стеклянные бутыли закладывали сырье и заливали бульоном, охлажденным 

до 50±5 °С, устанавливали рН 8,2 с помощью 40 % раствора натрия гидрок-

сида (NaOH) [40]. Затем добавляли измельчённую поджелудочную железу 

КРС (1 %) и хлороформ (1 %) к имеющемуся объему (Таблица 3). 
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Таблица 3 – Состав смеси панкреатических гидролизатов из рыбного сырья и 

морепродукта 

Сырье Вес, кг Бульон, л Поджелудочная железа 
КРС, кг Хлороформ, л 

Сельдь 0,88 1,320 0,015 0,015 
Минтай 0,75 1,125 0,013 0,013 
Сорога 0,74 1,110 0,013 0,013 
Кальмар 0,52 1,040 0,012 0,012 

 

Ежедневно определяли содержание аминного азота формольным тит-

рованием и значение рН гидролизатов исследовали потенциометрическим 

методом в течение всего срока гидролиза по МУК 4.2.2316-08 [80]. 

Высушивали ПГ в сублимационной установке LP10R (Ilshin, Корея). 

Замораживание препаратов проводили в течение 4 ч при температуре -45±5 

°С, при этом температура гидролизатов составляла -43±3 °С. Параметры суб-

лимационной сушки: температура конденсатора -65±5 °С, давление от 16 до 

4 Па, температура препарата от -43±3 до 30±2 °С. Высушивание длилось 

42±2 ч. 

 

2.6 Ядерная магнитно-резонансная спектроскопия (ЯМР-спектроскопия) 

панкреатических гидролизатов 

Качественное определение аминокислотного состава сухих ПГ сельди 

тихоокеанской, минтая, сороги и кальмара европейского проводили методом 

ЯМР-спектроскопии совместно с ФГБУН Иркутский институт химии им. 

А.Е. Фаворского СО РАН. Определяли три спектра ЯМР – 1H (400,1 МГц), 
13С (100,6 МГц), 15N (40,5 МГц). Спектры записывали на спектрометрах 

«Bruker DPX400» (13С) и «Bruker AV400» (1Н и 2М) (Bruker, Германия) без 

использования дейтерированных растворителей. 
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2.7 Физико-химические методы исследования питательной среды для 

культивирования листерий 

Для изучения питательных сред использовали семь физико-химических 

параметров: внешний вид, растворимость, кислотность (рН), потери в массе 

при высушивании, содержание аминного азота и прочность студня агаровых 

сред по Валенту. Определения проводили согласно требованиям МУК 

4.2.2316-08 [80]. 

 

2.8 Биологические методы исследования питательной среды для куль-

тивирования листерий  

Специфическую активность питательных сред (показатель прораста-

ния, чувствительность и эффективность среды; скорость роста, культураль-

но-морфологические, биохимические и серологические свойства микроорга-

низма) проверяли в соответствии требованиям МУК 4.2.2316-08 [80] с ис-

пользованием тест-штамма L. monocytogenes 766. Подсчет колоний микроор-

ганизмов проводили на счетчике колоний микроорганизмов СКМ-2 (Stegler, 

Китай). 

2.8.1 Определение чувствительности и скорости роста 

L. monocytogenes 766 на питательной среде для культивирования листерий 

Чувствительность питательной среды определяли с помощью макси-

мального разведения культуры, обеспечивающего визуально обнаруживае-

мый рост колоний тест-штамма L. monocytogenes 766 в течение определенно-

го времени и температуры на всех засеяных чашках с питательной средой.  

Скорость роста (ч) определяли по минимальному времени инкубации 

посевов, за которое при соответствующем разведении обеспечивается отчет-

ливый видимый невооруженным глазом рост тест-штамма 

L. monocytogenes 766 на питательной среде в чашках Петри. 

Для определения чувствительности и скорости роста на испытуемой 

питательной среде для культивирования листерий использовали тест-штамм 
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L. monocytogenes 766. Для восстановления музейного тест-штамма использо-

вали два пассажа – І и ІІ. 

I пассаж. Ампулы с лиофилизированной культурой L. monocytogenes 

766 вскрывали и вносили по 0,3 мл 0,9 % раствора натрия хлорида, далее вы-

севали в пробирки с МПБ с 1 % глюкозой и инкубировали при температуре 

37±1 °С в течение 24 часов. 

II пассаж. Выросшую бульонную культуру пересевали на чашки Петри 

с МПА с 1 % глюкозой и инкубировали при температуре 37±1 °С в течение 

24 часов. 

Затем готовили микробную взвесь культуры L. monocytogenes 766 в 0,9 

% растворе натрия хлорида, которая должна соответствовать 10 МЕ по от-

раслевому стандартному образцу мутности ГИСК им. Л.А.Тарасевича (ОСО 

мутности 10 МЕ), эквивалентную концентрации 0,93×109 м.к./мл по обще-

принятой методике. После 10-и кратного титрования микробную взвесь засе-

вали по 0,1 мл из разведений 10-6 и 10-7 по три повторности на чашки Петри с 

испытуемой СКЛ и контрольной средой (МПА с 1 % глюкозой). Посевы ин-

кубировали в течение 48 ч при 37±1 оС. Учет результатов проводили через 

18, 24 и 48 ч.  

2.8.2 Определение показателя эффективности питательной среды для 

культивирования листерий 

Эффективность среды определяли согласно требованиям МУК 

4.2.2316-08 [80] по выходу микробных клеток с 1 мл питательной среды (в 

млрд./мл) и прироста числа микроорганизмов относительно засеянного (по-

казатель эффективности). 

Подготовка тест-штамма L. monocytogenes 766 проводили согласно ме-

тодике, изложенной в п. 2.8.1. Выросшую культуру L. monocytogenes 766 

смывали 0,9 % раствором натрия хлорида (NaCl) и готовили микробную 

взвесь по ОСО мутности 10 МЕ, далее разводили двухкратно 0,9 % раство-

ром натрия хлорида, что соответствовало 500 млн. м.к./мл. Затем по 0,1 мл 

этой культуры засевали в пробирки с 5 мл скошенного агара исследуемых 
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сред (СКЛ, ГРМ-агар, МПА с 1 % глюкозой) без столбика по две повторно-

сти. 

Через 20 ч культивирования при температуре 37±1 °С микробную массу 

полностью смывали с поверхности агара 2,5 мл 0,9 % раствором натрия хло-

рида и доводили по ОСО мутности до 10 МЕ. Учитывая добавленный объем 

0,9 % раствора натрия хлорида, определяли выход микробных клеток (млрд) 

с 1 мл среды. 

Показатель эффективности (млрд/мл) питательной среды выражали в 

расчете на количество выросших микробных клеток тест-штамма. 

 

2.9 Метод перевиваемых культур 

При изучении биологических свойств СКЛ в качестве контроля ис-

пользовали питательный агар для культивирования микроорганизмов сухой 

(ГРМ-агар, ФБУН ГНЦ ПМБ, п. Оболенск) и МПА с 1 % глюкозой (п. 5.12 

ГОСТ 10444.1-84) [35]. 

Изучение биохимических свойств тест-штамма L. monocytogenes 766 

проводили по требованиям ГОСТ 32031-2012 [36] и определителю Берджи 

[95] с использованием сред Гисса (п. 5.29 ГОСТ 10444.1-84) [35].  

Подготовку тест-штамма L. monocytogenes 766 проводили по ранее из-

ложенной методике. Далее культуру пересевали в пробирки со средами хра-

нения – СКЛ, ГРМ-агар и с МПА с 1 % глюкозой. После инкубации при тем-

пературе 37±1 °С в течение 48 ч посевы помещали в холодильник на дли-

тельный (12 мес) при температуре 6±2 °С. Через 3, 6, 9 и 12 мес хранения 

тест-штамм L. monocytogenes 766 высевали на МПБ с 1 % глюкозой, после 

чего посевы инкубировали 48 ч при температуре 37±1 °С, затем пересевали 

на МПА с 1 % глюкозой и инкубировали в тех же условиях, готовили мик-

робную взвесь по ОСО мутности 10 ME. Далее готовили серийные разведе-

ния микробной взвеси до 10-7. Затем засевали по 0,1 мл культуры из разведе-

ний 10-6 и 10-7 по три повторности с соответствующей питательной средой. 

Посевы инкубировали в течение 48 ч при температуре 37±1 °С.  
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Специфическую активность питательных сред (показатель прораста-

ния, чувствительность и эффективность среды; скорость роста, культураль-

но-морфологические, биохимические и серологические свойства микроорга-

низма) оценивали комплексом микробиологических методов в соответствии 

требованиям МУК 4.2.2316-08 [80]. 

 

2.10 Методы изучения иммуногена 

2.10.1 Способ получения иммуногена 

Для иммунизации кроликов-продуцентов использовали корпускуляр-

ный антиген (далее иммуноген) полученный из штамма L. monocytogenes 766. 

Для получения иммуногена, штамм L. monocytogenes 766 культивиро-

вали во флаконах на скошенной среде СКЛ при температуре 37±1 С в тече-

ние 24 часов. Бактериальную массу смывали забуференным физиологиче-

ским раствором рН 7,2 (ЗФР), определяли концентрацию микробных клеток 

по ОСО мутности 10 ME. Полученную микробную взвесь инактивировали 

кипячением при температуре 100 °С в течение 1 ч.  

Специфическую стерильность иммуногена проверяли согласно требо-

ваниям МУК 4.1/4.2.588-96 [81]. Иммуноген высевали по 0,3 мл в пробирки с 

МПБ с 1 % глюкозой и по 0,1 мл на чашки Петри с МПА с 1 % глюкозой. По-

севы инкубировали при 37±1 °C в течение 6 сут с ежедневным просмотром. 

Затем с МПБ с 1% глюкозой, после трёх суток инкубации, делали посевы на 

две чашки с МПА с 1 % глюкозой с последующей инкубацией до трёх суток. 

2.10.2 Определение белка в иммуногене по методу Лоури  

Содержание белка в иммуногене определяли по методу Лоури (1951) с 

применением бычьего сывороточного альбумина (Sigma-Aldrich, США) в ка-

честве стандарта [184]. 

2.10.3 Определение общего содержания углеводов в иммуногене в реакции с 

фенолом  

Общее содержание углеводов определяли по методике Р. Хансона и 

Дж. Филлипса, с использованием фенольного реактива и концентрированной 
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серной кислоты (H2SO4), в качестве стандарта применяли глюкозу [76].  

2.10.4 Спектрофотометрическое определение суммарного количества нук-

леиновых кислот в иммуногене 

Определение суммарного содержания нуклеиновых кислот осуществ-

ляли по методу А.С. Спирина (1958). Для этого проводили экстракцию их из 

исследуемого материала горячей хлорной кислотой (HClO4) с последующим 

определением поглощения экстрактов в ультрафиолетовой области спектра 

при длинах волн 270 и 290 нм на спектрофотометре NanoPhotometer P 330 

(Implen, Германия) [121].  

 

2.11 Серологические методы 

Для определения чувствительности и специфичности полученной экс-

периментальной сыворотки листериозной использовали методы ориентиро-

вочной (ОРА) и развернутой (РРА) реакций агглютинации с культурами Lis-

teria spp. и гетерологичными штаммами.  

2.11.1 Постановка ориентировочной реакции агглютинации 

В чашку Петри вносили 0,03 мл сыворотки листериозной в разведении 

1:50 и такое же количество 0,9 % раствора натрия хлорида (контроль культу-

ры и сыворотки). Петлёй или стеклянной палочкой исследуемую культуру 

равномерно смешивали сначала с каплей 0,9 % раствора натрия хлорида, за-

тем с сывороткой в разведении 1:50. Для ускорения выпадения агглютината 

производили легкое покачивание чашки Петри. Учет результатов ОРА про-

водили в течение 3 мин. Результаты ОРА считали положительными при по-

явлении четко выраженного агглютината (образование хлопьев) в капле с сы-

вороткой и при ее отсутствии в контроле. 

Положительный результат ОРА свидетельствовал о наличии в исследу-

емом материале антигена. При отрицательном результате, так же, как и в 

контроле с 0,9 % раствором натрия хлорида микробная взвесь оставалась 

равномерно мутной без агглютината и хлопьев. 
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2.11.2 Постановка развернутой реакции агглютинации  

Содержимое ампулы с сывороткой листериозной растворяли в 1 мл 

стерильной дистиллированной воды. Сыворотку переносили в пробирку с 9 

мл 0,9 % раствора натрия хлорида (pH 7,2), получали разведение 1:10. Для 

постановки РА использовали разведение исследуемой сыворотки 1:50, в про-

бирку вносили 4 мл 0,9 % раствора натрия хлорида и 1 мл сыворотки (1:10), 

последовательно титровали до разведения 1:400. После добавления микроб-

ной взвеси исследуемой культуры по 0,5 мл к 0,5 мл каждого разведения сы-

воротки, получали конечные разведения сывороток от 1:100 до 1:800. Одно-

временно ставили контроль антигена (0,5 мл микробной взвеси и 0,5 мл 0,9 % 

раствора натрия хлорида) и контроль сыворотки (0,5 мл сыворотки листери-

озной в разведении 1:50 и 0,5 мл 0,9 % раствора натрия хлорида). Штативы с 

пробирками тщательно встряхивали, выдерживали 2 ч при температуре 37±1 

°C и 18-22 ч при температуре 21±1 °C. 

Учёт результатов в РРА проводили через 21 ч по четырёхкрестовой 

схеме: 4 креста – крупно- или мелкозернистая агглютинация при полном 

просветлении жидкости; 3 креста – крупно- или мелкозернистая агглютина-

ция при легкой опалесценции жидкости; 2 креста – слабая мелкозернистая 

агглютинация на фоне мутной жидкости; 1 крест – следы агглютинации на 

фоне мутной жидкости. «–» – отрицательная, отсутствие просветления и зон-

тика. Реакция считалась положительной на 3-4 креста. Реакция на 1-2 креста 

не учитывалась. 

 

2.12 Определение прозрачности, цветности и кислотности сыворотки ли-

стериозной 

Прозрачность и цветность измеряли с применением колориметра фото-

электрического концентрационного (ЗОМЗ, Россия) при длинах волн 400 и 

500 нм, соответственно. Изучение рН проводили потенциометрическим ме-

тодом на рН-метре 7310Р (WTW, Германия). Определение прозрачности, 

цветности и рН сыворотки листериозной выполняли согласно требованиям 
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МУК 4.1/4.2.588-96 [81].  

2.13 Подготовка штаммов микроорганизмов для определения чувстви-

тельности и специфичности сыворотки листериозной 

Ампулы с лиофилизированными штаммами L. monocytogenes и Listeria 

spp. вскрывали и вносили по 0,3 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. После 

растворения микробную взвесь культур высевали на МПБ с 1 % глюкозой и 

инкубировали при 37±1 °C в течение 24 ч. Далее пересевали среду СКЛ и ин-

кубировали при 37±1 °C в течение 24 ч. 

Культуры гетерологичных штаммов E. coli АТСС 25922, S. aureus АТСС 

6538, S. Enteritidis Gartneri, S. Typhimurium 21, Sh. flexneri 170, Y. enterocolitica 

O3 628/1, предварительно разведённые в 0,3 мл 0,9 % раствора натрия хлори-

да высевали на бульон Хоттингера (рН 7,2) (п. 5.20, ГОСТ-10444.1) инкуби-

ровали при 37±1 °C в течение 24 ч. Далее пересевали на агар Хоттингера (pH 

7.2) (п. 5.20.3 ГОСТ-10444.1) с последующей инкубацией при 37±1 °C в тече-

ние 24 ч [35]. 

 

2.14 Стерилизующая фильтрация сыворотки листериозной 

После внесения и растворения стабилизаторов – тиосульфата натрия и 

сахарозы, сыворотку листериозную фильтровали через фильтр Sartobran 

(Sartorius, Германия) под давлением 55±5 кПа (0,55±0,5 атм.). Сыворотку 

хранили при температуре 6±2 °С.  

 

2.15 Испытания стабильности сыворотки листериозной и установление 

срока годности  

Изучение стабилизации сыворотки листериозной агглютинирующей. 

Для стабилизации сыворотки листериозной по сохранению ее исходных 

свойств использовали четыре препарата, обладающие стабилизирующим 

действием в различных концентрациях: сорбит – 2,5 %, поливинилпирроли-

дон – 1 %, сахароза – 3 % и тиосульфат натрия – 1 %.  

https://dv-expert.ru/laboratornoe-oborudovanie/sartorius
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Для определения стабильности использовали изотермический тест на 

«ускоренное старение» антител сыворотки листериозной на 50 % при темпе-

ратуре 60 °С по методу P. Jameson [179]. Для этого, экспериментальные се-

рии сывороток листериозных запаянные в ампулы закладывали в лаборатор-

ный инкубатор (Friocell, Чехия) при температуре хранения 60 °С на 50 сут. 

Выемку образцов сывороток листериозных (серии 41, 42 и 43) проводили 

через каждые 5 сут. Далее ампулы хранили в холодильнике при температуре 

6±2 °С. По окончании испытания одновременно определяли титр антител 

испытуемых серий сывороток листериозных в РРА. 

Долгосрочные испытания стабильности 

Для исследования долговременной стабильности лиофилизированную 

сыворотку листериозную серий 41, 42 и 43 запаянную в ампулах закладывали 

на хранение в холодильник при температуре 6±2 °С. Один раз в год проводи-

ли выемку по два образца сыворотки листериозной из каждой серии. Далее 

определяли основные параметры сыворотки листериозной: внешний вид, 

растворимость, прозрачность, цветность, рН, чувствительность и специфич-

ность. 

Испытания стабильности методом «ускоренного старения» 

Для определения стабильности и сроков хранения сыворотки листери-

озной использовали множественный изотермический тест по методу P. Jame-

son [179]. Метод основан на создании неблагоприятных условий хранения 

МИ и применяется для прогнозирования срока хранения. Исследование про-

водили в условиях высоких температур от 60 до 90 °С для установления и 

подтверждения срока годности сыворотки листериозной. Эксперименталь-

ные серии сыворотки листериозной выдерживали при температурах 60, 70, 

80 и 90 °С в течение 50 сут в лабораторном инкубаторе (Friocell, Чехия). 

Для определения качественных показателей сыворотки листериозной 

определяли основные параметры: внешний вид, растворимость, прозрач-

ность, цветность, рН, чувствительность и специфичность. 
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2.16 Определение эффективности сыворотки листериозной для иденти-

фикации возбудителя листериоза 

Ампулы с лиофилизированными культурами L. monocytogenes и Listeria 

spp. (L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeryi, L. welschimerii, L. murrayi) 

вскрывали и вносили по 0,3 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. После раство-

рения микробную взвесь культур высевали на МПБ с 1 % глюкозой и инку-

бировали при 37±1 °C в течение 24 ч. Далее пересевали на две чашки Петри 

со средой СКЛ и инкубировали при 37±1 °C в течение 24 ч. Лиофилизиро-

ванные культуры гетерологичных микроорганизмов E. coli АТСС 25922, S. 

aureus АТСС 6538, S. Enteritidis Gartneri, S. Typhimurium 21, Sh. flexneri 170, 

Y. enterocolitica O3 628/1, предварительно разведённые в 0,3 мл 0,9 % раство-

ра натрия хлорида высевали на бульон Хоттингера (рН 7,2) (п. 5.20 ГОСТ-

10444.1) инкубировали при 37±1 °C в течение 24 ч. Далее пересевали на две 

чашки Петри с агаром Хоттингера (pH 7,2) (п. 5.20.3 ГОСТ-10444.1) с после-

дующей инкубацией при 37±1 °C в течение 24 ч. 

Чувствительность полученной сыворотки листериозной определяли в 

РРА и ОРА с 26 штаммами L. monocytogenes; на специфичность – 22 штам-

мами Listeria spp. и гетерологичными микроорганизмами. Антигены готови-

ли в 2 мл 0,9 % раствора натрия хлорида по ОСО мутности 10 МЕ. Учёт ре-

зультатов в РРА проводили через 21 ч по четырёхкрестовой схеме: 4 креста – 

крупно- или мелкозернистая агглютинация при полном просветлении жидко-

сти; 3 креста – крупно- или мелкозернистая агглютинация при легкой опа-

лесценции жидкости; 2 креста – слабая мелкозернистая агглютинация на 

фоне мутной жидкости; 1 крест – следы агглютинации на фоне мутной жид-

кости. «–» – отрицательная, отсутствие просветления и зонтика. Реакция счи-

талась положительной на 3-4 креста в разведении 1:400. Учет результатов 

ОРА считали положительной при появлении мелко- или крупнозернистого 

агглютината, ясно видимого невооруженным глазом в течение 3 мин. 

Диагностическую эффективность определяли расчетом нижней грани-

цы доверительного интервала по показателям чувствительности и специфич-
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ности с использованием метода Фишера [74] со статистической надежностью 

95 %.  

 

2.17 Статистические методы 

Полученные результаты обрабатывали статистическими методами с 

определением средней величины (M) и ошибки средней арифметической (m) 

с помощью программы Microsoft Excel 2016 (Microsoft). Для переменных, 

имеющих распределение близкое к нормальному, применяли критерий пара-

метрической статистики Стьюдента. Различия считали статистически значи-

мыми при р<0,05. При оценке антигенных свойств сыворотки листериозной 

титры антител выражали в средних арифметических величинах по Е.В. Мон-

цевичюте-Эрингене [79], а средний геометрический показатель титра антител 

по Е.П. Тамбовцеву [126].  
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ГЛАВА 3. КОНСТРУИРОВАНИЕ ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ ДЛЯ 

КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ЛИСТЕРИЙ 

При конструировании питательных сред учитываются потребности 

культивируемого микроорганизма. В процессе роста и размножения микро-

организм должен получать питательные вещества, в первую очередь – белки 

в низкомолекулярной форме, предварительно подвергшиеся воздействию 

ферментов [40]. В настоящее время мясные основы в большинстве случаев 

уступили место более рентабельному белковому сырью – рыбе и продуктам 

ее переработки. Мясо рыб содержит 10-20 % белка, богатого незаменимыми 

аминокислотами, витаминами, микро- и макроэлементами [20]. Ферментатив-

ный гидролиз проводится под действием протеолитических ферментов в 

условиях щадящей температуры 45±2 °С, что способствует сохранению пи-

тательных веществ (аминокислот, витаминов и т.д.). В качестве источника 

протеолитических ферментов применют измельченную поджелудочную же-

лезу КРС, содержащую комплекс ферментов (пепсин, панкреатин, трипсин и 

т.д.). На активность процесса гидролиза влияют: температура, кислотность 

среды, время воздействия, концентрация и способ внесения фермента [40, 

141]. 

 

3.1 Физико-химические показатели панкреатических гидролизатов 

В процессе приготовления панкреатических гидролизатов из рыбного 

сырья (сельдь, минтай, сорога) и морепродукта (кальмар), потеря в массе со-

ставила: 56,5 % у кальмара и 19,5-38,5 % у всех видов рыб. 

Аминный азот. Определяющим процессом в ходе ферментативного 

гидролиза является накопление низкомолекулярных продуктов белковой де-

градации. Оценку эффективности панкреатического гидролиза проводили по 

степени накопления свободных аминогрупп и аминокислот (аминного азота) 

в полученном продукте. 

Динамику ферментативного гидролиза наблюдали по нарастанию 

аминного азота. Полученные данные представлены на рисунке 1. 
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Рисунок 1 – Динамика накопления аминного азота в панкреатических гидро-

лизатах сельди, минтая, сороги и кальмара, мг% 

 

Значительное накопление аминного азота с темпом прироста в среднем 

на 27,3 % наблюдали во всех полученных ПГ сельди, минтая, сороги и каль-

мара в первые 6 сут (в среднем до 547,5±27,5 мг%). В дальнейшем, увеличе-

ние продолжительности гидролиза с 7 по 13 сут не привело к приросту со-

держания аминного азота (в среднем на 5,2 %), что доказывает нецелесооб-

разность продолжения ферментации ПГ более 6 сут. 

В ходе проведенного исследования установлено, что во всех образцах 

содержание аминного азота увеличивалось в течение первых 3 сут в среднем 

на 90,0±20 мг% и 6 сут на 120,0±20 мг% по сравнению с первыми сутками 

ферментолиза, а затем отмечалась стабилизация значений степени гидролиза 

(в среднем увеличение на 25,0 %). Наибольшее содержание аминного азота в 

конце ферментативного гидролиза определено в ПГ сороги – 600,0±10 мг%, 

данный показатель интенсивно нарастал к 6 сут, что говорит о быстрой фазе 

гидролиза и далее оставался стабильным в течение 7 сут (7-13 сут). 

Наименьшие показания аминного азота отмечены в гидролизате минтая 
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(540±10 мг%), что в 1,1 раза меньше по сравнению с показаниями аминного 

азота ПГ сороги. 

Во всех полученных ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара наблюдали 

увеличение содержания аминного азота на 6 сут (в среднем до 547,5±27,5 

мг%), что свидетельствовало о высокой степени расщепления белка. Стаби-

лизация содержания аминного азота свидетельствовала об окончании фер-

ментативного процесса. 

Кислотность. На первые сутки гидролиза кислотность ПГ достигала в 

среднем 6,83±0,07, по окончании трех суток ее прирост составил 6,88 %. 

Определено, что в гидролизате сороги значения рН оставались стабильными 

с 6 до 13 сут. В гидролизате сельди значения рН с 6 по 13 сут близки к 

нейтральным (рН 7,2), а в гидролизатах кальмара и минтая после 3 сут гид-

ролиза значение рН слабощелочное (от 7,4 до 7,7), что вероятнее всего связа-

но с особенностями исходного сырья (Рисунок 2). 

 
Рисунок 2 – Изменение значений рН в панкреатических гидролизатах сельди, 

минтая, сороги и кальмара 

По истечении времени гидролиза ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара 

фильтровали через ватно-марлевый фильтр.  
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Для получения сухого рыбного гидролизата, нами выбрана сублимаци-

онная сушка с фазовым переходом «лед-пар», которая обеспечивает длитель-

ную сохранность химического состава препарата [48]. Ферментативные гид-

ролизаты сельди, минтая, сороги и кальмара замораживанию при температу-

ре полок -45±5 °С в течение 4 ч, температура гидролизатов составляла -43±3 

°С. Параметры сублимационной сушки: температура конденсатора -65±5 °С, 

давление от 16 до 4 Па, температура препарата от -43±3 до 30±2 °С. Высуши-

вание длилось 42±2 ч. Во время сушки ПГ сельди на этапе вымораживания 

образовалась жировая пленка, в результате чего продолжительность высуши-

вания увеличилась в 2 раза. Данные о выходе сухих панкреатических гидро-

лизатов показаны в таблице 4. 

Таблица 4 – Выход ПГ после фильтрации и лиофильной сушки 

Наименование 
гидролизата 

Выход жидкого  
гидролизата, л 

Выход сухого  
гидролизата, кг 

Показатель  
аминного азота, % 

ПГ сельди 1,2 0,067 5,7 
ПГ минтая 1,0 0,065 5,3 
ПГ сороги  1,0 0,063 6,0 
ПГ кальмара 1,0 0,067 5,8 

 
Высушенные ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара представляли собой 

мелкодисперсные, гигроскопические порошки светло-желтого цвета. В даль-

нейшем сухие ПГ использовали в качестве белковой основы в составе пита-

тельных сред для культивирования листерий. 

Методом ЯМР-спектроскопии определили качественный состав ПГ 

сельди, минтая, сороги и кальмара. Они содержали 12 свободных аминокис-

лот – аланин, валин, треонин, аргинин, лизин, лейцин, метионин, фенилала-

нин, глицин, доли гистидина, тирозина, триптофана составили менее 5,0 %. 
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3.2 Изучение ростовых свойств L. monocytogenes 766 на питательных сре-

дах с добавлением панкреатических гидролизатов  

Для проверки ростовых свойств питательной среды для культивирова-

ния листерий на основе ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара использовали 

тест-штамм L. monocytogenes 766. 

Сконструированы четыре варианта экспериментальных питательных 

сред на основе сухих ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара, рН 7,2±0,2. В ка-

честве контрольной среды использовали питательную среду МПА с 1 % глю-

козой (Таблица 5). Во всех экспериментальных питательных средах наблю-

дали слабую опалесценцию. 

Таблица 5 – Состав экспериментальных питательных сред на основе ПГ 

сельди, минтая, сороги и кальмара 

№ 
п/п 

Состав питательной 
среды 

Концентрация, г/л 
Вариант № 1 

ПГ сельди  
Вариант № 2 
ПГ минтая  

Вариант № 3 
ПГ сороги  

Вариант № 4 
ПГ кальмара 

1 ПГ 21,0 21,0 21,0 21,0 
2 Натрия хлорид (NaCl) 3,0 

3 Натрия карбонат 
(Na2CO3) 0,7 

4 Тиамин (витамин В1) 0,05 
5 Глюкоза 5,0 

6 Агар микробиологи-
ческий 9,0 

 

Определены основные биологические свойства тест-штамма 

L. monocytogenes 766 культивируемого на экспериментальных питательных 

средах на основе ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара по культуральным, 

морфологическим, серологическим и биохимическим свойствам (Таблица 6).  

Отчетливо видимый «росинчатый» рост штамма L. monocytogenes 766 

просматривали через 18 ч инкубации только на питательных средах на осно-

ве ПГ сельди и сороги, у других двух сред с ПГ минтая и кальмара рост 

определен через 24 ч. В средах с ПГ сельди (вариант № 1) и сороги (вариант 

№ 3) через 24 ч инкубации при температуре 37±1 °С отмечали типичный рост 
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колоний в S-форме тест-штамма L. monocytogenes 766, достаточный для ви-

зуального подсчета колоний (d=1,0-1,5 мм). 

 

Таблица 6 – Биологические свойства тест-штамма L. monocytogenes 766 на 

питательных средах на основе ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара 

Питательная 
среда 

Культуральные 
свойства  

Время  
инкубации, 

ч 

Морфологиче-
ские свойства  

Серологи 
ческие 

свойства  
в ОРА 
(1:100) 

Биохимиче-
ские свой-

ства 

Вариант  
№ 1 

ПГ сельди  

«росинчатый» рост 18 

короткие Гр+ 
палочки с за-
кругленными 
концами 

4+ 

маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

типичные колонии 
S-форма 

d=1,0-1,2 мм 
24 

типичные колонии 
S-форма 

 d=3,0-3,5 м 
48 

Вариант 
 № 2 

ПГ минтая  

рост не обнаружен 18 
короткие Гр+ 
палочки с за-
кругленными 
концами 

4+ 
маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

«росинчатый» рост 
d < 1,0 мм 24 

типичные колонии 
S-форма 

 d=2,5-3,0 мм 
48 

Вариант 
№ 3 

ПГ сороги 

«росинчатый» рост 18 

короткие Гр+ 
палочки с за-
кругленными 
концами 

4+ 
маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

типичные колонии 
S-форма 

 d=1,0-1,5 мм 
24 

типичные колонии 
S-форма 

 d=3,0-4,0 мм 
48 

Вариант  
№ 4 

ПГ кальмара  

рост не обнаружен 18 
короткие Гр+ 
палочки с за-
кругленными 
концами 

4+ 
маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

«росинчатый» рост 
d < 1,0 мм 24 

типичные колонии 
S-форма 

d=2,0-2,5 мм 
48 

МПА с 1 % 
глюкозой 

рост не обнаружен 18 
короткие Гр+ 
палочки с за-
кругленными 
концами 

4+ маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

«росинчатый» рост 
d < 1,0 мм 24 

типичные колонии 
S-форма 

 d=1,0 мм 
48 

Примечание: d – диаметр колоний, Гр+ – грамположительные 
 
Питательные среды с ПГ минтая (вариант № 2) и кальмара (вариант № 

4) обеспечивали типичный рост культуры только через 48 ч инкубации. При 

микроскопии мазка просматриваются короткие грамположительные палочки 
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с закругленными концами. По биохимическим свойствам в отношении ос-

новных углеводов показано, что тест-штамм L. monocytogenes 766, инкубиро-

ванный на экспериментальных средах, одинаково ферментировал рамнозу и 

не разлагал маннит и ксилозу. При изучении серологических свойств тест-

штамма L. monocytogenes 766 получен положительный результат в ОРА – 

1:100 на 4 креста с сывороткой листериозной агглютинирующей (серия 43) 

во всех вариантах исследуемых сред. 

Проведена оценка специфической активности сконструированных че-

тырех вариантов питательных сред по прорастанию, чувствительности и ско-

рости роста микроорганизма, эффективности среды (Таблица 7).  

Таблица 7 – Результаты изучения специфической активности питательных 

сред на основе ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара 

Питательная  
среда 

Показатель 
прорастания 

микроорганиз-
ма, %  

Чувствительность, 
КОЕ Скорость 

роста, 
ч 

Доля 
диссоци-
ации, % 

Эффективность пи-
тательной среды, 

м.к./мл разведение 10-6  

(100 м.к.) 
разведение 10-7  

(10 м.к.) 
Вариант  

№ 1 
ПГ сельди  

 

– – 18 
0 3,8×109 – 6,0±1,1 24 

100,0±1,8 7,0±1,1 48 
Вариант 

 № 2 
ПГ минтая  

 

– – 18 

0 2,6×109 – – 24 

100,0±1,4 8,0±0,4 48 

Вариант  
№ 3 

ПГ сороги  
 

– – 18 

0 4,7×109 – 9,0±0,4 24 

112,0±1,6 10,0±0,4 48 

Вариант  
№ 4 

ПГ кальмара  
 

– – 18 

0 1,9×109 – – 24 

99,0±1,8 7,0±1,1 48 

МПА с 1 % 
глюкозой 

не рассчитыва-
ли 

 

– 18 
0 2,8×109 – 24 

8,3±1,5 48 
Примечание: «–» – подсчет колоний не проводили 
 

По прорастанию тест-штамма L. monocytogenes 766 из разведения 10-6 

при культивировании в течение 48 ч высокие результаты показала питатель-
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ная среда с ПГ сороги в варианте № 3 (112,0±1,6 %) в сравнении со средами 

на основе ПГ сельди, минтая и кальмара (варианты № 1, 2 и 4).  

При изучении чувствительности на экспериментальных средах с добав-

лением взятых в опыт четырех питательных основ, количество выросших ко-

лоний штамма L. monocytogenes 766 через 48 ч инкубации при температуре 

37±1 °С отличались между собой незначительно, за исключением питатель-

ной среды с ПГ сороги (вариант № 3). Также наблюдали увеличение размера 

колоний тест-штамма L. monocytogenes 766 до 4,0 мм на питательной среде 

варианта № 3, по сравнению с другими средами. На контрольной среде МПА 

с 1 % глюкозой наблюдали «росинчатый» рост через 24 ч культивирования 

тест-штамма L. monocytogenes 766, через 48 ч размер колоний достигал 1,0 

мм.  

Отсутствие диссоциации (0 %) тест-штамма L. monocytogenes 766 при 

культивировании на испытуемых средах в четырех вариантах показало ста-

бильность сохранения его основных биологических свойств. 

Эффективность экспериментальных питательных сред вариантов № 1, 

2, 3 и 4 определена через 20 ч инкубации (Рисунок 3). 

 
Рисунок 3 – Эффективность экспериментальных питательных сред на основе 

ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара 

Эффективность контрольной питательной среды МПА с 1 % глюкозой 

составляет 2,8×109 м.к./мл. Наибольшая эффективность питательной среды 
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определена в вариантах № 3 – 4,7×109 м.к./мл и № 1 – 3,8×109 м.к./мл, что в 

среднем выше контроля на 67,9 % и на 48,5 %, соответственно. Наименьший 

выход микробных клеток L. monocytogenes 766 с 1 мл питательных сред 

наблюдали в вариантах № 2 – 2,6×109 м.к./мл и № 4 – 1,9×109 м.к./мл.  

Таким образом, сравнительная оценка специфической активности экс-

периментальных вариантов питательных сред на основе ПГ сельди, минтая, 

сороги и кальмара показала, что питательной основой, перспективной для 

конструирования экспериментальной среды для культивирования листерий, 

является ПГ сороги. По стабильности основных биологических свойств куль-

тивируемого тест-штамма L. monocytogenes 766, прорастанию, чувствитель-

ности, скорости роста и эффективности питательная среда на основе ПГ со-

роги превосходит остальные варианты. Кроме того, сорога, как белковая ос-

нова для получения ПГ, представляет интерес для Иркутского научно-

исследовательского противочумного института ввиду относительно низкой 

стоимости и доступной сырьевой базы, расположенной в водной системе 

бассейна озера Байкал, южной части Восточной Сибири и по береговой ли-

нии в Иркутской области (Слюдянский, Иркутский, Ольхонский, Качугский 

районы) и Республике Бурятия (Кабанский, Прибайкальский, Баргузинский, 

Северо-Байкальский районы). 

3.3 Конструирование питательной среды для культивирования листерий 

и изучение ее ростовых свойств 

При конструировании питательных сред, для улучшения качественных 

характеристик, их состав дополнительно обогащают ферментативными гид-

ролизатами. Изучен аминокислотный состав питательных основ панкреати-

ческих гидролизатов сороги и отходов производства мясной воды (ГОПМВ). 

Количественное содержание аминокислот измеряли на автоматическом ами-

нокислотном анализаторе ААА-881 (Чехия) (Таблица 8, Рисунок 4). Опреде-

ляли следующие аминокислоты (мМоль/мл): незаменимые – метионин, фе-

нилаланин, треонин, лейцин, аргинин, лизин, гистидин, валин, изолейцин; 

заменимые – цистин, серин, аспарагиновая кислота, глицин, глутаминовая 
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кислота, пролин, аланин, тирозин, цитрулин и орнитин. 

Таблица 8 – Аминокислотный состав питательных основ 

№ 
п/п Аминокислота Содержание аминокислот в питательных основах, мМоль/мл 

ПГ отходов производства мясной воды ПГ сороги 
Незаменимые аминокислоты: 

1 Метионин 3,32 3,45 
2 Фенилаланин 5,86 24,73 
3 Треонин 10,88 2,99 
4 Лейцин 12,21 18,00 
5 Аргинин 0,36 0 
6 Лизин 5,57 13,50 
7 Гистидин 25,71 2,50 
8 Валин 8,25 8,72 
9 Изолейцин 12,18 7,39 

Заменимые аминокислоты: 
10 Цистин 0,18 0,68 
11 Серин 8,93 2,14 
12 Аспарагиновая кислота 17,07 4,67 
13 Глицин 16,71 10,71 
14 Глутаминовая кислота 42,42 20,45 
15 Пролин 24,36 5,87 
16 Аланин 16,73 13,44 
17 Тирозин 13,90 1,09 
18 Цитруллин 0 2,88 
19 Орнитин 0 3,52 

l

 
Рисунок 4 – Аминокислотный состав панкреатических гидролизатов отходов 

производства мясной воды и сороги 
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Для поддержания осмотического равновесия использовали натрия хло-

рид. Стабилизаторами кислотности (рН) среды служили натрия гидрокарбо-

нат и натрия карбонат. Витамин В1 способствовал росту листерий, глюкозу 

применяли в качестве источника углерода [105].  

Разработаны три версии питательных сред с различным составом и со-

отношением компонентов (Таблица 9).  

Таблица 9 – Состав экспериментальных питательных сред с ПГ сороги и 

ГОПМВ  

Состав питательной среды 
Концентрация, г/л 

Вариант Ι Вариан ΙΙ Вариант ΙΙΙ МПА с 1 % 
глюкозой 

ПГ сороги – – 11,00 – 
ГОПМВ 21,00 21,00 9,00 – 
Пептон ферментативный – – – 10,00 
Мясная вода, л – – – 1,00 
Натрия хлорид (NaCl) 3,50 3,00 3,00 3,00 
Натрия гидрокарбонат (NaHCO3) – 0,65 – – 
Натрия карбонат (Na2CO3) 0,68 - 0,65 – 
Тиамин (витамин В1) 0,06 0,05 0,05 – 
Глюкоза  5,00 5,00 5,00 10,00 
Агар микробиологический 9,00 9,00 9,00 11,00 

 

Оценку специфической активности сконструированных питательных 

сред трех версий проводили по основным биологическим показателям – ста-

бильность основных свойств штамма, чувствительность, скорость роста, эф-

фективность среды, прорастание микроорганизма. Учет результатов испыта-

ний исследуемых питательных сред с контрольной средой МПА с 1 % глюко-

зой проводили через 24-48 ч культивирования штамма L. monocytogenes 766. 

Результаты изучения специфической активности сконструированных пита-

тельных сред по биологическим показателям представлены в таблице 10. 
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Таблица 10 – Результаты изучения специфической активности сконструированных питательных сред по биологиче-
ским показателям 

№
 П

ит
ат

ел
ь-

но
й 

ср
ед

ы
 

Состав питательной 
среды, г/л 

Скорость 
роста, 

ч 

Культурально-
морфологиче-

ские  
свойства  

Серологи 
ческие 

свойства  
ОРА 

(1:100) 

Биохимиче-
ские свой-

ства 

Показатель 
прорастания  

микроорганиз-
мов, % 

разведение 10-6  

Чувствитель-
ность, КОЕ 

разведение 10-7  

Контроль по-
севной дозы, 

КОЕ 
разведение 10-6  

Эффектив-
ность, 
м.к./мл 

В
ер

си
я 

№
 1

 ГОПМВ – 21,0 
NaCl – 3,5 
Na2 CO3 – 0,68 
Витамин В1 – 0,06 
Глюкоза – 5,0 
Агар – 9,0 

24 типичные ко-
лонии 

S-форма 
Гр+ палочки 

4+ 
маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

– 7,3 ± 0,6 
d = 1,0-1,5 мм 

66,0 ± 2,6 
d = 1,0-1,5 мм 

3,4×109 
48 114,5±2,0 7,6 ± 0,6 

d = 2,0-2,5 мм 
66,0 ± 2,6 
d = 2,0 мм 

В
ер

си
я 

№
 2

 
 

ГОПМВ – 21,0 
NaCl – 3,0 
NaHCO3 – 0,68 
Витамин В1 – 0,05 
Глюкоза – 5,0 
Агар – 9,0 

24 «росинчатый» 
рост 

4+ 
маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

– d < 1,0 мм d < 1,0 мм 

3,0×109 
48 

типичные ко-
лонии 

S-форма 
Гр+ палочки 

103,6±1,7 6,3 ± 0,6 
d = 2,0-2,5 мм 

59,7 ± 2,0 
d = 1,5-2,0 мм 

В
ер

си
я 

№
 3

 

ПГ сороги –11,0 
ГОПМВ – 9,0 
NaCl –3,0 
Na2 CO3– 0,65 
Витамин В1– 0,05 
Глюкоза– 5,0 
Агар – 9,0 

24 типичные ко-
лонии 

S-форма 
Гр+ палочки 

 

4+ маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

– 8,0 ± 1,0 
d = 2,5-3,5 мм 

74,0 ± 2,0 
d = 1,5-2,5 мм 

5,2×109 

48 131,4±1,7 8,7 ± 0,6 
d = 3,5-4,0 мм 

75,7 ± 2,0 
d = 3,0-3,5 мм 

М
П

А
 с

 1
%

 
гл

ю
ко

зо
й 

 

Пептон фермента-
тивный – 10,0 
Мясная вода – 1,0 л 
NaCl – 3,0 
Глюкоза – 10,0 
Агар – 11,0 

24 «росинчатый» 
рост 

4+ маннит (-) 
рамноза (+) 
ксилоза (-) 

– d < 1,0 мм d < 1,0 мм 

2,7×109 
48 

типичные ко-
лонии 

S-форма 
Гр+ палочки 

– 5,3 ± 0,6 
d = 1,0 мм 

57,6 ± 1,5 
d = 1,0 мм 

Примечания: Гр+ – грамположительные, «–» – подсчет колоний не проводили, d – диаметр колоний 



68 
 

  

Отчетливо видимый рост тест-штамма L. monocytogenes 766 на 

питательных средах версий № 1 и № 3 наблюдали через 24 ч инкубации, 

диаметр колоний достигал от 1,5 до 4,0 мм, соответственно. В это время на 

питательных средах версии № 2 и МПА с 1 % глюкозой просматривали за-

медленный «росинчатый» рост. Через 48 ч на всех засеянных чашках сфор-

мировались типичные колонии L. monocytogenes 766; в мазках – короткие 

грамположительные палочки с закругленными концами.  

При изучении серологических свойств тест-штамма 

L. monocytogenes 766, инкубированного на трех версиях питательных сред и 

контроле, получены положительные результаты в ОРА – 1:100 на 4 креста с 

сывороткой листериозной агглютинирующей (серия 43). Тест-штамм 

L. monocytogenes 766 ферментировал рамнозу, не утилизировал маннит и 

ксилозу, что соответствует основным биохимическим свойствам листерий. 

Наилучшие результаты прорастания тест-штамма L. monocytogenes 766 

(131,4±1,7 %) и чувствительности (8,7±0,6 КОЕ) определены на среде версии 

№ 3, приготовленной на основе ПГ сороги, что в среднем выше в 1,3 раза 

этих же показателей на средах версий № 1 и № 2. Количество колоний тест-

штамма L. monocytogenes 766, выросших из разведения 10-6 через 48 ч 

культивирования составило в среднем 67,1±5,7 КОЕ, что на 14,0 % превыси-

ло значение контроля – МПА с 1 % глюкозой (р < 0,05).  

На вторые сутки на питательной среде версии № 3 диаметр колоний 

L. monocytogenes 766 достигал 4 мм, что в 4 раза больше, чем на контрольной 

среде (р < 0,05) (Рисунок 5). Полученные данные показывают преимущество 

данной серии перед средой МПА с 1 % глюкозой. 
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а) б) 

Рисунок 5 – Ростовые свойства питательной среды версии № 3 (а) и МПА с 1 

% глюкозой (б) при культивировании тест-штамма L. monocytogenes 766 

 

Определена эффективность питательных сред сконструированных на 

основе гидролизатов отходов производства мясной воды – версий № 1, 2 и 

ПГ сороги – версия № 3 (Рисунок 6). 

 
Рисунок 6 – Эффективность сконструированных питательных сред  

По результатам исследования эффективность контрольной среды МПА 

с 1 % глюкозой составляла 2,7×109 м.к./мл. Наибольший показатель установ-

лен в питательной среде версии № 3 на основе ПГ сороги – 5,2×109 м.к./мл, 
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что в среднем выше на 38,5 % сравнению с версиями № 1 – 3,4×109 м.к./мл и 

№ 2 – 3,0×109 м.к./мл. 

Таким образом, сравнительная оценка специфической активности 

сконструированных питательных сред показала, что питательная среда вер-

сии № 3 на основе панкреатических гидролизатов сороги и отходов произ-

водства мясной воды перспективна по показателям стабильности основных 

биологических свойств культивируемого тест-штамма L. monocytogenes 766, 

прорастания, чувствительности, скорости роста и эффективности. Питатель-

ная среда обеспечивает получение биомассы L. monocytogenes 766 через 24 ч 

инкубации в S-форме с типичными культурально-морфологическими, био-

химическими и серологическими свойствами. Далее обозначена как пита-

тельная среда для культивирования листерий (СКЛ). 

 

3.4 Контроль качества питательной среды для культивирования листе-

рий по физико-химическим и биологическим показателям  

Физико-химические показатели качества питательной среды для 

культивирования листерий. Для изучения физико-химических свойств экспе-

риментальной среды СКЛ (серия № 3) навеску 50 г растворяли в 1 л дистил-

лированной воды.  

Определили физико-химические показатели среды СКЛ: препарат 

представляет собой однородный мелкодисперсный гигроскопичный порошок 

светло-коричневого цвета; рН – 7,4±0,02; аминный азот – 4,83±0,07 %; проч-

ность студня среды – 531±13,66 г; растворимость – 50 г препарата полностью 

расплавили в 1 л дистиллированной воды при помешивании и кипячении в 

течение 3 мин; прозрачность – раствор питательной среды имел легкую опа-

лесценцию, по ОСО мутности не более 5 МЕ; потеря в массе при высушива-

нии – 3,75±0,05 %.  

Биологические показатели качества питательной среды для культиви-

рования листерий. По биологическим показателям среда СКЛ обеспечивала 

на всех засеянных чашках Петри типичный рост тест-штамма 
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L. monocytogenes 766 при посеве по 0,1 мл микробной взвеси из разведения 

10-6 через 24 ч инкубации при температуре 37±1 °С в виде белых с сероватым 

оттенком круглых, выпуклых с ровным краем, гладких колоний диаметром 

до 3,0±0,5 мм. 

 

3.5 Оценка способности тест-штамма L. monocytogenes 766 к сохранению 

биологических свойств на питательной среде для культивирования ли-

стерий  

Поддержание в промышленных и лабораторных условиях штаммов 

микроорганизмов в первоначальном состоянии, с сохранением их биологиче-

ских свойств (культурально-морфологических, серологических и т.д.) явля-

ются важным условием любой работы с культурами – от первичного изуче-

ния до использования их в производстве различных биопрепаратов [107]. 

Кроме сохранения свойств штаммов необходимо обеспечить их выживае-

мость при длительном хранении. Общепринятым методом для поддержания 

жизнедеятельности микроорганизмов является периодические пересевы 

культур на плотные питательные среды [14, 132]. 

Проведена оценка способности тест-штамма L. monocytogenes 766 по 

сохранению биологических свойств на СКЛ по восьми параметрам: 1) ско-

рость роста; 2) показатели стабильности основных биологических свойств 

микроорганизма; 3) показателя прорастания; 4) чувствительности; 5) эффек-

тивности; 6) морфологии в мазках по Граму; 7) тест на каталазу; 8) культу-

ральные признаки. В качестве контрольных сред использовали ГРМ-агар и 

МПА с 1 % глюкозой. 

В результате проведенных опытов по сравнению способности тест-

штамма L. monocytogenes 766 сохранять свои культурально-морфологические 

и серологические свойства длительное время на различных листериозных 

средах установлено, что скорость роста тест-штамма L. monocytogenes 766 

после 3 мес хранения культуры на средах СКЛ, ГРМ-агаре и МПА с 1 % 

глюкозой с последующим высевом на соответствующие среды составила 18 ч 
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для СКЛ и ГРМ-агара, для МПА с 1 % глюкозой – 24 ч. После высева штам-

ма L. monocytogenes 766 через 6 мес хранения скорость роста составила для 

СКЛ – 18 ч, для ГРМ-агара и МПА с 1% глюкозой – 24 ч. Через 9 мес хране-

ния скорость роста L. monocytogenes 766 составила для всех исследуемых 

сред – 24 ч. После высева штамма со сред хранения через 12 мес скорость ро-

ста на средах СКЛ и ГРМ- агаре составила 24 ч, на МПА с 1 % глюкозой рост 

отсутствовал (Таблица 11). 

Таблица 11 – Результаты изучения биологических свойств тест-штамма 

L. monocytogenes 766 в зависимости от сроков хранения на различных пита-

тельных средах при температуре 6±2 °С, M±m 

Наимено-
вание 
среды 

Срок 
хране-
ния, 
мес. 

Ско- 
рость 

роста, ч 

Показатель 
прорастания 
колоний,  %  

Чувствитель-
ность,  
КОЕ 

Контроль по-
севной дозы,  

КОЕ Культуральные 
признаки разведение 10-6 

(100 м.к.)  
разведение 10-7 

(10 м.к.) 
разведение 10-6 

(100 м.к.) 

СКЛ 

3 

18 – – – «росинчатый» 
рост 

24 123,7±2,8 8,7±0,6 88,6±1,5 S-форма 
d = 1,0-1,5 мм 

48 125,7±3,4 9,0±0,6 90,0±1,3 S-форма 
d = 3,0-4,0 мм 

6 

18 – – – «росинчатый» 
рост 

24 – 8,0±0,6 78,0±5,3 S-форма 
d = 1,0-1,5 мм 

48 120,9±4,5 8,3±1,1 79,0±5,3 S-форма 
d = 3,0-4,0 мм 

9 

18 – – – Рост отсутствовал 

24 – – – 
«росинчатый» 

рост 
d < 1,0 мм 

48 149,7±4,8 7,0±0,6 71,3±7,5 
S-форма 

d = 1,5-2,5 мм. 

12 

18 – – – Рост отсутствовал 

24 – – – «росинчатый» 
рост 

48 – 6,6±0,8 67,6±2,4 S-форма 
d = 1,0-1,5 мм. 

ГРМ-агар 

3 

18 – – – «росинчатый» 
рост 

24 106,0±5,0 5,6±0,8 76,0±4,6 S-форма 
d = 1,0-1,5 мм 

48 106,5±4,9 6,0±0,6 76,3±4,4 S-форма 
d =1,5-2,0 мм 

6 

18 – – – Рост отсутствовал 

24 – – – «росинчатый» 
рост 

48 118,8±2,9 5,6±0,4 77,6±2,2 S-форма 
d =1,0-1,5 мм 
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Продолжение таблицы 11 

 

9 

18 – – – Рост отсутствовал 

24 – – – «росинчатый» 
рост  

48 149,1±4,7 6,0±0,6 71,0 ± 7,3 R-форма 
d = 1,5-2,0 мм 

12 
24 – – – «росинчатый» 

рост  

48 – 5,3±0,4 67,6±2,2 R-форма 
d = 1,5-2,0 мм 

МПА с 
1% глю-

козой 

3 

18 – – – Рост отсутствовал 

24 – – – «росинчатый» 
рост 

48 – 7,3±0,4 71,6±5,5 S-форма 
d = 1,0-1,5 мм 

6 

18 – – – Рост отсутствовал 

24 – – – «росинчатый» 
рост 

48 – 6,3±0,4 65,3±3,7 S-форма 
d =1,0-1,5 мм 

9 

18 – – – Рост не обнару-
жен 

24 – – – «росинчатый» 
рост 

48 – 4,0±0,6 47,6±2,2 S-форма 
d =1,0-1,5 мм 

12 
18 – – – Рост отсутствовал 
24 – – – Рост отсутствовал 
48 – – – Рост отсутствовал 

Примечание: d – диаметр колоний, мм; при d < 1 – количество колоний не подсчи-
тывалось, «–» – нет данных 

 

При изучении стабильности основных биологических свойств микро-

организма установлено, что через 3 и 6 мес хранения со всех сред, взятых в 

опыт, колонии тест-штамма вырастали в стабильной S-форме. Через 9 мес S-

форму сохраняли листерии только на средах СКЛ и МПА с 1 % глюкозой. 

При просмотре мазков, окрашенных по Граму, отмечали типичные для ли-

стерий короткие грамположительные палочки. На среде ГРМ-агар наблюда-

лась диссоциация в R-форму колоний исследуемого штамма. 

По показателю прорастания микробных клеток определили, что данные 

по среде СКЛ в среднем в 1,1 раза выше, чем на среде ГРМ-агар (в качестве 

контрольной среды использовали МПА с 1 % глюкозой). По результатам ис-

следования через 9 мес хранения среда МПА с 1 % глюкозой не обеспечивала 

рост штамма L. monocytogenes 766. Поэтому, исходя из данных таблицы 10, 

показатель прорастания среды для СКЛ составил 149,7±4,8 %. Результаты, 
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полученные через 9 мес хранения штамма на среде ГРМ-агар (149,1±4,7 %) 

не учитывались в связи с диссоциацией штамма.  

При определении чувствительности питательной среды установлено, 

что испытуемые среды обеспечивали рост тест-штамма L. monocytogenes 766 

при высеве из разведения 10-7. На чашках со средой СКЛ из разведения 10-7 

во все сроки наблюдения, вырастало в среднем на вторые сутки 8,0±0,7 КОЕ, 

что превышало значение чувствительности контрольных сред ГРМ-агара и 

МПА с 1 % глюкозой в 1,4 и 1,8 раза, соответственно. Через 48 ч культивиро-

вания диаметр колоний L. monocytogenes 766 на среде СКЛ (3 и 6 мес хране-

ния) достигал 4 мм, что в 4 раза больше, чем на контрольных средах. 

Культура листериозного микроба, выращенная на плотных питатель-

ных средах, после пересева со сред хранения отличалась по культурально-

морфологическим свойствам. На среде СКЛ через 3, 6, 9 и 12 мес хранения 

наблюдался типичный рост высеяного тест-штамма L. monocytogenes 766. На 

ГРМ-агаре через 3-6 мес хранения отмечался типичный рост тест-штамма L. 

monocytogenes 766, а через 9-12 мес хранения штамм диссоциировал в R-

форму – колонии плоские с неровным краем, поверхность шероховатая, ма-

товая, структура крупнозернистая. На МПА с 1 % глюкозой колонии тест-

штамма L. monocytogenes 766 плоские с ровным краем, через 12 мес рост от-

сутствовал. 

Эффективность питательной среды определяли согласно МУК 

4.2.2316-08 [80]. Рассчитан выход микробных клеток с 1 мл питательной сре-

ды (в млрд./мл) и прирост числа микроорганизмов относительно засеянного. 

Для питательных сред СКЛ, ГРМ-агара и МПА с 1 % глюкозой определена 

эффективность через 3, 6 и 9 мес хранения (Рисунок 7). 
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Рисунок 7 – Определение эффективности питательных сред СКЛ, ГРМ-агара 

и МПА с 1 % глюкозой через 3, 6 и 9 мес хранения 

По результатам исследования, эффективность испытуемых сред соста-

вила: через 3 и 6 мес хранения СКЛ – 5,1×109 м.к./мл; ГРМ-агара 2,1×109 

м.к./мл и МПА с 1 % глюкозой – 4,5×109 м.к./мл. Через 9 мес эффективность 

испытуемых сред незначительно снизилась и составила для СКЛ – 4,5×109 

м.к./мл, для ГРМ-агара – 1,7×109 млрд. м.к./мл среды и МПА с 1 % глюкозой 

– 3,5×109 м.к./мл (расчет производили по п.7.7 МУК 4.2.2316-08). Темпы 

снижения показателей эффективности с 6 мес по 9 мес хранения составили 

для СКЛ – 11,8 %, для ГРМ-агара – 19,1 % и МПА с 1 % глюкозой – 22,2 %.  

Таким образом, тест-штамм L. monocytogenes 766 сохранял культураль-

ные свойства в течение 12 мес в S-форме только на среде СКЛ. Эффектив-

ность среды СКЛ выше по сравнению с ГРМ-агаром и МПА с 1 % глюкозой 

в среднем 2,5 и 1,2 раза, соответственно (р < 0,05) и составляла 4,9×109 

м.к./мл питательной среды. На среде ГРМ-агар после хранения листерий в 

течение 9 мес произошла диссоциация штамма в R-форму.  

В течение всего срока наблюдения штамм L. monocytogenes 766 сохра-

нял свои типичные биохимические свойства по способности ферментировать 

маннозу, мальтозу, глюкозу и отсутствию способности ферментировать кси-
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лозу, маннит и дульцит (Таблица 12). Так же в течение всего срока опреде-

лялся положительный каталазный тест. 

Таблица 12 – Результаты исследования биохимических свойств тест-штамма 

L. monocytogenes 766 при хранении в течение 12 мес и температуре 6±2 °С 

Название 
среды 

Срок 
хранения, 

мес. 
Манноза Мальтоза Глюкоза Ксилоза Маннит Дульцит 

СКЛ 

3 + + + – – – 
6 + + + – – – 
9 + + + – – – 
12 + + + – – – 

ГРМ-агар 

3 + + + – – – 
6 + + + – – – 
9 + + + – – – 
12 + + + – – – 

МПА с 1 
% глюко-

зой 

3 + + + – – – 
6 + + + – – – 
9 + + + – – – 
12 Нет роста 

Примечание: «+» – положительный результат, «–» – отрицательный результат 

Оценка биологических показателей (скорость роста, стабильность ос-

новных биологических свойств микроорганизма, показатели прорастания, 

чувствительности, эффективности, морфология в мазках, окрашенных по 

Граму, тест на каталазу и культуральные признаки) тест-штамма 

L. monocytogenes 766 после хранения на различных питательных средах сви-

детельствует, что сконструированная питательная среда для культивирования 

листерий имеет значительное преимущество в сравнении с МПА с 1 % глю-

козой, ГРМ-агаром и пригодна для длительного хранения тест-штамма 

L. monocytogenes 766. Культура L. monocytogenes 766, выращенная на пита-

тельной среде СКЛ обладала всеми типичными для листерий свойствами, не 

диссоциировала, показала положительный результат в ОРА (1:100) на 4 кре-

ста с сывороткой листериозной. Далее штамм L. monocytogenes 766, выра-

щенный на экспериментальной питательной среде СКЛ использовали в по-

следующих этапах работы в качестве антигена для иммунизации животных-

продуцентов при производстве сыворотки листериозной.  
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ГЛАВА 4. РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ПРОИЗВОДСТВА СЫВО-

РОТКИ ЛИСТЕРИОЗНОЙ АГГЛЮТИНИРУЮЩЕЙ 

Для подбора схемы иммунизации нами апробированы методики полу-

чения агглютинирующих сывороток, разработанные в лаборатории диагно-

стических сывороток нашего института. Для получения сыворотки листери-

озной агглютинирующей подобрали концентрацию антигена, способ его вве-

дения, кратность, величину доз и их нарастание, перерывы между инъекция-

ми, общую продолжительность курса иммунизации. Провели серию экспе-

риментов по подработке оптимальной технологии получения сыворотки ли-

стериозной агглютинирующей. В сравнительных опытах исследовали агглю-

тиногенность корпускулярного антигена инактивированного кипячением при 

100 °С в течение 1 ч.  

Проведен анализ литературных данных и результатов производствен-

ного опыта по получению диагноститеских сывороток.  В качестве лаборо-

торного животного выбрали кроликов породы шиншилла. Кролики широко 

используются в качестве лабораторной модели, т.к. обладают высокой имму-

нологической реактивностью. Диагностические сыворотки, полученные от 

кроликов-продуцентов не содержат неспецифические антитела, что исключа-

ет этап адсорбции гетерологичных антител [78]. 

Перед иммунизацией сыворотку крови используемых в опыте кроликов 

исследовали в РРА на содержание антител к возбудителю листериоза. Листе-

риозные антитела не выявлены. 

 

4.1 Подбор схемы иммунизации кроликов-продуцентов 

В качестве иммуногена использовали корпускулярный антиген, полу-

ченный из биомассы штамма L. monocytogenes 766. Определили химический 

состав иммуногена, который содержал, мг/мл: белок – 5,20±0,13, углеводы – 

1,11±0,01 и нуклеиновые кислоты – 0,080±0,001. 
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Результаты проверки специфической стерильности листериозного им-

муногена в течение 6 сут показали отсутствие роста культуры 

L. monocytogenes 766. 

Для получения сыворотки листериозной проводили иммунизацию кро-

ликов по двум схемам: с применением полного адъюванта Фрейнда (ПАФ) 

(Sigma-Aldrich, США) и без ПАФ (Таблица 13).  

Таблица 13 – Схемы иммунизации кроликов-продуцентов  
Первая схема иммунизации кроликов 

Время, 
дни Способ введения  Доза ПАФ, 

мл 
Доза иммуногена, 

мл 

Доза  
сыворотки, 

мл 

Титр 
анти-
тел в 
РРА 

І цикл иммунизации 

1 В обе подушечки 
задних лап 0,6  – – – 

8 

Каждый задний под-
коленный лимфати-

ческий узел 
0,5 0,2 (1,0 млрд. м.к.) – – 

в/м – 0,2 (1,0 млрд. м.к.) – – 

15 
В обе подушечки 

передних лап 0,5 0,2 (2,4 млрд. м.к.) – – 

в/м – 0,2 (2,4 млрд. м.к.) – – 
22 Забор крови, определение титра антител 1:800 

ІІ цикл иммунизации 

37 в/в – 1,0 (3,0 млрд. м.к.) 1,0 – 
в/м 0,5 1,0 (3,0 млрд. м.к.) – – 

42 в/в – 1,0 (5,0 млрд. м.к.) 1,0 – 
в/м 0,5 1,0 (5,0 млрд. м.к.) – – 

47 в/в – 1,0 (7,0 млрд. м.к.) 1,0 – 
в/м 0,5 1,0 (7,0 млрд. м.к.) – – 

54 Забор крови, определение титра антител 1:3200 
55 Получение сыворотки листериозной 

Вторая схема иммунизации кроликов 
Время, 

дни Способ введения Доза иммуногена,  
мл 

Титр антител 
в РРА 

1 в/в 1,0 (6,0 млрд. м.к.) – 
в/м 1,0 (500 млн. м.к.) – 

4 в/в 1,0 (16,0 млрд. м.к.) – 
в/м 1,0 (500 млн. м.к.) – 

7 в/в 1,0 (25,0 млрд. м.к.) – 
в/м 1,0 (500 млн. м.к.) – 

15 Забор крови, определение титра антител 1:800 
21 Забор крови, определение титра антител 1:1600 
22 Получение сыворотки листериозной 

Примечание: в/м – внутримышечно, в/в – внутривенно 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%A8%D0%90
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По первой схеме перед иммунизацией кроликам-продуцентам вводили 

по 0,6 мл ПАФ в подушечки задних лап, далее на 8 день – смесь иммуногена 

0,2 мл (1 млрд. м.к.) с 0,5 мл ПАФ в каждый задний подколенный лимфати-

ческий узел и такую же дозу внутримышечно без ПАФ. Затем на 15 день 

проводили вторую инъекцию смесью иммуногена 0,2 мл (2,4 млрд. м.к.) с 0,5 

мл ПАФ в обе подушечки передних лап и такую же дозу внутримышечно без 

ПАФ. На 22 день проводили забор крови и определяли титр антител в сыво-

ротке. В последующем, на 37 день проводили ІІ цикл иммунизации, который 

предусматривал трехкратное внутривенное введение комплекса антиген-

антитело (АГ-АТ). Для получения комплекса АГ-АТ (не менее 3 мл сыворот-

ки) у животных забирали кровь в количестве 12-15 мл. Сыворотку крови раз-

ливали по 1,0 мл в три стерильные пробирки и в каждую вносили по 3,0, 5,0 и 

7,0 млрд. м.к./мл иммуногена, соответственно. Подготовленный стерильный 

комплекс АГ-АТ вводили внутривенно этому же кролику, от которого полу-

чена сыворотка, с интервалом между инъекциями 5 дней. Одновременно 

каждому животному внутримышечно вводили смесь иммуногена в вышеука-

занных дозах с 0,5 мл ПАФ. На 54 день в сыворотке крови кроликов опреде-

ляли титры антител в РРА. Далее проводили процедуру кровопускания у 

кроликов. 

Вторая схема иммунизации кроликов-продуцентов включала трёхкрат-

ное введение иммуногена внутривенно в возрастающих концентрациях – 6,0, 

16,0 и 25,0 млрд. м.к./мл и внутримышечно – 500 млн. м.к./мл, с интервалом в 

три дня. На 15 день от начала иммунизации проводили пробный забор крови 

у животных для определения титра антител сыворотки в РРА. На 21 день за-

бирали кровь и определяли титр антител сыворотки в РРА (1:1600). После 

получения результатов, проводили процедуру кровопускания у кроликов.  

Динамика накопления антител в сыворотке крови кроликов показана на 

рисунке 8. 
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22 дня   54 дня  21 день 

 Первая схема иммунизации   Вторая схема иммунизации 
 

Рисунок 8 – Изменение титра антител в развернутой реакции агглютинации в 

сыворотке крови кроликов, иммунизированных с применением ПАФ и без 

ПАФ  

По первой схеме по завершении І цикла иммунизации на 22 день полу-

чены титры антител в РРА 1:800, далее по окончании ІІ цикла на 54 день тит-

ры антител составили 1:3200. По второй схеме иммунизации к 21 дню титры 

антител достигли уровня 1:1600. Чувствительность в сыворотках листериоз-

ных, полученных по двум схемам иммунизации кроликов-продуцентов отли-

чались, титры антител по первой схеме в 1,8 раза выше, чем по второй.  

Несмотря на достаточно высокие титры антител (1:3200) в сыворотках 

листериозных, полученных по первой схеме иммунизации, нами выбрана 

вторая схема. Это связано с тем, что первая схема иммунизации сложнее, бо-

лее длительна, трудоёмка и состоит из двух циклов, общей протяженностью 

в 55 дней. Также необходимо приготовление смеси иммуногена с ПАФ для 

усиления иммунного ответа, который животным неоднократно вводится 

внутривенно и внутримышечно в несколько мест (подушечки задних и пе-

редних лап, задние подколенные лимфатические узлы).  
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Таким образом, подобрана оптимальная схема иммунизации кроликов-

продуцентов без применения ПАФ с использованием трехкратного введения 

листериозного иммуногена, которая обеспечивает получение сыворотки ли-

стериозной с титром антител 1:1600. В серологических исследованиях А. И. 

Смирнова (1958) на листериоз приняты диагностические титры антител – 

1:400, так как при этих разведениях наблюдали совпадения показаний в РА и 

РСК [8]. 

При изучении специфичности сыворотки листериозной, полученных по 

обеим схемам иммунизации, в РРА и ОРА получен отрицательный результат 

с близкородственными и гетерологичными штаммами: L. innocua 6а 304004, 

L. ivanovii 97к-88, E. coli АТСС 25922, Sh. flexnery 170, S. Typhimurium 21, 

S. Enteritidis Gartneri, S. aureus 6538. На основании вышеуказанных данных 

установлено, что сыворотки листериозные, полученные по обеим схемам 

иммунизации кроликов-продуцентов обладали высокой специфичностью и 

не нуждались в адсорбции гетерологичных антител. 

В дальнейшем технологическом процессе производства сыворотки ли-

стериозной применяли вторую схему иммунизации кроликов-продуцентов, 

период которой составлял 21-22 дня. 

 

4.2 Изучение и оценка стабильности сыворотки листериозной агглюти-

нирующей 

Стабильность физических свойств и чувствительность является основ-

ным показателем качества выпускаемых сывороток. При оценке стабильно-

сти препаратов определен допустимый уровень снижения их специфической 

активности (чувствительности). В лабораторной диагностике при идентифи-

кации микроорганизма агглютинирующей сывороткой, если значения РА по-

казывают титр или половину значения титра, то данную культуру можно от-

нести к этому виду. Следовательно, сыворотки листериозные в течение срока 

годности не должны терять более 50 % своей активности. 

Денатурация и гидролиз белков в диагностических сыворотках под 
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действием протеолитических ферментов, является причиной изменения ак-

тивности и физических свойств сывороточных препаратов. Интерес пред-

ставляют способы сохранения качества диагностических препаратов в про-

цессе хранения. В связи с этим, представлялось интересным изучить дей-

ствие на белковый компонент сывороточных препаратов некоторых стабили-

зирующих веществ, которые могли бы предотвратить денатурацию белков и 

инактивировать протеолитические ферменты для сохранения функциональ-

ной активности антител сыворотки листериозной.  

Для изучения стабилизации сыворотки листериозной по сохранению 

биологической структурной целостности МИ использовали четыре препара-

та, обладающие стабилизирующим действием в различных концентрациях: 

сорбит – 2,5 %, поливинилпирролидон – 1 %, сахароза – 3 % и тиосульфат 

натрия – 1 %. В качестве контроля использовали лиофилизированную сыво-

ротку листериозную без стабилизатора.   

В опыт по стабилизации сыворотки листериозной включены три экспе-

риментальные серии – 41, 42, 43, полученные по второй схеме иммунизации 

кроликов-продуцентов. После внесения стабилизаторов сыворотку фильтро-

вали, разливали в ампулы и лиофилизировали. 

Стабильность сыворотки определяли в изотермическом тесте на «уско-

ренное старение» антител на 50 % в течение всего срока наблюдения. При 

этом сыворотки серий – 41 (дата выпуска 15.04.2015 г.), 42 (дата выпуска 

17.04.2015 г.) и 43 (дата выпуска 05.10.2016 г.) закладывали на хранение при 

температуре 60 °С в течение 50 сут в лабораторный инкубатор FRIOCELL 

222. По истечении каждых пяти суток, отбирали по три ампулы с сывороткой 

листериозной и хранили вместе с контрольными образцами при температуре 

6±2 °С. По окончании исследования во всех пробах и контрольных образцах 

сывороток определяли титры антител в РРА с использованием тест-штамма 

L. monocytogenes 766, кислотность (рН), остаточную влажность и раствори-

мость (Таблица 14). Так же фиксировали время снижения титров антител на 

50 % посуточно. 



83 
 

  

Таблица 14 – Влияние стабилизаторов на стабильность сыворотки листери-

озной, M±m 

Примечание: х – лиофилизированная сыворотка без стабилизатора, хх – срок сниже-
ния титра АТ до уровня 50 % в процессе хранения при 60 °С в сутках 

 

Влияние стабилизаторов на кислотность (рН) сывороток листериоз-

ных. Согласно требованиям производственного регламента показатель кис-

Серия 
сыво-
ротки 

Стабилизатор рН 
Остаточная 
влажность, 

% 

Раство-
римость, 

мин 

Обратные 
 титры АТ 

Срок 
сниже-

ния тит-
ров АТ, 

сут хх 

41 

Сорбит 2,5 % 5,7±0,04 2,4±0,04 7±1,3 1241±213 15 
Сахароза 3 % 7,7±0,13 1,8±0,11 6±1,1 1712±500 45 
Тиосульфат 
натрия 1 % 7,7±0,11 1,9±0,04 4±0,4 1500±175 40 

Сахароза 3 % 
+ 
тиосульфат 
натрия 1 % 

7,7±0,15 1,9±0,13 1±0,4 1610±77 50 

Поливинил-
пирролидон 
1 % 

7,7±0,17 2,0±0,15 7±1,1 1011±59 30 

Контроль х серия 41 7,72±0,13 1,9±0,15 8±0,88 1740±123 10 

42 

Сорбит 2,5 % 6,28±0,11 2,0±0,2 7±0,4 1941±633 15 
Сахароза 3 % 6,7±0,11 1,7±0,22 7±1,3 1012±21 30 
Тиосульфат 
натрия 1 % 7,65±0,17 1,9±0,22 5±0,3 1455±139 30 

Сахароза 3 % 
+ 
тиосульфат 
натрия 1 % 

7,66±0,17 1,7±0,17 1±0,4 1444±725 45 

Поливинил-
пирролидон 1 
% 

7,65±0,11 1,8±0,2 8±0,4 1111±582 30 

Контроль х  серия 42 7,66±0,11 1,7±0,2 10±0,4 1573±523 5 

43  

Сорбит 2,5 % 5,58±0,04 1,9±0,17 8±0,6 1458±722 15 
Сахароза 3 % 7,7±0,11 1,6±0,17 5±0,6 1247 ± 821 40 
Тиосульфат 
натрия 1 % 7,68±0,15 1,7±0,08 4±0,8 1324±145 40 

Сахароза 3 % 
+ 
тиосульфат 
натрия 1 % 

7,69±0,15 1,7±0,15  1±0,4 1699±252 45 

Поливинил-
пирролидон 1 
% 

7,65±0,08 1,7±0,2 7±0,6 1444±511 30 

Контроль х  серия 43 7,69±0,06 1,7±0,24 7±1,3 1652±177 10 
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лотности (рН) МИ составлял 7,5-8,5. В ходе экспериментальных работ уста-

новлено, что применение сорбита 2,5 % в качестве стабилизатора вызывало 

окисление сыворотки листериозной, так в контрольной сыворотке средний 

показатель рН составлял 7,69, а в трех испытуемых сыворотках рН равно 5,85 

(слабокислая), что ниже на 1,84 единицы. Применение стабилизаторов (3 % 

сахароза, 1 % тиосульфат натрия, 1 % поливинилпирролидон) существенно 

не повлияло на нейтральное значение рН сывороток листериозных испытуе-

мых серий (7,63-7,70), и соответствовало среднему значению кислотности 

контрольных образцов (рН 7,69) (Рисунок 9а). 

Определение потери в массе при высушивании сыворотки листериоз-

ной. Остаточная влажность препарата оказывает влияние на специфическую 

активность и растворимость, в производственном регламенте показатель по-

тери в массе при высушивании должен быть не более 2,5 %. Средний показа-

тель остаточной влажности трех серий сывороток со стабилизатором 2,5 % 

сорбитом составил 2,1 %, 1 % тиосульфатом натрия, 3 % сахароза + 1 %тио-

сульфат натрия и 1 % поливинилпирролидоном – по 1,8 %, 3 % сахарозой – 

1,7 %. В контрольных сериях сывороток листериозных без стабилизаторов 

остаточная влажность не превышала 1,9 %. По результатам исследования 

установлено, что все исследуемые серии сывороток и контрольные образцы 

соответствовали нормируемому показателю остаточной влажности (Рисунок 

9б). 

Показания растворимости сыворотки листериозной. Нормируемый 

показатель растворимости сыворотки составляет не более 10 мин в 1 мл сте-

рильной дистиллированной воды. Растворение сыворотки листериозной с 2,5 

% сорбитом и 1 % поливинилпирролидоном в среднем составило по 7,2 мин, 

3 % сахарозой – 6,0 мин, 1 % тиосульфатом натрия – 4,2 мин и в комбинации 

3 % сахарозы с 1 % тиосульфатом натрия – 1 мин. У контрольных образцов 

сывороток время растворения составило в среднем 8,2 мин. Замеры времени 

растворения сывороток и контрольных образцов показали в среднем 4,3 мин, 

что свидетельствует об их высокой растворимости влажности (Рисунок 9в). 
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Определение срока двукратного снижения титров АТ в исследуемых 

сыворотках. В контрольных образцах снижение титра АТ на 50 % произо-

шло на 8 сут хранения при температуре 60 °С (Рисунок 9г). Срок снижения 

на половину титров АТ при температуре хранения 60 °С в сыворотках в 

среднем составил с 3 % сахарозой +1 % тиосульфатом натрия – 47 сут, 3 % 

сахарозой – 38 сут, 1 % тиосульфатом натрия – 37 сут, 1 % поливинилпирро-

лидоном – 30 сут и 2,5 % сорбитом– 15 сут.  

  
9а – Кислотность 9б – Остаточная влажность 

  
9в – Растворимость 9г –Обратные титры антител 
  

 41 серия  42 серия  43 серия 

Рисунок 9 – Изучение стабильности сыворотки листериозной агглютиниру-

ющей (серии 41, 42 и 43) 
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Таким образом, в изотермическом тесте на «ускоренное старение» ан-

тител в сыворотке листериозной по показателям кислотности, потери в массе 

при высушивании и растворимости наиболее лучшим стабилизирующим 

действием обладали стабилизаторы в комбинации 3 % сахарозы и 1 % тио-

сульфата натрия. Тиосульфат натрия проявляет антиоксидантные свойства, 

замедляющие процессы окисления. Сахароза, используемая в качестве крио-

протектора, обладает наиболее выраженным защитным действием для белков 

при замораживании диагностического препарата [78]. 

Дальнейшие испытания проводили по подбору оптимальных концен-

траций сахарозы и тиосульфата натрия для стабилизации сыворотки листе-

риозной.  

Таблица 15 – Влияние сахарозы и тиосульфата натрия в различных концен-

трациях на стабильность сыворотки листериозной агглютинирующей, M±m 
Се-
рия 
сы-
во-
рот-
ки 

Содержание 
стабилизаторов в 

сыворотке, % Обратные 
титры АТ рН 

Остаточ-
ная влаж-
ность, % 

Растворимость, 
мин 

Срок сни-
жения тит-

ров АТ, 
сут хх 

саха-
роза 

тиосуль-
фат 

натрия 

41 

Контроль 
(свежеприготов-
ленная сыворот-

ка) 

1740±123 7,7±0,20 1,9±0,29 8,0±1,16 10  

1,0 0,30 1800±99 7,5±0,10 1,9±0,31 2,5±0,50 5 
1,1 0,36 1850±241 7,9±0,11 2,0±0,12 0,5±0,15 10 
2,2 0,75 1700±504 8,2±0,12 2,1±0,21 1,5±0,20 45 
3,0 1,00 1700±47 7,7±0,06 2,0±0,43 1,0±0,40 50 
4,5 1,50 1856±12 7,7±0,15 4,3±0,21 1,0±0,18 45 
5,4 1,80 1593±542 7,3±0,21 5,2±0,2 1,0±0,31 25 

42 

Контроль 
(свежеприготов-
ленная сыворот-

ка) 

1573±523 7,7±0,23 1,7±0,11 10±1,00 5 

1,0 0,30 1600±241 7,5±0,10 1,7±0,20 2,5±0,15 5 
1,1 0,36 1599±45 7,9±0,06 1,8±0,44 1,0±0,17 10 
2,2 0,75 1625±25 8,1±0,10 1,9±0,27 1,5±0,21 40 
3,0 1,00 1561±127 7,7±0,10 1,8±0,38 1,0±0,25 45 
4,5 1,50 1598±41 7,6±0,11 4,0±0,20 1,0±0,21 40 
5,4 1,80 1652±52 7,2±0,17 4,9±0,20 1,0±0,25 25 

Примечание: х – лиофилизированная сыворотка без стабилизатора, хх – срок сниже-
ния титра АТ до уровня 50 % в процессе хранения при 60 °С в сутках 
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Нами изучено стабилизирующее действие на сыворотку листериозную 

стабилизаторов сахарозы и тиосульфата натрия различных концентраций от 

1,0 до 5,4 % и от 0,3 до 1,8 %, соответственно (Таблица 15). 

Из результатов исследования следует, что наибольшим стабилизирую-

щим эффектом на испытуемую сыворотку оказывали стабилизаторы в ком-

бинации сахарозы и тиосульфата натрия при внесении их в долевом соотно-

шении, (%): 2,2:0,75; 3,0:1,0 и 4,5:1,5, соответственно. Однако при содержа-

нии в сыворотке 4,5 % сахарозы и 1,5 % тиосульфата натрия значительно по-

вышается остаточная влажность препарата, что не повлияло на стабильность, 

она оставалась на прежнем уровне. При дальнейшем увеличении концентра-

ции стабилизаторов остаточная влажность возрастала, а стабильность снижа-

лась. 

Полученные данные свидетельствовали о возможности применения в 

качестве стабилизатора сыворотки листериозной смеси сахарозы и тиосуль-

фата натрия. Концентрация сахарозы может варьировать от 2,2 до 3 %, тио-

сульфата натрия – от 0,75 до 1 %. В дальнейшем в производстве сыворотки 

листериозной выбраны стабилизаторы и их концентрации – 3 % сахароза и 1 

% тиосульфат натрия. 

 

4.3 Этап стабилизации сыворотки листериозной агглютинирующей 

Процесс изготовления кроличьей сыворотки листериозной состоит из 

нескольких этапов, основными из которых являются: иммунизация, крово-

пускание, получение сыворотки, консервация, стабилизация, стерилизующая 

фильтрация, контроль микробиологической чистоты, определение чувстви-

тельности и специфичности, розлив и лиофильная сушка. Внесение стабили-

затора возможно на некоторых этапах, начиная с получения сыворотки из 

крови животного-продуцента. Однако нужно учесть, что добавление его на 

первых этапах может повлиять на процесс в последующих операциях, при 

этом не оказав в то же время серьезного влияния на стабильность препарата. 
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Поэтому необходимо подобрать оптимальный способ внесения стабилизато-

ра в сыворотку листериозную. 

В производстве МИ стабилизаторы вносят до этапа лиофилизации, это 

является одним из важных моментов, влияющих на качество препарата, в том 

числе и на его стабильность. Добавление стабилизатора перед розливом сы-

воротки листериозной в ампулы, требует ее дополнительной стерилизации. 

Для исключения повторной фильтрации, мы предлагаем вносить стабилиза-

торы из расчета: 30 г/л сахарозы и 10 г/л тиосульфата натрия, после этапа 

внесения консерванта, перед стерилизующей фильтрацией сыворотки листе-

риозной. Далее сыворотку листериозную фильтровали через капсульный 

фильтр Sartobran (Sartorius, Германия) под давлением 55±5 кПа. Перед розли-

вом в ампулы, сыворотку листериозную контролировали на стерильность, 

чувствительность и специфичность. Такой способ внесения стабилизаторов 

позволил получать стабильный и стерильный препарат.  

 

4.4 Изучение стабильности сыворотки листериозной для установления 

срока годности 

Для обоснования срока годности сыворотки листериозной необходимы 

данные по ее стабильности. Определение стабильности предполагает изуче-

ние влияния на качество МИ таких факторов, как температура, влажность и 

др. Для этого через определенные интервалы времени определяли титры ан-

тител сыворотки листериозной в пределах срока годности препарата, на ос-

новании чего устанавливали условия хранения и срок годности. Испытания 

проводили на трех сериях сывороток, хранившихся в рекомендуемых и не-

благоприятных условиях, определяли титры антител и физико-химические 

свойства. 

Долгосрочные испытания стабильности 

За период с 2015 по 2021 гг. нами отобраны образцы сывороток листе-

риозных (серий 41, 42 и 43) для изучения ее стабильности с целью установ-

https://dv-expert.ru/laboratornoe-oborudovanie/sartorius
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ления срока годности (Таблица 16). У всех образцов определяли титры анти-

тел в РРА и ОРА. Учет результатов проводили по четырёхкрестовой системе.  

Таблица 16 – Исследование долгосрочных испытаний стабильности сыворот-

ки листериозной агглютинирующей  
Серия 
сыво-
ротки 

 Дата  
выпуска 

Год  
выемки 
образца 

Срок 
хранения,  

мес. 

Титры антител в РРА Титры антител 
в ОРА 
1:100 1:100 1:200 1:400 

41 04.2015 г. 

2015 1 4+ 4+ 4+ 4+ 
2016 12 4+ 4+ 4+ 4+ 
2017 24 4+ 4+ 4+ 4+ 
2018 36 4+ 4+ 4+ 4+ 
2019 48 4+ 4+ 4+ 4+ 
2020 60 4+ 4+ 4+ 4+ 

42 04.2015 г. 

2015 1 4+ 4+ 4+ 4+ 
2016 12 4+ 4+ 4+ 4+ 
2017 24 4+ 4+ 4+ 4+ 
2018 36 4+ 4+ 4+ 4+ 
2019 48 4+ 4+ 4+ 4+ 
2020 60 4+ 4+ 4+ 4+ 

43 10.2016 г. 

2016 1 4+ 4+ 4+ 4+ 
2017 12 4+ 4+ 4+ 4+ 
2018 24 4+ 4+ 4+ 4+ 
2019 36 4+ 4+ 4+ 4+ 
2020 48 4+ 4+ 4+ 4+ 
2021 60 4+ 4+ 4+ 4+ 

 

Согласно результатам исследования, испытуемые серии сывороток ли-

стериозных сохраняли свою чувствительность в титрах антител в ОРА – 

1:100 и РРА – 1:400, в течение всего срока наблюдения. Кроме того, по пока-

зателям качества (внешний вид, растворимость, прозрачность, цветность, рН, 

специфичность) сыворотка листериозная соответствовала требованиям ТУ 

21.20.23-015-01898090-2018. Таким образом, срок годности сыворотки листе-

риозной агглютинирующей составил 5 лет при температуре хранения 6±2 °С. 

Испытания стабильности методом «ускоренного старения» 

Для установления сроков хранения МИ в настоящее время используют-

ся методы ускоренных испытаний с последующим прогнозированием изме-

нения свойств в условиях хранения. Для определения стабильности сыво-

ротки листериозной применяли методику «ускоренного старения» антител 
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использованием множественного изотермического метода P. Jameson [179]. 

Для расчета срока годности и оптимальных сроков хранения сыворотки ис-

пользовали онлайн-сервис «МНК и регрессионный анализ Онлайн + графи-

ки» – программа, с помощью которой построены экспоненциальные кривые, 

выведены уравнения экспоненциальной регрессии (методом наименьших 

квадратов) и расчитаны коэффициенты корреляции. 

Ускоренные испытания стабильности сыворотки листериозной прово-

дили при различных температурных параметрах и времени хранения. Сыво-

ротку серии 46 (дата выпуска 11.2019 г.) выдерживали в лабораторном инку-

баторе при четырех температурных режимах 60, 70, 80 и 90 °С в течение 50 

сут. В зависимости от режима и срока хранения отбирали по 2 ампулы сыво-

ротки листериозной на 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40 и 50 сут, и помещали их при тем-

пературе 6±2 °С до окончания опыта. Контролем опыта служила сыворотка 

листериозная этой же серии, хранившаяся постоянно при температуре 6±2 

°С. По окончании исследования одновременно во всех сыворотках проверяли 

физико-химические показатели (внешний вид, цветность, растворимость, 

прозрачность, рН), чувствительность и специфичность. Показатели титров 

антител в РРА сыворотки листериозной в тесте на «ускоренное старение» 

представлены в таблице 17.  

Исходя из полученных данных, в тесте на «ускоренное старение» анти-

тел сыворотки листериозной при температуре 60 °C на 50-ые сут показан от-

рицательный результат в РРА во всех разведениях. При температуре 70 °C 

хранения наблюдается снижение титров антител на 30 сут. При воздействии 

высоких температур 80 и 90 °C стабильность сыворотки листериозной сохра-

нялась до 20 и 3 сут, соответственно. По физико-химическим показателям и 

специфичности исследованная сыворотка листериозная серия 46 в течение 

всего срока испытаний методом «ускоренного старения» соответствовала 

требованиям ТУ 21.20.23-015-01898090-2018. 
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Таблица 17 – Показатели титров антител сыворотки листериозной в тесте на 

«ускоренное старение»  
Серия сы-
воротки 

Температура 
хранения, °C 

Срок хранения, 
сут. 

Титры антител в РРА 
1:100 1:200 1:400 

 46 
 

6 контроль 4+ 4+ 4+ 

60  

20 4+ 4+ 4+ 
30 4+ 4+ 3-4+ 
40 3+ 3+ 3+ 
50 + + + 

70 

10 4+ 4+ 4+ 
20 4+ 4+ 3+ 
30 2+ 3+ 2+ 
50 – – – 

80 

5 4+ 4+ 4+ 
10 4+ 4+ 2-3+ 
20 3+ 3+ 2+ 
30 3+ 2+ + 

90 

1 4+ 4+ 3-4+ 
3 4+ 4+ 3+ 
5 2+ 3+ 2+ 

10 – – – 
Примечание: «–» – отрицательная РРА 

 
Построены экспоненциальные кривые зависимости титров антител в 

РРА от сроков хранения при заданных температурах с использованием про-

граммы «МНК и регрессионный анализ Онлайн + графики». На основе полу-

ченных уравнений регрессии рассчитали время снижения титров антител на 

50 % при заданных температурах хранения сыворотки листериозной (Табли-

ца 18).  
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Таблица 18 – Зависимость титров антител (%) сыворотки в тесте на «уско-

ренное старение» и времени хранения при разных температурах 

Температура, 
ºС 

Графики зависимостей титров антител 
(%) сыворотки листериозной и време-
ни хранения (сут) при различных тем-

пературах 

Уравнения экспоненциаль-
ной регрессии  

60  

 
 

y = e4,1004-0,0087x, (1) 
y – время хранения сыво-
ротки, сут; 
е – основание натурального 
логарифма, равен 2,71828; 
x – титры антител, %; 
R – коэффициент корреля-
ции, равный 0,86; 
Из уравнения (1) следует, 
что при хранении сыворот-
ки листериозной при тем-
пературе 60 ºС через 39,0 
сут титры антител снижа-
ются на 50 %. 

70 

 

y = e3,8141-0,0137x, (2) 
R = 0,94 
При хранении сыворотки 
листериозной при темпера-
туре 70 ºС через 22,8 сут 
титры антител снижаются 
на 50 %. 

80 

 

y = e3,7684-0,0212x, (3) 
R = 0,94 
При хранении сыворотки 
листериозной при темпера-
туре 80 ºС через 15,0 сут 
титры антител снижаются 
на 50 %. 

90 

 

y = e2,4971-0,0233x, (4) 
R = 0,93 
При хранении сыворотки 
листериозной при темпера-
туре 70 ºС через 3,7 сут 
титры антител снижаются 
на 50 %. 
 

Примечание: х – титры антител (в %) сыворотки листериозной в РРА; у – время 

хранения (сут) 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9D%D0%B0%D1%82%D1%83%D1%80%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B0%D1%80%D0%B8%D1%84%D0%BC
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9D%D0%B0%D1%82%D1%83%D1%80%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B0%D1%80%D0%B8%D1%84%D0%BC
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Рассчитано время снижения титров антител на 50 % в испытуемой сы-

воротке на 39,0; 22,8; 15,0 и 3,7 сут при температурах хранения 60, 70, 80 и 

90 °С, соответственно.  

По полученным результатам с применением метода «ускоренного ста-

рения» построили график зависимости температур (60, 70, 80 и 90 °С) и рас-

считанного времени хранения (39,0; 22,8; 15,0 и 3,7 сут) при снижении тит-

ров антител на 50 % в сыворотке листериозной серии 46 (Рисунок 10).  

В
ре

мя
 х

ра
не

ни
я,

 с
ут

 

 
 Температура, °С 

Рисунок 10 – Экспоненциальная кривая зависимости титров антител в испы-

туемой сыворотке листериозной от температур и времени хранения 

Далее на основе полученных данных в программе «МНК и регрессион-

ный анализ Онлайн + графики» получили уравнение регрессии для прогнози-

рования срока годности сыворотки при рекомендуемом температурном ре-

жиме хранения: 

y = e 8,315-0,0748х, где    (5) 

y – время хранения сыворотки, сут; 

е – основание натурального логарифма, равен 2,71828; 

x – температура хранения сыворотки, °С; 

R = 0,94. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9D%D0%B0%D1%82%D1%83%D1%80%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B0%D1%80%D0%B8%D1%84%D0%BC
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Из уравнения (5) следует, что методом экстраполяции можно рассчи-

тать время хранения сыворотки в сутках при температуре 6±2 °С: 

y = e 8,315-0,0748×6 = 2607±320 сут 

Рассчитали срок хранения сыворотки листериозной при температуре 6 

°С, который составил 2607 сут (7 лет).  

Таким образом, с помощью метода «ускоренного старения» и расчета в 

программе «МНК и регрессионный анализ Онлайн+графики» показано, что 

сыворотка листериозная сохраняет чувствительность (специфическую актив-

ность) в течение 7 лет при температуре хранения 6±2 °С. Полученные данные 

по срокам хранения сыворотки листериозной положительно интерпретиру-

ются с результатами долгосрочных испытаний сыворотки листериозной, по-

этому метод «ускоренного старения» антител может быть успешно использо-

ван в качестве ориентира при определении сроков годности МИ. Применение 

программы «МНК и регрессионный анализ Онлайн+графики» с построением 

графиков и выводом уравнений регрессии значительно облегчает расчет про-

гнозирования сроков годности МИ при рекомендуемом температурном ре-

жиме хранения.  

Стабильность сыворотки листериозной во время транспортирова-

ния 

При изучении стабильности сыворотки листериозной так же опреде-

ляли условия транспортирования МИ, при этом должны учитывать клима-

тические зоны мира. Иркутская область относится к зоне I с умеренным 

климатом, где средняя годовая температура составляет 21 °С и влажность 45 

% согласно ОФС.1.1.0009.18 [36].  

Изучена стабильность сыворотки листериозной (серии 41, 42, 43) по 

физико-химическим показателям (внешний вид, растворимость, прозрач-

ность, цветность и рН), исследование проводили при температурах –20 °С и 

+20 °С в течение 7 сут, результаты представлены в таблице 19. 
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Как следует из представленных данных, по физико-химическим пока-

зателям сыворотка листериозная соответствовала требованиям ТУ 21.20.23-

015-01898090-2018 в течение всего срока исследования. 

Таблица 19 – Изучение стабильности сыворотки листериозной агглютиниру-

ющей (серий 41, 42 и 43) по физико-химическим показателям 
№ 
п/п Наименование 

показателя 
Характеристика и 

норма 

Тем-
пера-
тура, 

°С 

Срок хранения, сут 

0 1 2 3 4 5 6 7 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 
Внешний вид лио-
филизированной 

сыворотки 

Аморфная масса 
белого цвета с розо-
ватым или желтова-

тым оттенком 

–20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

+20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

2 Растворимость 

В течение 10 мин в 1 
мл стерильной ди-
стиллированной 

воды 

–20 
со

от
в.

 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

+20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

3 Прозрачность 
Прозрачная или 

слабоопалесцирую-
щей 

–20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

+20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

4 Цветность 
Светловато-

кремового до розо-
вато-желтого цвета 

–20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

+20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

5 рН От 7,5 до 8,5 

–20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

+20 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

со
от

в.
 

Примечание: «соотв.» – соответствует 

Стабильность сыворотки листериозной по показателям чувствительно-

сти и специфичности в РРА и ОРА при имитации условий транспортирова-

ния в температурных режимах -20 °С и +20 °С и сроках хранения до 7 суток 

представлены в таблице 20. Чувствительность сыворотки определяли с ис-

пользованием штаммов: L. monocytogenes 3657, L. monocytogenes 156 и 
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L. monocytogenes 1588. Специфичность изучали с применением близкород-

ственных и гетерологичных штаммов: L. innocua 6а 304004, L. ivanovii 97к-

88, E. coli АТСС 25922, Sh. flexnery 170, S. Typhimurium 21, S. Enteritidis Gart-

neri, S. aureus 6538 и Y. enterocolitica О3. 

Таблица 20 – Результаты изучения стабильности сыворотки листериозной аг-

глютинирующей по показателям чувствительности и специфичности в РРА и 

ОРА в условиях транспортирования 
№ 
се- 
ри
и 

Наименование 
показателя Характеристика и норма 

Тем-
пера-
тура, 

°С 

Титры антител в РРА/ОРА  

Срок хранения, сут. 

0 1 2 3 4 5 6 7 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

41 

Чувствитель-
ность 

Сыворотка должна аг-
глютинировать штам-

мы:  
L. monocytogenes 3657, 
L. monocytogenes 156, 
L. monocytogenes 1588 

-20 
1:

16
00

/ 
1:

10
0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

+20 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

Специфич-
ность 

Сыворотка не должна 
агглютинировать штам-

мы в разведении:  
L. innocua 6а 304004, 

L. ivanovii 97к-88,  
E. coli АТСС 25922, 

Sh. flexnery 170, 
S. Typhimurium 21,  

S. Enteritidis Gartneri,  
S. aureus 6538,  

Y. enterocolitica О3 

-20 –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– 

+20 –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– 

42 

Чувствитель-
ность 

Сыворотка должна аг-
глютинировать штам-
мы: L. monocytogenes 

3657, L. monocytogenes 
156, L. monocytogenes 

1588 

-20 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

+20 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

Специфич-
ность 

Сыворотка не должна 
агглютинировать штам-

мы в разведении:  
L. innocua 6а 304004, 

L. ivanovii 97к-88,  
E. coli АТСС 25922, 

Sh. flexnery 170, 
S. Typhimurium 21,  

S. Enteritidis Gartneri,  
S. aureus 6538,  

Y. enterocolitica О3 

-20 –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– 

+20 –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– 
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Продолжение таблицы 20 

43 

Чувствитель-
ность 

Сыворотка должна аг-
глютинировать штам-
мы: L. monocytogenes 

3657, L. monocytogenes 
156, L. monocytogenes 

1588 

-20 

11
60

0/
 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

+20 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

1:
16

00
/ 

1:
10

0 

Специфич-
ность 

Сыворотка не должна 
агглютинировать штам-

мы в разведении:  
L. innocua 6а 304004, 

L. ivanovii 97к-88,  
E. coli АТСС 25922, 

Sh. flexnery 170, 
S. Typhimurium 21,  

S. Enteritidis Gartneri,  
S. aureus 6538,  

Y. enterocolitica О3 

-20 –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– 

+20 –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– –/– 

Примечание: титры антител в РРА и ОРА на 3-4 креста, «–» – отрицательная РА 
 

Согласно полученным данным, при определении чувствительности со 

штаммами: L. monocytogenes 3657, L. monocytogenes 156 и L. monocytogenes 

1588 титры антител РРА оставались на исходном уровне для серии 41, 42 и 

43 – 1:1600 на 3-4 креста, положительный результат в ОРА (1:100) наблюда-

ли во всех образцах исследуемых сывороток листериозных. При изучении 

специфичности сыворотки листериозной со штаммами: L. innocua 6а 304004, 

L. ivanovii 97к-88, E. coli АТСС 25922, Sh. flexnery 170, S. Typhimurium 21, 

S. Enteritidis Gartneri, S. aureus 6538 и Y. enterocolitica О3 в ОРА и РРА полу-

чили отрицательный результат.  

Таким образом, при проведении комплексного исследования трех се-

рий сыворотки листериозной, находившейся в условиях имитации транспор-

тирования МИ при температурах -20 °С и +20 °С в течение 7 суток сохраняла 

основные качественные показатели (внешний вид, растворимость, прозрач-

ность, цветность и рН), чувствительность и специфичность в соответствии 

требованиям ТУ 21.20.23-015-01898090-2018. Полученные результаты свиде-

тельствуют о возможности транспортирования сыворотки листериозной в 

температурном диапазоне -20 °С и +20 °С в течение 7 суток. 

Изучение стабильности сыворотки листериозной после восстановле-

ния 
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При использовании сыворотки листериозной предполагается ее хране-

ние в восстановленной форме в течение определенного периода времени в 

лабораторных условиях. Для этого необходимо установление срока примене-

ния, в течение которого восстановленная сыворотка листериозная сухая со-

ответствует требованиям ТУ 21.20.23-015-01898090-2018. 

Определение стабильности восстановленной сыворотки проводили в 

лабораторных условиях в течение 32 ч при температуре хранения 6±2 °С. 

Изменения титра антител сыворотки листериозной при хранении в течение 

32 ч показаны в таблице 21. 

Таблица 21 – Результаты изучения стабильности сыворотки листериозной аг-

глютинирующей после восстановления 

№ 
п/п 

Серия 
сыворотки 

Титры антител в РРА/ОРА 

Время хранения, ч. 

4 8 12 16 20 24 28 32 

1 41 1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400 
/1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:50 

2 42 1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400 
/1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:50 

3 43 1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400 
/1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:100 

1:400/ 
1:50 

1:200/ 
1:50 

Примечание: титры антител в РРА и ОРА (1:400/1:100) на 3-4 креста 
 

При изучении сыворотки листериозной серий 41, 42 и 43 титры антител 

в РРА составили 1:400 на 3-4 креста в течение 28 ч хранения. Наблюдали 

снижение титра антител сыворотки листериозной серии 43 в ОРА и РРА че-

рез 28 и 32 ч хранения, соответственно. 

Таким образом, после восстановления сыворотка листериозная сохра-

няла свои свойства в течение 24 ч при температуре хранения 6±2 °С.  
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4.5 Разработка технологической схемы производства сыворотки листе-

риозной агглютинирующей  

На основании результатов проведенных исследований нами разработа-

на технологическая схема производства сыворотки листериозной агглютини-

рующей (Рисунок 11).  
 

ТП.1 
Получение биомассы L. monocytogenes 766 

на питательной среде для культивирования ли-
стерий 
 
 

ТП.2 Получение иммуногена для 
иммунизации кроликов 

 
 

ТП.3 Иммунизация кроликов 
листериозным иммуногеном 

 
 

ТП.4 Получение сыворотки 
листериозной агглютинирующей 

 
 

ТП.5 Внесение консерванта (1 % борная кислота) в 
сыворотку листериозную агглютинирующую 

 
 

ТП.6 
Внесение стабилизаторов 

(3 % сахароза и 1 % тиосульфат натрия) в сы-
воротку листериозную агглютинирующую 

  
 

ТП.7 Стерилизующая фильтрация сыворотки  
листериозной агглютинирующей 

 
 

ТП.8 Розлив, сублимация и герметизация  
сыворотки листериозной агглютинирующей 

 
 

ТП.9 Контроль готового препарата, маркировка, 
упаковка и сдача на склад готового препарата 

 

Рисунок 11– Технологическая схема производства сыворотки листериозной 

агглютинирующей 
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Технология производства сыворотки листериозной агглютинирующей 

состоит из девяти стадий. 

На первой стадии технологического процесса производится наращива-

ние биомассы L. monocytogenes 766 на питательной среде для культивирова-

ния листерий.  

Корпускулярный иммуноген получали на второй стадии технологиче-

ского процесса из биомассы L. monocytogenes 766 инактивированной кипяче-

нием при 100 °С в течение 1 ч. 

Полученный иммуноген на третьей стадии вводили животным трех-

кратно в возрастающей концентрации внутривенно по 6, 16 и 25 млрд. 

м.к./мл и внутримышечно – 500 млн. м.к./мл, с интервалом в три дня. 

Четвертая стадия начинается через 15 дней от первой иммунизации 

продуцентов, для этого проводили пробный забор крови у всех животных для 

определения титров антител сыворотки листериозной в РРА. На 21 день за-

бирали кровь и определяли титр антител сыворотки листериозной в РРА. Ес-

ли титр специфических антител составлял не ниже 1:800, кроликам проводи-

ли первое кровопускание из краевой вены уха, на следующий день – второе 

кровопускание. От одного кролика получали 80±10 мл иммунной крови. 

Пробирки с кровью помещали в термостат при температуре 37±1 °С на 1 ч, 

затем пипеткой по стенке цилиндра обводили кровяной сгусток и кровь вы-

держивали в холодильнике при температуре 6±2 °С в течение 20 ч для выхо-

да большего объёма сыворотки.  

Сыворотку листериозную консервировали добавлением борной кисло-

ты в количестве 15 г/л на пятой стадии технологического процесса.  

На шестой стадии, через 18-24 ч в сыворотку листериозную добавляли 

стабилизаторы сахарозу и тиосульфат натрия, в концентрации 30 г/л и 10 г/л, 

соответственно. 

Седьмая стадия технологического процесса включает фильтрацию сы-

воротки через стерилизующие фильтры Сарботран. Контроль качества сыво-

ротки листериозной проводили по физико-химическим показателям (внеш-
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ний вид, растворимость, прозрачность, цветность, рН, потеря в массе при вы-

сушивании), чувствительность (специфическая активность), специфичность и 

стерильность. 

На восьмой стадии технологического процесса сыворотку листериоз-

ную разливали дозатором в ампулы по 1 мл. Далее препарат высушивали на 

сублимационной установке LP10R (Ilshin, Корея), для этого сыворотку ли-

стериозную замораживали при температуре -45±5 °С в течение 4 ч, при этом 

температура сыворотки листериозной в ампулах составляла -40±4 °С. Пара-

метры сублимационной сушки: температура конденсатора -65±5 °С, давление 

от 16 до 4 Па, конечная температура сушки сыворотки листериозной 32±2 °С. 

Длительность высушивания 24±2 ч. 

Герметизацию ампул с сывороткой листериозной проводили на машине 

шприцевого наполнения и запайки ампул (Новатор, Санкт-Петербург). Кон-

троль качества сыворотки листериозной агглютинирующей проводили в со-

ответствии с требованиями ТУ 21.20.23-015-01898090-2018 по внешнему ви-

ду, растворимости, прозрачности, цветности, рН, потери в массе при высу-

шивании, герметизации, микробиологической чистоте, чувствительности и 

специфичности. 

Конечной стадией технологического процесса производства сыворотки  

листериозной агглютинирующей является маркировка, упаковка и сдача го-

товой продуции на склад. 

 

4.6 Апробация сыворотки листериозной агглютинирующей  

Проведены испытания сыворотки листериозной агглютинирующей на 

базе Референс-центра по мониторингу за листериозом (ФБУН ГНЦ ПМБ, п. 

Оболенск) со штаммами L. monocytogenes, Listeria spp. и гетерологичными 

штаммами. При проведении исследований использовали экспериментальную 

сыворотку листериозную серии 44.  

Чувствительность сыворотки листериозной оценивали по способности 

идентифицировать наличие L. monocytogenes в исследуемом материале и 
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определяли, как процент положительных результатов анализа при постановке 

РА с 28 штаммами L. monocytogenes, выделенных из клинического материала 

больных листериозом и различных объектов окружающей среды (мясные и 

рыбные полуфабрикаты, сточные воды) на территории административного 

центра (г. Москва) и семи субъектов страны (Московская, Ярославская, 

Тверская, Орловская, Белгородская, Ростовская и Вологодская области) 

(Таблица 22). 

 

Таблица 22 – Определение чувствительности сыворотки листериозной в РА 

со штаммами L. monocytogenes 

№ 
п/п Штамм Название 

штамма 

№ в кол-
лекции 
ГКПМ 

Регион 
Выделения 

Источник вы-
деления 

ОРА РРА 

1:100 1:400 
1 L. monocytogenes ВВ-1 В 7495 г. Ярославль Клинический 

материал 4+ 4+ 

2 L. monocytogenes MIB-871 В 7909 г. Москва Клинический 
материал 3+ 4+ 

3 L. monocytogenes TVе 
№ 1895 В 8359  г. Тверь Мясной полу-

фабрикат 3+ 4+ 

4 L. monocytogenes TVе 
№ 2269 В 8360 г. Тверь Рыбный полу-

фабрикат 4+ 4+ 

5 L. monocytogenes OR-513 В8702 г. Орел Клинический 
материал 4+ 4+ 

6 L. monocytogenes OR-517 В 8701 г. Орел Клинический 
материал 4+ 4+ 

7 L. monocytogenes Bel-1 В 8700 г. Белгород Клинический 
материал 4+ 4+ 

8 L. monocytogenes MO-um В 8699 Московская 
Область 

Клинический 
материал 3+ 4+ 

9 L. monocytogenes MO-Ob В 8698 Московская 
Область 

Клинический 
материал 4+ 4+ 

10 L. monocytogenes ROS 150-1 В 8697 г. Ростов-на-
Дону 

Мясной полу-
фабрикат 4+ 4+ 

11 L. monocytogenes V12 В 8696 г. Вологда Полуфабрикат 4+ 4+ 
12 L. monocytogenes V23 В 8695 г. Вологда Мясной полу-

фабрикат 4+ 4+ 

13 L. monocytogenes V30 В 8694 г. Вологда Полуфабрикат 4+ 4+ 
14 L. monocytogenes V40 В 8693 г. Вологда Полуфабрикат 4+ 4+ 
15 L. monocytogenes V41 В 8692 г. Вологда Рыбный полу-

фабрикат 4+ 4+ 

16 L. monocytogenes V44 В 8691 г. Вологда Полуфабрикат 4+ 4+ 
17 L. monocytogenes V59 В 8690 г. Вологда Мясной полу-

фабрикат 4+ 4+ 

18 L. monocytogenes V276-2 В 8689 г. Вологда Клинический 
материал 4+ 4+ 

19 L. monocytogenes V299-1 В 8688 г. Вологда Клинический 
материал 4+ 4+ 

20 L. monocytogenes Water3 В 8687 г. Вологда Сточные воды 4+ 4+ 
21 L. monocytogenes Water4 В 8686 г. Вологда Сточные воды 4+ 4+ 
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Продолжение таблицы 22 
22 L. monocytogenes Water5 В 8685 г. Вологда Сточные воды 4+ 4+ 
23 L. monocytogenes АТСС13932 В-7272 Музейный 

штамм 
 4+ 4+ 

24 L. monocytogenes NCTC10357 В-7271 Музейный 
штамм 

 4+ 4+ 

25 L. monocytogenes NCTC11994 B-4810 Музейный 
штамм 

 4+ 4+ 

26 L. monocytogenes 766/1 B-4908 Музейный 
штамм 

 4+ 4+ 

27 L. monocytogenes 766/mxr B-4909 Музейный 
штамм 

 4+ 4+ 

28 L. monocytogenes 766/П B-4910 Музейный 
штамм 

 4+ 4+ 

 

При исследовании 28 штаммов L. monocytogenes в РРА (1:400) наблю-

дали крупно- и мелкозернистую агглютинацию при полном просветлении 

жидкости на 4 креста. В ОРА учет результатов проводили в течение 3 мин, 

положительным считали результат в виде четко выраженного агглютината в 

капле с сывороткой (1:100). Получены положительные результаты в 100 % 

случаев в РРА и ОРА. Таким образом, исследуемая сыворотка листериозная 

обладает высокой чувствительностью, истинная доля сероположительных 

случаев составила 89,7 % (нижняя граница доверительного интервала) со ста-

тистической надежностью 95,0 %.  

При определении специфичности сыворотки листериозной использова-

ли 16 штаммов близкородственных микроорганизмов: L. welschimerii, L. 

innocua, L. ivanovii, L. seeligeryi, L. grayi, L murrayi и шесть гетерологичных 

штаммов: Sh. flexneri 170, E. coli АТСС 25922, S. aureus АТСС 6538, S. Enter-

itidis Gartneri, S. Typhimurium 21, Y. enterocolitica O3 628/1 (Таблица 23). 
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Таблица 23 – Определение специфичности листериозной сыворотки в РА с 

представителями Listeria spp. и гетерологичными штаммами 
№ 
п/п 

Вид 
микроорганизмов 

Название 
штамма 

№ в коллекции 
ГКПМ 

ОРА 
1:100 

1 L welschimerii B-107 В-8157 - 
2 L welschimerii 4911 В-4911 - 
3 L welschimerii Ярославль3 В-7499 - 
4 L innocua АТСС33090 В-7274 - 
5 L innocua В-64 В-8155 - 
6 L innocua М4 В-6643 - 
7 L ivanovii АТСС19119 B-7381 - 
8 L ivanovii 7842 B-7759 - 
9 L ivanovii 11840 В-4912 - 
10 L seeligeryi АТСС35967 B-7767 - 
11 L seeligeryi SLSC5981 B-7385 - 
12 L seeligeryi LSC3954 B-7386 - 
13 L grayi АТСС25400 B-7768 - 
14 L grayi МКМ2 B-7384 - 
15 L grayi ИП - - 
16 L murrayi G-44 - - 
17 Sh. flexneri 170 - - 
18 E. coli  АТСС25952 - - 
19 Y. enterocolitica O3 628/1 - - 
20 S. Typhimurium 21 - - 
21 S. Enteritidis Gartneri  - 
22 S. aureus 6538 - - 

Примечание: «–» –отрицательная РА 

В результате проведенных исследований получены отрицательные ре-

зультаты с 16 штаммами Listeria spp: L. welschimerii, L. innocua, L. ivanovii, 

L. seeligeryi, L. grayi, L. grayi (subs murray) и 6 гетерологичными тест-

штаммами Sh. flexneri, E. coli, Y. enterocolitica, S. Typhimurium, S. Enteritidis, 

S. aureus. В РРА наблюдали отсутствие зонтика и просветление жидкости в 

пробирках, в ОРА микробная взвесь исследуемых штаммов оставалась рав-

номерно мутной без агглютината и хлопьев. Истинная доля отрицательных 

результатов определения специфичности сыворотки листериозной в РА с 

близкородственными и гетерологичными штаммами составила 87,0 % (ниж-

няя граница доверительного интервала) со статистической надежностью 95,0 

%. 

Проведена апробация сыворотки листериозной агглютинирующей (се-

рия № 44) со штаммами L. monocytogenes, Listeria spp. и гетерологичными 

штаммами на базе Референс-центра по мониторингу за листериозом (ФБУН 
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ГНЦ ПМБ) и определена оценка ее эффективности по показателям чувстви-

тельности и специфичности. Полученные результаты свидетельствуют о вы-

сокой эффективности сыворотки листериозной агглютинирующей и возмож-

ности её применения в клинической лабораторной диагностике для обнару-

жения возбудителя листериоза.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Листериоз – инфекционное сапрозоонозное заболевание человека и 

животных, вызываемое патогенными видами листерий, характеризующееся 

множеством источников и резервуаров инфекции, разнообразием путей и 

факторов передачи возбудителя, полиморфизмом клинических проявлений, 

высокой летальностью у новорожденных и лиц с иммунодефицитом. У лю-

дей заболевание протекает с тяжелым клиническим течением и летальностью 

до 40 %. В настоящее время листериоз регистрируют в различных географи-

ческих и природных зонах всех континентов, более чем в 65 странах мира 

[57]. Рост заболеваемости листериозом обуславливает необходимость усо-

вершенствования лабораторной диагностики инфекции, то есть улучшение 

качества существующих и создание новых иммунобиологических препаратов 

для клинических и микробиологических исследований. 

В практике лабораторной диагностики серологические методы иссле-

дования листериоза остаются востребованными. Одним из специфичных, 

надежных и доступных экспресс-методов лабораторной диагностики возбу-

дителя листериоза остается реакция агглютинации, для постановки которой 

необходимы сыворотки листериозные агглютинирующие.  

Получение гипериммунной листериозной агглютинирующей сыворот-

ки к L. monocytogenes для реакции агглютинации имеет весьма существенное 

значение, являясь определяющим звеном серологического метода исследова-

ния. Не менее актуальна на основе альтернативных панкреатических рыбных 

гидролизатов разработка питательной среды для культивирования листерий, 

которая используется в производстве сыворотки листериозной с целью 

накопления биомассы L. monocytogenes 766 при получении иммуногена. 

Также, возможно использование среды СКЛ при длительном хранении рабо-

чих коллекций культур листерий. 

Для изучения ростовых свойств сухих питательных основ и СКЛ, а 

также в качестве иммуногена для иммунизации кроликов-продуцентов сыво-
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ротки листериозной использован референс-штамм L. monocytogenes 766, об-

ладающий типичными культурально-морфологическими, биохимическими и 

серологическими свойствами, полученный из Государственной коллекции 

патогенных микроорганизмов ФГБУ Государственный научно-

исследовательский институт стандартизации и контроля медицинских биоло-

гических препаратов им. Л.А. Тарасевича. 

Проведена оценка эффективности ферментативного гидролиза по сте-

пени накопления аминного азота в ПГ сельди тихоокеанской, минтая, сороги 

и кальмара европейского. Значительное накопление аминного азота наблю-

дали во всех полученных панкреатических гидролизатах в первые 6 сут в 

среднем на 547,5±27,5 мг% (с приростом на 27,3 %). Дальнейшее увеличение 

продолжительности гидролиза с 7 по 13 сут не привело к приросту содержа-

ния аминного азота (в среднем на 5,2 %), что доказывает нецелесообразность 

продолжения ферментации ПГ более 6 сут. Наибольшее содержание аминно-

го азота определено в ПГ сороги и составило 590 мг%. По окончании процес-

са ферментативного гидролиза значения рН исследуемых питательных основ 

составляли от 7,13 до 7,68. 

Результаты ЯМР-спектроскопии показали, что панкреатические гидро-

лизаты сельди, минтая, сороги и кальмара содержали основные аминокисло-

ты: аланин, валин, треонин, аргинин, лизин, лейцин, метионин, фенилаланин, 

глицин, которые удовлетворяют питательные потребности листериозного 

микроба, в незначительных количествах обнаружены гистидин, тирозин и 

триптофан. 

На основе полученных сухих ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара 

сконструированы четыре варианта экспериментальных питательных сред. 

Установлено, что при культивировании на экспериментальных питательных 

средах тест-штамм L. monocytogenes 766 сохранял типичные культурально-

морфологические, биохимические и серологические свойства, получен поло-

жительный результат в ОРА – 1:100 на 4 креста с сывороткой листериозной 

агглютинирующей (серия 43). При изучении специфической активности пи-
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тательных сред по показателям прорастания, чувствительности и стабильно-

сти микроорганизма не имели существенных различий между собой. Ско-

рость роста L. monocytogenes 766 на питательных средах на основе ПГ сельди 

и сороги составила 18 ч, при этом отмечали отчетливо видимый «росинча-

тый» рост культивируемого штамма, на других двух средах рост определен 

через 24 ч. При инкубации в течение 48 ч наблюдали увеличение размера ко-

лоний тест-штамма L. monocytogenes 766 до 4,0 мм на питательной среде с 

ПГ сороги. По эффективности питательная среда вариант № 3 на основе ПГ 

сороги (4,7×109 м.к./мл) превосходила в среднем на 41,3 % варианты № 1, 2 и 

4. 

Сравнительная оценка специфической активности экспериментальных 

вариантов питательных сред на основе ПГ сельди, минтая, сороги и кальмара 

показала, что питательной основой, перспективной для конструирования 

экспериментальной среды для культивирования листерий, является ПГ соро-

ги. По стабильности основных биологических свойств культивируемого тест-

штамма L. monocytogenes 766, прорастанию, чувствительности, скорости ро-

ста и эффективности питательная среда на основе ПГ сороги превосходит 

остальные варианты. Кроме того, сорога, как белковая основа для получения 

ПГ, представляет интерес для Иркутского научно-исследовательского проти-

вочумного института ввиду относительно низкой стоимости и доступной сы-

рьевой базы, расположенной в водной системе бассейна озера Байкал, южной 

части Восточной Сибири и по береговой линии в Иркутской области (Слю-

дянский, Иркутский, Ольхонский, Качугский районы) и Республике Бурятия 

(Кабанский, Прибайкальский, Баргузинский, Северо-Байкальский районы). 

Проведенные исследования позволили определиться с выбором пита-

тельной основы для конструирования питательной среды для культивирова-

ния листерий. На основе полученных данных разработан качественно-

количественный состав питательных сред с использованием панкреатических 

гидролизатов сороги и отходов производства мясной воды. В панкреатиче-

ских гидролизатах сороги и отходов производства мясной воды определено 
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качественное и количественное содержание 19 аминокислот (метионин, фе-

нилаланин, треонин, лейцин, аргинин, лизин, гистидин, валин, изолейцин, 

цистин, серин, аспарагиновая кислота, глицин, глутаминовая кислота, про-

лин, аланин, тирозин, цитрулин и орнитин), из них четыре основные амино-

кислоты являются факторами роста листерий – аргинин, гистидин, изолейцин 

и глутаминовая кислота. 

Изготовлены варианты питательных сред с различным составом и со-

отношением компонентов: ГОПМВ (версии №1 и 2), ПГ сороги (версия № 3). 

Изучены их ростовые свойства при культивировании тест-штамма 

L. monocytogenes 766, в сравнении с контрольной средой МПА с 1 % глюко-

зой.  

Отчетливо видимый рост тест-штамма L. monocytogenes 766 на 

питательных средах версий № 1 и № 3 наблюдали через 24 ч инкубации, 

диаметр колоний достигал от 1,5 до 4,0 мм, соответственно. В это время на 

питательных средах версии № 2 и МПА с 1 % глюкозой просматривали за-

медленный «росинчатый» рост. Культивируемый тест-штамм 

L. monocytogenes 766 на трех версиях питательных сред обладал типичными 

для листерий культурально-морфологическими свойствами; в окрашенном 

мазке – короткие грамположительные палочки с закругленными концами. 

При изучении серологических свойств штамма L. monocytogenes 766 получен 

положительный результат в ОРА – 1:100 на 4 креста с сывороткой листери-

озной агглютинирующей (серия 43). Тест-штамм L. monocytogenes 766 фер-

ментировал рамнозу и не утилизировал маннит и ксилозу, что соответствова-

ло основным биохимические свойствам листерий. 

Наилучшие результаты прорастания тест-штамма L. monocytogenes 766 

(131,4±1,7 %) и чувствительности (8,7±0,6 КОЕ) определены на среде версии 

№ 3, приготовленной на основе ПГ сороги, что в среднем выше в 1,3 раза 

этих же показателей на средах версий № 1 и № 2.  

Наибольший показатель эффективности установлен в питательной сре-

де версии № 3 на основе ПГ сороги – 5,2×109 м.к./мл, что в среднем выше на 
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38,5 % по сравнению с версиями № 1 – 3,4×109 м.к./мл и № 2 – 3,0×109 

м.к./мл. 

Сравнительная оценка специфической активности сконструированных 

питательных сред показала, что среда версии № 3 на основе панкреатических 

гидролизатов сороги и отходов производства мясной воды перспективна по 

показателям стабильности основных биологических свойств культивируемо-

го тест-штамма L. monocytogenes 766, прорастания, чувствительности, скоро-

сти роста и эффективности. Питательная среда обеспечивает получение био-

массы L. monocytogenes 766 через 24 ч инкубации в S-форме с типичными 

культурально-морфологическими, биохимическими и серологическими свой-

ствами. Далее обозначена как питательная среда для культивирования листе-

рий (СКЛ). 

Питательная среда СКЛ обеспечивает сохранение культурально-

морфологических, биохимических и серологических свойств производствен-

ного штамма тест-штамма L. monocytogenes 766 при хранении в течение 12 

мес.  

Из биомассы L. monocytogenes 766, культивированной на питательной 

среде СКЛ, путем инактивации кипячением при температуре 100 °С в тече-

ние 1 ч, получен корпускулярный антиген (иммуноген). Иммуноген приме-

няли при иммунизации кроликов-продуцентов в производстве сыворотки ли-

стериозной агглютинирующей.  

Из двух схем иммунизации кроликов-продуцентов выбрана вторая схе-

ма с применением трехкратного комбинированного введения листериозного 

иммуногена внутривенным и внутримышечным способами. В первой схеме 

иммунизации для повышения иммуногенности предусматривался полный 

адъювант Фрейнда (ПАФ), через 22 дня после начала иммунизации в РРА 

титры антител составили 1:800. Иммунизация по первой схеме длительна и 

трудоемка, при общей продолжительности в 55 дней титры антител сыворот-

ки листериозной возрастают до 1:3200 в РРА.  
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Сыворотка листериозная агглютинирующая, полученная по второй 

схеме иммунизации, не требует адсорбции гетерологичных антител и видо-

специфична. При исследовании сыворотки с близкородственными и гетеро-

логичными штаммами (L. ivanovii 97к-88, L. innocua 6а 304004, E. coli АТСС 

25922, S. aureus АТСС 6538, S. Enteritidis Gartneri, S. Typhimurium 21, S. 

flexneri 170, Y. enterocolitica O3 628/1) агглютинация в ОРА и РРА отсутство-

вала. 

Подобрана оптимальная схема иммунизации кроликов-продуцентов с 

использованием трехкратного введения листериозного иммуногена, которая 

обеспечивает получение гипериммунной высокоспецифичной сыворотки ли-

стериозной агглютинирующей, не нуждающейся в адсорбции гетерологич-

ных антител. Данная схема иммунизации исключает использование ПАФ. 

Длительность иммунизации короче первой схемы в 2,5 раза, на 21 день после 

начала иммунизации в РРА титры антител сыворотки листериозной состави-

ли 1:1600. 

Длительное стабилизирующие действие на сыворотку листериозную 

оказывает комбинация сахарозы и тиосульфата натрия, из расчета 30 и 10 г/л, 

соответственно. Стабильность сыворотки листериозной с 3 % сахарозой и 

1 % тиосульфатом натрия возросла в 5,6 раза в сравнении с контрольным об-

разцом. Применение данных стабилизаторов увеличило растворимость сыво-

ротки листериозной до 1 мин. Остаточная влажность стабильна и составляла 

не более 2,5 %.  

По результатам долгосрочных испытаний сыворотки листериозной (се-

рий 41, 42 и 43) подтвержден регламентированный срок годности медицин-

ского изделия – 5 лет при температуре 6±2 °С. Методом «ускоренного старе-

ния» антител с применением программы «МНК и регрессионный анализ Он-

лайн+графики» спрогнозирован полный срок годности сыворотки листериоз-

ной агглютинирующей до 7 лет. Доказано, что комбинация 3 % сахарозы и 1 

% тиосульфата натрия стабилизирует основные качественные показатели 

(внешний вид, растворимость, прозрачность, цветность, рН) и повышают 
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устойчивость специфических антител сыворотки листериозной агглютини-

рующей во время длительного хранения. 

При создании условий имитации транспортирования установлено, что 

при хранении листериозных сывороток при температурах -20 °С, +20 °С и 8 

°С (контроль) в течение 7 сут диагностические титры антител в сыворотках 

оставались на исходном уровне РРА – 1:400 и ОРА – 1:100. 

Изучение стабильности сыворотки листериозной после восстановления 

показало, что растворенную рабочую сыворотку можно хранить при темпе-

ратуре от 6±2 °С и использовать в течение 24 ч.  

На основании результатов исследований разработана технологическая 

схема производства гипериммунной высокоспецифичной сыворотки листе-

риозной агглютинирующей. Утверждена нормативно-техническая докумен-

тация для производства сыворотки листериозной агглютинирующей: техни-

ческие условия (ТУ 21.20.23-015-01898090-2018) и промышленный регла-

мент (ПР 01898090-015-17). По технологической схеме производства получе-

но 10 экспериментально-производственных серий сыворотки листериозной 

агглютинирующей. 

Проведена апробация на базе Референс-центра по мониторингу за ли-

стериозом (ФБУН ГНЦ ПМБ) сыворотки листериозной агглютинирующей 

(серия № 44) со штаммами L. monocytogenes, Listeria spp. и гетерологичными 

штаммами и дана оценка ее эффективности по показателям чувствительности 

и специфичности. При исследовании 28 штаммов L. monocytogenes, выделен-

ных из клинического материала больных листериозом и различных объектов 

окружающей среды (мясные и рыбные полуфабрикаты, сточные воды) на 

территории административного центра (г. Москва) и семи субъектов РФ 

(Московская, Ярославская, Тверская, Орловская, Белгородская, Ростовская и 

Вологодская области) в РРА (1:400) наблюдали крупно- и мелкозернистую 

агглютинацию при полном просветлении жидкости на 4 креста. В ОРА 

наблюдали четко выраженный агглютинат в капле с сывороткой (1:100) на 3-

4 креста. Получены положительные результаты в 100 % случаев в РРА и 
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ОРА. Таким образом, исследуемая сыворотка листериозная обладает высокой 

чувствительностью, истинная доля сероположительных случаев составила 

89,7 %, что доказано расчетами нижней границы доверительного интервала 

со статистической надежностью 95 %.  

При определении специфичности сыворотки листериозной использова-

ли 16 штаммов близкородственных микроорганизмов: L. welschimerii, L. 

innocua, L. ivanovii, L. seeligeryi, L. grayi, L murrayi и шесть гетерологичных 

штаммов: E. coli АТСС 25922, S. aureus АТСС 6538, S. enteritidis Gartneri, S. 

Typhimurium 21, Sh. flexneri 170, Y. enterocolitica O3 628/1. В результате про-

веденных исследований получены отрицательные результаты со всеми 16 

штаммами. В РРА наблюдали отсутствие просветления и зонтика в пробир-

ках, в ОРА микробная взвесь исследуемых штаммов оставалась равномерно 

мутной без агглютината и хлопьев. Истинная доля отрицательных результа-

тов определения специфичности сыворотки листериозной в РА с близкород-

ственными и гетерологичными штаммами составила 87,0 % (нижняя граница 

доверительного интервала) со статистической надежностью 95 %. 

Полученные результаты свидетельствуют о высокой диагностической 

эффективности сыворотки листериозной агглютинирующей и возможности 

её применения в клинической лабораторной диагностике для идентификации 

штаммов L. monocytogenes в РА.  
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ВЫВОДЫ 

1. Научно обосновано и экспериментально доказано, что панкреатические 

гидролизаты рыбной продукции и морепродукта является важнейшим источ-

ником белка при производстве питательных сред. Панкреатический рыбный 

гидролизат сороги с высоким содержанием аминного азота, слабощелочной 

реакцией кислотности превосходит питательные основы других исследован-

ных ПГ из рыб и морепродукта.  

2. Разработанная питательная среда на основе панкреатического гидроли-

зата сороги обеспечивает стабильность тест-штамма L. monocytogenes 766 по 

основным биологическим свойствам. Оценка специфической активности 

этой питательной среды по чувствительности, скорости роста, эффективно-

сти и прорастанию микроорганизма показала преимущества перед другими 

питательными средами с панкреатическими гидролизатами сельди, минтая и 

кальмара.  

3. Сконструированная питательная среда на основе панкреатического 

гидролизата сороги обеспечивает получение биомассы штамма L. monocyto-

genes 766 для производства сыворотки листериозной агглютинирующей. Раз-

работан промышленный регламент по производству питательной среды для 

культивирования листерий. 

4. Выбрана оптимальная схема трехкратной иммунизации кроликов-

продуцентов (21-22 дня) корпускулярным иммуногеном 

L. monocytogenes 766, использование которого исключает этап адсорбции ге-

терологичных антител при производстве сыворотки листериозной агглюти-

нирующей. 

5. Подобрана эффективная комбинация стабилизаторов и их концентра-

ции (3 % сахароза и 1 % тиосульфат натрия), которые сохраняют специфиче-

ские антитела и основные качественные показатели (внешний вид, раствори-

мость, прозрачность, цветность, рН) сыворотки листериозной агглютиниру-

ющей при температуре хранения 6±2 °С в течение 5 лет. Предложено внесе-
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ние данных стабилизаторов после этапа консервации сыворотки листериоз-

ной, что исключает повторную стерилизацию препарата.  

6. Разработана технология производства гипериммунной высокоспеци-

фичной сыворотки листериозной агглютинирующей. Утверждены промыш-

ленный регламент и технические условия на сыворотку листериозную агглю-

тинирующую. Проведены клинические и технические испытания сыворотки 

листериозной агглютинирующей. 

7. Полученная гипериммунная высокоспецифичная сыворотка листериоз-

ная агглютинирующая обладает чувствительностью 89,7 % и специфично-

стью 87,0 % и в перспективе может быть использована для индикации 

L. monocytogenes в клинической лабораторной диагностике и научных иссле-

дованиях.  
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