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background. Recently the great interest is given to studying of bac‑
teria Listeria monocytogenes in connection with its increasing role 
in perinatal and neonatal pathology, ability to cause severe forms of 
diseases, massive contamination and accumulation in food.
Methods. The strains of L. monocytogenes allocated in the Far East 
and in the European part of Russia are used. Antigen properties of 
cultures were defined in linear reaction of agglutination by typical 
polyvalent and monovalent (1st and 2nd serotypes) Russian listeri‑
ous serum. Further serotyping was done by multiplex polymerase 
chain reaction (PCR).
Results. The research done by the method of multiplex PCR have 
allowed to characterize the structure of populations of L. mono-
cytogenes, than linear reaction of agglutination and to show the 
prevalence of epidemically important serotype 4b in the Far East. 
So, 39 from 52 cultures (75 %) of L. monocytogenes allocated in the 
Far East were 4b serovariant, 10 cultures – were 1/2а serovariant, 2 
cultures – 1/2b serovariant and 1 culture – 1/2с serovariant. Among 
the isolated in the European part of Russia 7 of 17 cultures (41.2 %) 
were 1/2a serovariant, 5 cultures – 4b serovariant, 3 cultures – 1/2c 
serovariant and 2 cultures – 1/2b serovariant.
Conclusions. By the use of the method of multiplex polymerase 
chain reaction the variety of the Listeria strains circulating in dif‑
ferent geographical territories was shown, with the differentiation 
of epidemically significant and dangerous to the human clonal vari‑
ants of the microorganism. This method can be used in practical 
and scientific works for differentiation and estimation of the variety 
of Listeria cultures.
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В последнее время большое значение придается изуче‑
нию листериоза, вызываемого грамположительными 
бактериями Listeria monocytogenes, в связи с их воз‑
растающей ролью в перинатальной и неонатальной 
патологии, способностью вызывать тяжелые формы 
заболевания, массивной контаминацией и накопле‑
нием в пищевых продуктах [2, 4, 6, 7]. Известно, что 
бактерии вида L. mo no cy to ge nes имеют сложную анти‑
генную структуру и делятся на 13 серологических вари‑
антов [2, 8]. Большая часть случаев листериоза связана 
с серовариантами 4b, 1/2a, 1/2b, причем эпидемические 
вспышки чаще всего вызываются серовариантом 4b 
[2–6]. Считается, что листерии этого сероварианта 
наиболее адаптированы к размножению в клетках 

млекопитающих, чем штаммы серовара 1/2 [2]. Не ис‑
ключено, что серовар 4b обладает и уникальными 
вирулентными свойствами. Кроме того, установлено, 
что не только гены, кодирующие поверхностные де‑
терминанты, но и некоторые другие фрагменты генома 
этого микроорганизма могут быть специфическими 
для различных серогрупп L. mo no cy to ge nes [3].

Целью настоящего исследования было определение 
серологической вариабельности изолятов L. mo no cy to-
ge nes для оценки их эпидемической значимости.

Материал и методы. В работе использованы штам‑
мы L. mo no cy to ge nes, выделенные из клинического 
материала, животных и объектов окружающей среды 
(почва, вода, пищевые продукты) на Дальнем Востоке 
(112 изолятов) и в Европейской части (34 изолята) 
Российской Федерации. Антигенные свойства культур 
определялись в линейной реакции агглютинации с 
помощью типовой поливалентной и моновалентных 
(1‑го и 2‑го серотипов) листериозных сывороток, из‑
готовленных во ВНИИВВиМ (г. Покров). Дальнейшее 
серотипирование проводили с помощью мультиплек‑
сной полимеразной цепной реакции (ПЦР) на основе 
олигонуклеотидных праймеров (табл.) [3].

Для ПЦР использовали бактериальные лизаты, 
приготовленные как описано ранее [1]. Реакционная 
смесь содержала все пары праймеров в концентрации 
1µМ, 0,3 мМ дНТФ, 1,5 мМ MgCl2, 5 ед. Tag‑полимеразы 
(«Бионем»). ПЦР проводили в термоциклере «Терцик» 
(«ДНК‑технология») по следующей программе: 1‑й 
цикл – 94 °С, 3 мин; 35 циклов – 94 °С, 40 с, 53 °С, 1 мин 
15 с, 72 °С, 1 мин 15 с; 1 цикл – 72 °С, 7 мин.

Амплифицированные фрагменты ДНК разделя‑
ли в 1 % агарозном геле в трис‑ацетатном буфере, 

Таблица
Праймеры, использованные в работе
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Lmo 0737
Прямой AGGGCTTCAAGGACTTACCC

691
Обратный ACGATTTCTGCTTGCCATTC

Lmo 1118
Прямой AGGGGTCTTAAATCCTGGAA

906
Обратный CGGCTTGTTCGGCATACTTA

ORF 2819
Прямой AGCAAAATGCCAAAACTCGT

471
Обратный CATCACTAAAGCCTCCCATTG

ORF 2110
Прямой AGTGGACAATTGATTGGTGAA

597
Обратный CATCCATCCCTTACTTTGGAC
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окрашивали бромистым этидием и просматривали в 
ультрафиолетовом свете, оценивая молекулярную массу 
полученных участков ДНК в сравнении со стандартным 
маркером (1 kb DNA Ladder производства «Бионем»).

Результаты исследования. Первоначально прове‑
дено серотипирование изолятов по классическому 
серологическому методу с применением диагностичес‑
кой системы, выпускаемой в Российской Федерации. 
Установлено, что культуры L. mo no cy to ge nes агглюти‑
нировались двумя сыворотками и относились к 1‑й 
(49,6 %) и 2‑й (50,4 %) серогруппам. Эти культуры были 
изолированы из разнообразных источников (клини‑
ческого материала, органов животных, объектов окру‑
жающей среды, пищевых продуктов). Небольшая часть 
из них (15 культур), выделенных из органов грызунов, 
морских гидробионтов и пищевых продуктов, агглю‑
тинировались одновременно двумя сыворотками, что 
свидетельствовало о наличии у них общих антигенов.

46,8 % дальневосточных культур принадлежали ко 
2‑й серогруппе (изоляты из клинического материала, 
из органов грызунов и морских гидробионтов, объек‑
тов окружающей среды). Культуры, изолированные из 
пищевых продуктов, в большинстве случаев (72,2 %) 
относились к 1‑й серогруппе.

Среди листерий, изолированных в европейской 
части Российской Федерации, превалировали куль‑
туры, принадлежащие к 1‑й серогруппе (24,5 %), и 
реже всего (3,5 % изолятов) встречались культуры 2‑й 
серогруппы. Культуры, изолированные в Европейской 
части страны и относившиеся к 1‑й серогруппе, были 
выделены из различных пищевых продуктов импор‑
тного и отечественного производства, клинических 
образцов и органов животных.

Исследования, выполненные с помощью метода 
мультиплексной ПЦР, позволили более детально оха‑
рактеризовать структуру популяции L. mo no cy to ge nes, 
распространенной на разных территориях России, и, 
прежде всего, установить преобладание эпидемически 
значимого сероварианта 4b на Дальнем Востоке. Так, 
39 из 52 культур (75 %) L. mo no cy to ge nes, выделенных 
на Дальнем Востоке, относились к сероварианту 4b, 
10 культур – к сероварианту 1/2а, 2 культуры – к се‑
роварианту 1/2b и 1 культура – к сероварианту 1/2с. 

Среди изолированных в Европейской части России 7 
из 17 культур (41,2 %) относились к сероварианту 1/2a, 
5 культур – к сероварианту 4b, 3 культуры – к серова‑
рианту 1/2c и 2 культуры – к сероварианту 1/2b.

При анализе серогрупповой принадлежности 
L. mo no cy to ge nes, изолированной в Дальневосточном 
регионе, в зависимости от источников выделения, 
отмечено, что чаще всего серовариант 4b встречался 
среди изолятов из клинического материала, органов 
грызунов и морских гидробионтов. Среди изолятов, 
полученных из пищевых продуктов, в большинстве 
случаев отмечались сероварианты 1/2a, 1/2b и 1/2c, 
реже – серовариант 4b (рис.). Похожие результаты 
получены и для изолятов L. mo no cy to ge nes, выделенных 
из пищевых продуктов в Европейской части страны.

Обсуждение полученных данных. С целью оценки 
вариабельности и эпидемической значимости изолятов 
L. mo no cy to ge nes, выделенных из разнообразных ис‑
точников в Дальневосточном регионе и в европейской 
части России, нами были использованы методы серо‑ 
и молекулярно‑генетического типирования. Метод 
серотипирования широко применяется в настоящее 
время для характеристики штаммов L. mo no cy to ge nes. 
В России выпускают сыворотки двух типов – 1‑го и 
2‑го («Покровветбиопрепарат», НИИВВиМ), – кото‑
рые позволяют оценить антигенную принадлежность 
листерий к двум серогруппам, в то время как за ру‑
бежом идентифицируют до 13 серовариантов [2, 8]. 
Важно подчеркнуть, что особенностью отечественной 
серологической диагностики является то, что серова‑
рианты с 1/2а по 3с, используемые в международной 
классификации, объединены в 1‑ю, а остальные – во 
2‑ю серогруппу [2].

Анализ антигенной структуры L. mo no cy to ge nes с 
использованием отечественных сывороток двух ти‑
пов показал относительно низкую специфичность 
данной системы дифференциации. Для определения 
серологической принадлежности культур, согласно 
мировой классификации, нами использован метод 
мультиплексной ПЦР, основанный на корреляции 
между серогрупповой принадлежностью изолята и 
наличием специфических открытых рамок считывания 
в его геноме [3].

Рис. Серогрупповая принадлежность культур L. mo no cy to ge nes, полученных из клинического материала (а), органов грызунов 
и морских гидробионтов (б):

а: 1 – маркер 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 2 – отрицательный контроль; 3 – положительный контроль – штамм EGD-e (серовариант 1/2a); 4 – по-
ложительный контроль – штамм P14 (серовариант 4b); 5–13 – культуры, изолированные из органов грызунов (серовариант 4b); 14–23 – культуры, 
изолированные из морских гидробионтов на Дальнем Востоке (14, 15, 17–23 – серовариант 4b, 16 – серовариант 1/2a);
б: 1 – маркер 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 2 – отрицательный контроль; 3 – положительный контроль – штамм EGD-e (серовариант 1/2a); 4 – 
положительный контроль – штамм P14 (серовариант 4b); 5–10 – культуры, изолированные из пищевых продуктов (5 – серовариант 1/2b, 6 – серо-
вариант – 1/2с, 7 - серовариант 1/2a, 8–10 – серовариант 4b).
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Полученные результаты показали определенную 
вариабельность серовариантов среди культур L. mo-
no cy to ge nes в Дальневосточном регионе и в евро‑
пейской части России. Следует отметить, что среди 
культур, изолированных на территории Дальнего 
Востока с 1997 по 2008 г., отмечалось превалиро‑
вание сероварианта 4b, что в эпидемическом плане 
является неблагополучным признаком. Чаще всего 
культуры листерий этого сероварианта на Дальнем 
Востоке выделяли из макроорганизмов (клинического 
материала от людей, органов грызунов, морских гид‑
робионтов). Среди пищевых изолятов в большинстве 
случаев встречались сероварианты 1/2a, 1/2b, 1/2c, 
реже – серовариант 4b.

Таким образом, выполненные исследования с по‑
мощью метода мультиплексной ПЦР, показали разно‑
образие культур L. mo no cy to ge nes, циркулирующих на 
разных географических территориях России с диффе‑
ренциацией эпидемически значимых и опасных для 
человека штаммов. Этот метод можно рекомендовать 
для использования в практической и научной рабо‑
те для дифференциации и выявления разнообразия 
культур листерий.
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Дифференциация штаммов Listeria monocytogenes методом 
мультиплексной полимеразной цепной реакции
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Резюме. Проведена оценка серологической вариабельности 
и эпидемической значимости штаммов Listeria monocytogenes, 
выделенных на Дальнем Востоке и в европейской части Рос‑
сии. C помощью метода мультиплексной полимеразной цеп‑
ной реакции показано разнообразие штаммов листерий, цир‑
кулирующих на разных географических территориях, с диф‑
ференциацией эпидемически значимых и опасных для челове‑
ка клональных вариантов микроорганизма. Этот метод может 
быть использован в практической и научной работах для диф‑
ференциации и оценки разнообразия культур листерий.
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background. Now in the pharmaceutical market the considerable 
quantity of medicamentous complexes for treatment and preven‑
tive maintenance of parodontal diseases is presented. The research 
objective – comparison of the efficiency of treatment and cost at use 
of the stomatologic treatment‑and‑prophylactic complexes “Asepta”, 

“Vivax” and “Wood balm”.
Methods. 106 patients of 20–35 years old with mild chronic gen‑
eralized parodontitis depending on the used treatment‑and‑pro‑

phylactic complex have been divided into three groups. Treatment 
duration – 14 days. Control examinations were done in 7, 14, 60, 
120 and 180 days after the treatment beginning. In all cases the 
index estimation of the parodont state and the estimation of the 
alkaline phosphatase, lactate dehydrohenase and phosphor lipase 
А2 activity levels in the gingival liquid were done. Calculated the 
ratio of expenses and efficiency.
Results. In 7 days after the beginning of treatment at patients of 
all groups clinical improvement was shown. Level of hygiene of 
the oral cavity without authentic distinctions between groups has 
considerably raised and remained at good level till the end of the 
follow‑up period. The most expressed positive dynamics and peak 
of treatment efficiency were noted at the patients using “Asepta”. 
Initial hyperactivity of enzymes was normalized during the fol‑
low‑up period but was similar to control only at “Asepta” group. 
The maximum expenses for efficiency unit were 24.85 roubles at 
“Vivax” use. At “Asepta” and “Wood balm” series use this index 
was 4.70 and 4.10 roubles, respectively.


