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ІДЕНТИФІКАЦІЯ LISTERIA MONOCYTOGENES МЕТОДОМ 
ПЛР У РЕАЛЬНОМУ ЧАСІ В ПРОДУКТАХ ТВАРИННИЦТВА 
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Розроблено тест-систему для діагностики Listeria monocytogenes методом 
полімеразної ланцюгової реакції в режимі реального часу (Real-Time PCR). Система 
дає змогу ідентифікувати збудника лістеріозу в продуктах тваринництва. 
Діагностикум адаптовано для проведення аналізів на приладах найбільш відомих 
виробників (BioRad, Applied Biosystems, Corbett Research, Синтол, ДНК-технология) 
та може бути рекомендовано до застосування у лабораторній діагностиці.  

Ключові слова: Listeria monocytogenes, Real-Time PCR, продукти 
тваринництва. 

 

Постановка проблеми. Сучасні вимоги до якості та безпеки 

харчових продуктів передбачають всебічну комплексну оцінку чинників, 

які діють не тільки на стан захисних функцій тварин, а й на здоров’я 

людини.  Забруднення продуктів збудниками інфекцій з аліментарним 

шляхом передачі становить одну з найбільш серйозних небезпек для 

благополуччя населення. Запобігання харчовим зоонозам вимагає 

розроблення нових підходів та критеріїв у системі ветеринарно-

санітарного контролю, в тому числі впровадження високочутливих та 

ефективних методів мікробіологічного та и молекулярно-генетичного 

аналізу [1].  

Аналіз останніх досліджень та публікацій. Лістеріоз – 

сапрозоонозна інфекційна хвороба, яка характеризується численними 

джерелами збудника, різноманітністю шляхів і чинників його передачі, 

поліморфізмом клінічного перебігу та високою летальністю. 

За лістеріозу уражається переважно нервова тканина, захворювання у 

тварин перебігає з явищами гострого сепсису, абортами та маститами. 

Природним резервуаром збудника можуть слугувати як дикі (птахи, 

гризуни), так і свійські (вівці, ВРХ, свині, коні) тварини [2].  

Захворювання у людини спричиняє факультативний анаероб Listeria 

monocytogenes, який належить до родини Listeriaceae роду Lіsterіа. Цей 

рід представлено шістьома видами грам-позитивних паличкоподібних 

бактерій, два з яких патогенні (L. Monocytogenes, L. ivanovii). Лістерії 

здатні до внутрішньоклітинного паразитування, що обумовлює затяжні 

хронічні або безсимптомні форми перебігу хвороби [3]. 

http://visnyk.mnau.edu.ua/
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До недавнього часу лістеріоз вважали проблемою суто ветеринарної 

служби. Випадки інфікування людини реєстрували зрідка, переважно 

після безпосереднього контакту з тваринами. Однак в останні десятиліття 

почали спостерігати численні епідемічні спалахи лістеріозу з високим 

відсотком летальних випадків, обумовлених споживанням харчових 

продуктів, передусім промислового виробництва [4, 5]. Тому у 1987 р. 

ВООЗ віднесла лістеріоз до важливих інфекцій харчового походження [6]. 

У практиці вітчизняної охорони здоров’я лістеріоз наразі є 

маловідомим захворюванням, хоча історія його вивчення розпочалась 

понад 100 років тому. Аварія на Диканівських очисних спорудах у 

м. Харкові стала підставою для включення лістеріозу, згідно з наказом 

МОЗ України № 133 від 19 липня 1995 р., до групи особливо небезпечних 

захворювань. Запроваджено його обов’язкову реєстрацію, визначено 

необхідність епідеміологічного розслідування випадків захворювання і 

проведення первинних профілактичних та протиепідемічних заходів в 

осередках захворювань [7]. 

Нині проблема харчового лістеріозу, крім медичного, набуває 

значного соціально-економічного значення. Вилучення заражених партій 

продуктів, обмеження їхнього обігу, зупинення виробництва призводять 

до колосальних збитків підприємств. У 2002 р. ВООЗ визначила безпеку 

харчових продуктів пріоритетним питанням для споживачів, виробників і 

державних органів. Вже сьогодні в багатьох розвинутих країнах прийнято 

державні системи контролю за харчовими продуктами з великим ризиком 

зараження збудниками харчових інфекцій [8]. 

Розробленню сучасних високочутливих методів діагностики харчових 

патогенів приділяється дуже велика увага. Проблема детекції лістерій 

становить певні труднощі і потребує подальшого вивчення. Широкий 

спектр сучасних методичних підходів намагалися використати для 

виявлення збудника лістеріозу: імунофлюоресценцію, ІФА, РІА, проточну 

цитометрію, ДНК-гібридизацію, ПЛР та ін. [9]. Однак і надалі у клінічній 

діагностиці лістеріозу пріоритет належить класичній бактеріології.  

Останнім часом широкого розповсюдження за аналізу клінічного 

матеріалу набув метод ПЛР у реальному часі (Real-Time PCR). Методу 

притаманна висока чутливість і специфічність, що дає змогу виявляти 

ДНК-збудника упродовж 2–4 годин. У Російський Федерації, де кількість 

ПЛР-лабораторій невпинно зростає, в грудні 2010 р. було затверджено 

«Санитарные нормы и правила 3.1.7.2817-10», які рекомендують 

використовувати ПЛР як додатковий метод лабораторної діагностики 

лістеріозу [10]. 

Постановка завдання. Метою роботи було розроблення вітчизняної 

тест-системи для визначення збудника лістеріозу, а саме Listeria 

monocytogenes у продуктах тваринництва.  

http://visnyk.mnau.edu.ua/
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Матеріали і методика. Матеріалом для виділення бактеріальної ДНК 

слугував типовий штам Listeria monocytogenes, а також харчові продукти 

та сировина тваринного походження, в яких було підтверджено наявність 

збудника мікробіологічними методами аналізу. Ізоляцію ДНК проводили 

за використання методу температурного лізису з наступним доочищенням 

на Silica-Spin колонках [11].  

ПЛР-ампліфікацію в режимі реального часу проводили за допомогою 

приладу CFX96 (BioRad, США). Реакційна суміш об’ємом 20 мкл містила 

2 мкл ДНК, 10 мМ Tріс-HCl (pH 8,3), 50 мМ KCl, 2,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ 

дНТФ суміші, 10 пкМ кожного з праймерів, 5 пкМ зонду та 1 од. Taq-

полімерази (Fermentas, Літва). Температурний режим складався з 

початкової денатурації впродовж 3 хв за 94ºС та наступних 45 циклів: 

денатурації – 20 с за 95ºС, відпалу праймерів – 60 с за 63ºС та синтезу – 

30 с за 72ºС. Флуоресцентний сигнал вимірювали по завершенню стадії 

синтезу (72С) у кожному циклі ампліфікації.  

Для виготовлення тест-систем використовували реагенти фірм 

«Sigma», «Fluka» (США), «Fermentas» (Литва) та «Синтол» (Росія).  

Результати досліджень. Дослідження проводили у лабораторії 

молекулярно-генетичних досліджень науково-дослідного центру 

випробувань продукції ДП «Укрметртестстандарт», яка акредитована 

Національним агентством акредитації України на компетентність 

відповідно до вимог ДСТУ ISO / ІЕС 17025-21.  

Під час розроблення тест-системи було використано технологію 

TaqMan методу ПЛР у реальному часі [12]. Розроблена система є 

мультиплексною, оскільки уможливлює проведення двох незалежних 

реакцій в одній пробірці. Одна реакція спрямована на виявлення 

видоспецифічної ділянки гена hly [13], що дає змогу детектувати Listeria 

monocytogenes, інша – на виявлення фрагмента гена бактеріальної 16S 

рРНК [14] як ендогенного контролю перебігу ПЛР. Перебіг кожної  

реакції відстежували за допомогою мічених зондів. Для виявлення 

послідовності hly використовували зонд, мічений флуоресцентним 

барвником ROX та гасником флуоресценції BHQ1, для гена 16S рРНК – 

мічений барвником Cy5 та гасником флуоресценції BHQ3. 

Пробу розглядали як позитивну на присутність Listeria monocytogenes 

лише в тому випадку, якщо сигнал флуоресценції детектувався за двома 

каналами (ROX і Cy5), а значення Ст варіювало з 15 по 40 цикл, залежно 

від кількості матеріалу, взятого для виділення ДНК. Відповідно, пробу 

розглядали як негативну, якщо сигнал детектувався лише за каналом Cy5 

(ендогенний контроль), що свідчило про коректне проведення усіх стадій 

аналізу та відсутність інгібіторів ферментативної реакції в пробі. Якщо 

флуоресценція була відсутньою за двома каналами (ROX і Cy5), 

http://visnyk.mnau.edu.ua/
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проводили повторне дослідження цієї проби зі збільшенням кількості 

вихідного матеріалу, взятого для виділення ДНК. 

Оцінювання ефективності роботи тест-системи, а саме специфічності, 

чутливості, межі детектування, повторюваності та відтворюваності 

результатів аналізу проводили відповідно до вимог щодо розроблення 

ПЛР тест-систем з використанням референтних зразків.  

Оптимізацію умов ампліфікації проводили за такими параметрами, як 

температура відпалу праймерів, концентрація MgCl2, концентрація та 

співвідношення праймерів і зондів. Оптимальна температура, за якої 

підібрані нами праймери найбільш ефективно працювали, становила 63ºС. 

Найкращі результати було отримано за концентрації MgCl2 2,5 мМ. 

Проведення серії реакцій з різними комбінаціями концентрацій праймерів 

і зондів у межах від 2 до 20 пкМ уможливило досягнення мінімальної 

величини Ст і максимального значення ∆Rn за постійної концентрації 

матриці-мішені. Оптимальне значення концентрації становило 10 пкМ для 

праймерів та 5 пкМ для зондів. 

Визначення специфічності проводили тестуванням таких 

мікроорганізмів: L. monocytogenes, L. ivanovii, S. typhimurium, S. sonnei, S. 

flexneri, E. coli. Перехресних реакцій при цьому виявлено не було.  

Межу чутливості розробленої тест-системи визначали шляхом 

приготування серії розведень бактеріальної ДНК (від 0,0001 до 100 нг 

геномної ДНК). Межа чутливості системи за геном hly становила 0,1 нг, 

тимчасом за геном 16S рРНК – 0,001 нг. Отримані нами результати 

виявились подібними до даних, описаних у літературних джерелах та 

отриманих за використання комерційних наборів. 

Висновки і перспективи подальших досліджень. Таким чином, 

було розроблено вітчизняну діагностичну тест-систему на основі методу 

ПЛР у режимі реального часу, яка дає змогу ідентифікувати збудника 

лістеріозу у продуктах тваринництва. Система адаптована під прилади 

найбільш відомих виробників (BioRad, Applied Biosystems, Corbett 

Research, Синтол, ДНК-технология) та може бути рекомендована до 

застосування у лабораторній діагностиці. 
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