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REAL-TIME PCR  OPTIMIZATION 
FOR LISTERIA MONOCYTOGENES GENOME DETECTION 

ОПТИМИЗАЦИЯ ПЦР  В РЕАЛЬНОМ 
ВРЕМЕНИ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ГЕНОМА LISTERIA MONOCYTOGENES 

SUMMARY
Listeria monocytogenes is one of the major food contaminants causing the illness, called Listeriosis. Listeriosis incidence is much 
less, than the number salmonellosis and campylobacteriosis cases, but the clinical disease is significantly more severe and has 
a higher mortality. That’s why the development of species-specific PCR techniques to detect L. monocytogenes genome is a topical 
task. L. monocytogenes bacteria genome detection technique using real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was improved. 
The amplification target was a highly specific and suitable for qualification of all strains iap gen, coding L. monocytogenes р60 
surface protein. Optimum magnesium concentration (6 mM) and primer annealing temperature (57 °С) were selected. The sen-
sitivity and specificity of the technique were identified. Detection threshold was 120 target molecules. The results obtained 
demonstrate that optimized qRT-PCR version, based on iap gen amplification, enables to detect L. monocytogenes in animal 
product and food samples. Optimized qRT-PCR-based screening tests ensure rapid and reliable results. 
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РЕЗЮМЕ
Listeria monocytogenes – один из основных контаминантов пищевых продуктов, вызывающий заболевание, называе-
мое листериоз. По количеству выявленных случаев он значительно уступает сальмонеллезам и кампилобактериозам, 
но превосходит их по тяжести клинического течения и проценту летальных исходов. Поэтому разработка видоспеци-
фичных методов ПЦР для выявления генома L. monocytogenes является актуальной задачей. Оптимизирована методика 
выявления генома бактерий L. monocytogenes посредством полимеразной цепной реакции в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ). Мишенью амплификации являлся высокоспецифичный и подходящий для точной качественной оценки всех 
штаммов ген iap, кодирующий поверхностный белок р60 L. monocytogenes. Подобрана оптимальная концентрация маг-
ния (6 мМ) и температура отжига праймеров (57 °С). Определены чувствительность и специфичность данной методики. 
Предел обнаружения составил 120 молекул-мишеней. Полученные результаты показывают, что оптимизированный 
вариант ПЦР-РВ, основанный на амплификации гена iap, позволяет выявлять L. monocytogenes в пробах продовольствен-
ного сырья животного происхождения и пищевых продуктов. Скрининговые исследования на основе оптимизированной 
ПЦР-РВ обеспечивают быстрые и надежные результаты.

Ключевые слова: ПЦР-РВ, Listeria monocytogenes, пищевые продукты животного происхождения.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы бактерий. В работе использовали рефе­

рентные штаммы, полученные из американской кол­
лекции типовых культур (ATCC): Listeria monocytogenes 
АТСС  19115, Listeria innocua АТСС  33090, Listeria 
ivanovii АТСС 19119, Bacillus subtilis АТСС 6633, Bacillus 
cereus АТСС  11778, Enterococcus faecalis АТСС  19433, 
Pseudomonas aeruginosa АТСС  9027, Staphylococcus 
aureus АТСС 6538­P, Salmonella typhimurium АТСС 14028, 
Escherichia coli АТСС 25922, Shigella flexneri АТСС 12022, 
Shigella sonnei АТСС 11060, Proteus mirabilis ATCC 29906, 
Yersinia kristensenii АТСС 35669.

Питательные среды и  условия культивирования 
бактерий. Все референтные штаммы культивировали 
на колумбийском агаре (производство фирмы HiMedia, 
Индия) при температуре 37 °С в течение 24 ч.

В качестве среды для первичного обогащения ли­
стерий использовали «Питательный бульон для листе­
рий» (ПБЛ) (ФБУН «ГНЦ ПМБ», Оболенск).

Среда для вторичного обогащения – удвоенный ПБЛ 
(ФБУН «ГНЦ ПМБ», Оболенск).

Образцы пищевых продуктов. При разработке ме­
тодики использовали 100 образцов пищевых продук­
тов, поступивших на исследование в ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
в  2017  г. Образцы представляли следующие группы 
продуктов животного происхождения:

– мясо (говядина – 8 проб, свинина – 10 проб, птица – 
10 проб);

– полуфабрикаты (мясные – 18 проб, куриные – 7 проб);
– рыба и рыбные продукты – 12 проб;
– молоко пастеризованное – 6 проб;
– масло сливочное – 29 проб.
Подготовка образцов к исследованию. Навеску об­

разца массой 25 г, или объемом 25 см3, подготовленную 
для исследования, вносили в 225 см3 среды для первич­
ного обогащения листерий. Посевы инкубировали при 
температуре (30 ± 1) °С в течение (24 ± 3) ч. После этапа 
первичного обогащения 0,1 см3 образца, независимо 
от наличия изменений среды, добавляли в пробирку, 
содержащую 10 см3 среды для вторичного обогащения. 
Инкубировали при температуре (37 ± 1) °С в течение 
(48 ± 2) ч. После инкубации отбирали 250 мкл суспен­
зии в полипропиленовые пробирки типа «Эппендорф» 
объемом 1,5  мл и  использовали для тестирования 
в ПЦР­РВ.

Выделение и количественное определение ДНК. ДНК 
выделяли из образцов чистых культур с помощью на­
бора «СОРБ­ГМО­А» («Синтол», Москва) в соответствии 
с рекомендациями производителя.

Олигонуклеотиды. Праймеры и зонды для идентифи­
кации бактерий L. monocytogenes, используемые в дан­
ной работе и описанные ранее в работе D. Rodrígues­
Lázaro и  соавт.  [25] (GenBank AY174670  –  AY174682), 
были синтезированы фирмой «Синтол». Первичная 
структура олигонуклеотидов представлена в таблице 1.

Условия проведения ПЦР-РВ. Для  постановки ПЦР 
использовали «Набор реагентов для проведения 
 ПЦР­РВ» («Синтол», Россия). Реакционную смесь со­
бирали из следующих компонентов в расчете на одну 
пробу объемом 20 мкл: 10х ПЦР­буфер – 2,5 мкл; dNTP 
2,5 мМ – 2,5 мкл; MgCl2 25 мМ – 2,5 мкл; смесь прайме­
ров и зонда (10 пкмоль/мкл каждого) – 0,75 мкл; SynTaq 
ДНК­полимераза 5 Е/мкл – 0,5 мкл; ddН2О – 11,25 мкл.

Для амплификации использовали термостат CFX­96 
(Bio­Rad, США), при условиях: 20 с при 95 °С и 45 циклов 
20 с при 95 °С, 20 с при 57 °С и 20 с при 72 °С.

ВВЕДЕНИЕ
Listeria monocytogenes  – факультативный внутри­

клеточный патоген, один из основных контаминантов 
пищевых продуктов, вызывающий редкое, но леталь­
ное заболевание, поражающее людей с ослабленным 
иммунитетом, называемое листериозом. Листериоз 
не  является широко распространенной инфекцией. 
По  количеству выявленных случаев он  значитель­
но уступает сальмонеллезам и кампилобактериозам, 
но превосходит их по тяжести клинического течения 
и  проценту летальных исходов  [1]. L.  monocytogenes 
обычно сосуществуют с другими видами этого рода, 
такими как непатогенная Listeria innocua, которая мо­
жет быть использована в качестве индикатора возмож­
ного присутствия L. monocytogenes в пищевых продук­
тах [15]. Требования безопасности пищевых продуктов, 
принятые в большинстве стран, не допускают наличия 
L. monocytogenes [6, 18].

Идентификация L.  monocytogenes в  соответствии 
с  действующими нормативными документами осу­
ществляется традиционными микробиологическими 
(микроскопия, посев на питательные среды) и сероло­
гическими методами (реакция агглютинации, реакция 
связывания комплемента) [4, 8].

Однако время исследований традиционными ме­
тодами варьирует от  3–4  дней при отрицательном 
результате, а  для подтверждения положительного 
результата требуется до  7  дней  [24]. Обнаружение 
L. monocytogenes в продуктах животного происхожде­
ния микробиологическим методом затруднено из­за 
высокой концентрации конкурентоспособной микро­
флоры, низкого уровня L.  monocytogenes и  наличия 
ингибирующих листерию пищевых компонентов [23]. 
Полимеразная цепная реакция в режиме реального 
времени (ПЦР­РВ) представляет собой быструю и прак­
тичную альтернативу микробиологическому методу. 
Поэтому разработка видоспецифичных методов ПЦР 
для выявления генома L. monocytogenes является ак­
туальной задачей.

Молекулярные методы, такие как ПЦР, позволяют 
быстро обнаружить и идентифицировать бактериаль­
ные патогены [27]. В литературе приведены результаты 
по  применению нескольких традиционных ПЦР, по­
зволяющих выявлять L. monocytogenes [13, 15, 19, 21]. 
А также описаны варианты ПЦР­РВ для ее обнаруже­
ния [2, 12, 16, 26, 28].

При идентификации L. monocytogenes в настоящее 
время в качестве мишеней для ПЦР используют различ­
ные гены: 16S и 23S рРНК, prs, gyrB, rpoB, hly, inlA и inlB, 
plcA, iap и др. [3, 7, 10, 11, 14, 15, 17, 20, 22, 30].

Целью данного исследования была оптимиза­
ция качественной ПЦР­РВ для обнаружения генома 
L. monocytogenes при исследовании пищевых продук­
тов животного происхождения.

Таблица 1
Структура праймеров и зонда [по D. Rodrígues-Lázaro, 2004]

Наименование Последовательность

iapQF [5’-AATCTGTTAGCGCAACTTGGTTAA-3’]

iapQR [5’-CACCTTTGATGGACGTAATAATACTGTT-3’]

iapQProbe (FAM-RTQ1) [5’-CAACACCAGCGCCACTACGGACG-3’]
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Определение чувствительности ПЦР-РВ. Для оцен­
ки чувствительности праймеров использовали ДНК, 
выделенную из  суспензии референтного штамма 
L. monocytogenes АТСС 19115 с оптической плотностью 
1  ед. по  стандарту МакФарланда, что соответствует 
3  ×  108  КОЕ/см3. Концентрацию эталонного штамма 
подтверждали методом титрования на плотной пита­
тельной среде. Концентрацию выделенной ДНК опре­
деляли с использованием спектрофотометра Implen 
NanoPhotometer P­Class P­360 (Implen, Германия). Раз­
ведения ДНК готовили с использованием буфера ТЕ 
в объеме 100 мкл.

Статистическая обработка данных. Результаты 
 ПЦР­РВ анализировали с  помощью программного 
обес печения системы v3.1 (CFX Manager Software).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Выбор праймеров. По результатам анализа литера­

турных данных для проведения ПЦР­РВ был выбран 
ген iap (GenBank, №  Х52268), который кодирует по­
верхностный белок р60, известный также как гидро­
лаза клеточной стенки [29]. Основанием для выбора 
явилось то, что этот белок у L. monocytogenes имеет две 
уникальные области последовательностей, отсутству­
ющие у других видов листерий, что делает его высоко­
специфичным и подходящим для точной качественной 
оценки всех штаммов L. monocytogenes [1].

Сравнивая iap­родственные гены разных видов 
листерий, A. Burbert и соавт.  [15] определили общие 
и переменные области в пределах этих генов, специ­
фичных для каждого из  видов Listeria. Основываясь 
на этих последовательностях гена iap, были разрабо­
таны праймеры ПЦР для L. monocytogenes (табл. 1) [25].

Оптимизация ПЦР-РВ для специфического обнаруже-
ния бактерий L. monocytogenes. Оптимизация ПЦР­РВ 
включает следующие этапы: определение точной тем­
пературы отжига праймеров и концентрацию ионов 
магния, при которых отмечается наивысшая интенсив­
ность ответного флуоресцентного сигнала, при высо­
кой специфичности. Оптимальная температура отжига 
определяется структурой праймеров и обычно варьи­
рует от 55 до 72 °C [9].

Для расчета температуры отжига праймеров ис­
пользовали формулу

Tm = 2 × (A + T) + 4 × (G + C),

где Tm – температура отжига, °C;
 А, Т, C, G – нуклеотидные основания [9].
В результате проведенных расчетов были получены 

температуры отжига 66 °С для прямого и 76 °С для об­
ратного праймеров. Для пары праймеров, имеющих 
разную температуру отжига, при написании програм­
мы ПЦР выбирается наименьшая. Для  определения 
оптимальной температуры проводили ПЦР­РВ в гра­
диенте ±10°  С от  вычисленной температуры отжига 
праймеров и концентрации ионов магния от 3 до 6 мМ 
с шагом 0,5 мМ. В ПЦР получили идентичные результаты 
с уровнем магния от 4 до 6 мМ и была выбрана концен­
трация магния 6 мМ. Для всех температур от 56 до 75 °С 
были получены практически идентичные результаты. 
При 76 °С наблюдали снижение эффективности реак­
ции. На основании проведенного эксперимента опти­
мальной была выбрана температура отжига 57 °С.

Оптимизировали концентрации праймеров и зон­
да для специфичного анализа с использованием тех 

же циклов, что и для разработанного ранее анализа 
ПЦР­РВ [5]. Оптимальные условия, которые показывают 
наименьшее значение для порогового цикла (Ct) с наи­
меньшими концентрациями праймеров и зонда (рис. 1), 
указаны в материалах и методах.

Определение чувствительности оптимизирован-
ной ПЦР-РВ. Важной характеристикой разработан­
ного  ПЦР­протокола является его чувствительность. 
Для оценки чувствительности реакции использовали 
выделенную ДНК, концентрация которой составила 
4 нг/мкл.

В соответствии со средним размером генома раз­
личных исследуемых микроорганизмов 1 нг геном­
ной ДНК соответствует как минимум 3 × 105 клеткам 
[28]. Таким образом, концентрация ДНК 4 нг/мкл со­
ответствует приблизительно 12 × 105 бактериальным 
клеткам. 

Чувствительность ПЦР­РВ определяли путем по­
становки реакций 10­кратных разведений выделен­
ной ДНК, начиная с максимальной, равной 4 нг/мкл, 
и до 4 × 10­6 нг/мкл, что соответствует 1,2 бактериаль­
ной клетки в реакции. Реакцию амплификации прово­
дили в трех повторностях (рис. 2).

Полученные результаты показали, что оптимизи­
рованный вариант ПЦР­РВ позволяет выявлять геном 
L. monocytogenes при содержании 120 бактериальных 

Рис. 1. Амплификация ДНК L. monocytogenes

1 – положительный результат; 2 – отрицательный результат.

Рис. 2. Определение аналитической чувствительности ПЦР-РВ 
при идентификации генома L. monocytogenes (n = 3)

Концентрация бактериальных клеток: 1 – 12 × 105; 2 – 12 × 104; 
3 – 12 × 103; 4 – 12 × 102;5 – 120; 6 – 12.
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ем оптимизированной ПЦР­РВ исследовали 100 проб 
продуктов животного происхождения (табл. 4), кото­
рые также были протестированы и  традиционным 
микробиологическим методом. Геном L. monocytogenes 
был выявлен в 16% образцов. При исследовании тех 
же проб микробиологическим методом положительны­
ми оказались только 8% проб. Различие в результатах 
исследований можно объяснить способностью ПЦР 
выявлять генетический материал не  только живых 
микроорганизмов, но и погибших, в отличие от микро­
биологического метода, с помощью которого можно 
обнаружить только живые микроорганизмы.

Результаты показали, что скрининговые исследова­
ния на основе оптимизированной ПЦР­РВ обеспечива­
ют быстрые и надежные результаты.

клеток в образце, что согласуется с данными других 
исследователей [12, 25]. Содержание в образце ДНК 
L.  monocytogenes, соответствующее приблизительно 
12 бактериальным клеткам, выявили только в одной 
ПЦР­РВ из трех проведенных (табл. 2).

Определение специфичности. Cпецифичность 
праймеров тестировали с использованием целевого 
(L. monocytogenes) и 13 нецелевых штаммов бактерий 
(табл. 3). В реакции был идентифицирован только це­
левой штамм L. monocytogenes. Не было зафиксировано 
ни одного ложноположительного результата, что под­
тверждает видоспецифичность предложенного вари­
анта ПЦР­РВ.

Выявление генома бактерий L. monocytogenes в про-
дуктах животного происхождения. С  использовани­

Таблица 3
Определение специфичности праймеров для выявления генома L. monocytogenes

№ п/п Вид бактерий Штамм Оценка по Граму Праймеры iap

1 Listeria monocytogenes ATCC 19115 + +

2 Listeria innocua ATCC 33090 + −

3 Listeria ivanovii ATCC 19119 + −

4 Bacillus subtilis ATCC 6633 + −

5 Bacillus cereus ATCC 11778 + −

6 Enterococcus faecalis ATCC 19433 + −

7 Escherichia coli ATCC 25922 − −

8 Lactobacillus casei ATCC 393 + −

9 Proteus mirabilis ATCC 29906 − −

10 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 − −

11 Salmonella typhimurium ATCC 14028 − −

12 Shigella flexneri ATCC 12022 − −

13 Staphylococcus aureus ATCC 6538 Р + −

14 Yersinia enterocolitica ATCC 9610 − −

Таблица 2
Предел обнаружения штамма L. monocytogenes ATCC 19115 в ПЦР-РВ
(n = 3)

Образец Среднее значение
Cq

Стандартное отклонение
Cq Конечные ОЕФ Результат

Neg Ctrl 0,00 0,000 −1,45 (−) Negative

12 × 105 21,61 0,260 970 (+) Positive

12 × 104 26,03 0,072 1072 (+) Positive

12 × 103 29,67 0,040 1045 (+) Positive

12 × 102 33,00 0,170 1004 (+) Positive

120 36,59 0,346 940 (+) Positive

12 39,04 0,000 0,196 (−) Negative

1,2 0,00 0,000 −1,55 (−) Negative
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Основным преимуществом использования оптими­
зированной ПЦР­РВ для скрининговых исследований 
является возможность быстрого выявления образцов, 
являющихся отрицательными по  контролируемому 
патогенному организму, т. е. по наличию в нем генома 
L. monocytogenes. Однако этот метод не позволяет от­
личать жизнеспособные бактериальные клетки от не­
жизнеспособных. Поэтому положительные результаты, 
полученные в ПЦР­РВ, обязательно должны быть под­
тверждены микробиологическим методом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оптимизирована ПЦР­РВ для выявления генома 

L. monocytogenes. Определены аналитическая чувстви­
тельность и специфичность ПЦР­РВ, установлен предел 
обнаружения генома L.  monocytogenes 120  молекул­ 
мишеней в исследуемом образце. 

Показана возможность применения оптимизиро­
ванной ПЦР­РВ для выявления генома L. monocytogenes 
в образцах продуктов животного происхождения при 
скрининговых исследованиях.
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