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На этапе идентификации листерий используют ряд 
тестов, для подтверждения принадлежности выделен-
ной культуры к Listeria spp. и установления принадлеж-
ности выделенной культуры к патогенному для человека 
виду Listeria monocytogenes [5–9, 11, 14, 19]. Предпола-
гаемые колонии листерий, выросшие на селективных 
диагностических средах для дальнейшей идентифика-

ции и изучения, высевают на специальные питательные 
среды, используя тесты определения подвижности и ле-
цитиназной активности листерий. Последний является 
показателем их патогенности [1–4, 13, 15].

Важным идентификационным тестом для Listeria 
spp. является тест на подвижность, в котором исполь-
зуется высокая подвижность клеток при 22-250 С и от-
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сутствие подвижности при 370 С. Листерии, выросшие 
при 220 С, выглядят как тонкие короткие палочки с вра-
щательной или подпрыгивающей активностью [12, 13]. 
Для определения подвижности листерий используют 
посев уколом в полужидкий агар. При 220 С для под-
вижной культуры листерий характерен специфический 
рост в форме зонтика. Помимо модификаций полужид-
ких сред лабораторного приготовления для определе-
ния подвижности имеются специальные коммерческие 
среды ряда зарубежных фирм изготовителей, например, 
фирмы «Hi Media» (Индия).

Одним из важнейших факторов патогенности  
L. monocytogenes является лецитиназа, которая необхо-
дима для выживания листерий в процессе внутрикле-
точного паразитизма. Для выявления лецитиназной ак-
тивности при культивировании на питательных средах, 
в которые добавлен лецитин, необходим гидрофобный 
сорбент, например, активированный уголь. Добавле-
ние активированного угля позволяет устранить из пи-
тательной среды секретируемый листериями продукт, 
подавляющий выявление лецитиназной активности 
у L. monocytogenes. В результате в присутствии угля у  
L. monocytogenes наблюдается чётко выраженная ле-
цитиназная активность, которая при выращивании на 
плотных питательных средах даёт плотную зону помут-
нения вокруг колоний [10].

Для определения лецитиназной активности L. mono-
cytogenes, предлагается ряд сред, в том числе среда ГРМ 
№ 1 (ФБУН ГНЦ ПМБ, г. Оболенск) и HiMedia Motil-
ity medium фирмы «HiMedia» (Индия). Использование 
разных сред для постановки данного теста демонстри-
рует различия в индукции лецитиназной активности на 
средах одного наименования, выпускаемых разными 
фирмами изготовителями. Вероятно, это может быть 
связано с компонентным составом питательных сред и 
внешними условиями культивирования.

Цель исследования – создание отечественных ком-
мерческих питательных сред для определения подвиж-
ности и лецитиназной активности листерий. Разработка 
сред целевого назначения пополнит комплекс меропри-
ятий, проводимых при выделении и идентификации 
культур листерий из исследуемого материала различно-
го происхождения.

В лабораторной практике для определения подвиж-
ности микроорганизмов используют полужидкие сре-
ды с различным содержанием агара: от 0,2 до 0,5%. 
При разработке рецептуры сухой питательной среды 
для определения подвижности листерий в сухой пита-
тельный бульон (СПБ на основе каспийской кильки, 
производства НПО «Питательные среды», Махачкала), 
взятый за основу как оптимальный для роста и размно-
жения листерий, что было определено в ранее проведен-
ных нами исследованиях при разработке сред для выде-
ления, накопления и идентификации листерий (патенты 
РФ № 2158758; 2000 г. и № 2201957; 2001 г.), добавляли 
различные количества агара микробиологического (0,2-
0,5%), натрия хлорида от 0,2 до 1,0%. Для усиления 
роста добавляли 2,0 г/л экстракта кормовых дрожжей 
(ЭКД). Это количество ЭКД определено в серии опытов 
как оптимальное.

Приступая к исследованию вариантов среды для 
определения подвижности тест-штаммов листерий, 
учитывали их способность и свойства проявлять под-
вижность только при температуре 22-250 С, так как при 
температуре (37±1)0 С инкубации наступает тепловой 

шок (стресс) микроорганизмов, вследствие чего они те-
ряют подвижность [13]. Посевы инкубировали при тем-
пературах (23±1)0 С и (37±1)0 С.

Изучение свойств тест-штаммов листерий по те-
сту подвижности на экспериментальных сериях среды 
проводили согласно методическим рекомендациям на 
музейных и свежевыделенных штаммах Listeria spp. 
[10 – 12].

Исследования показали, что более благоприятным 
для определения подвижности листерий являлся обра-
зец с 3,0 г/л агара микробиологического, так как обе-
спечивал визуально регистрируемый учёт подвижности 
тест-штаммов при температуре (23±1)0 С через 18±2 ч 
инкубации, при этом наблюдали, рост культур листерий 
по ходу укола петли в виде раскрывающегося зонтика. 
В среде с содержанием агара 2,0 г/л визуальный учёт 
затруднён, ввиду отсутствия чётко видимого роста по 
ходу укола петли суточной культуры тест-штаммов. Из-
учение подвижности листерий в среде с 5,0 г/л микро-
биологического агара дал отрицательный результат: 
фиксировали рост листерий по уколу характерный для 
неподвижных микроорганизмов.

Установлено оптимальное содержание в среде для 
определения подвижности листерий агара микробиоло-
гического – 3,5 г/л и питательной основы СПБ – 15,0 г/л, 
позволявших проводить чёткую регистрацию данного 
теста.

Биологическая характеристика предлагаемой среды 
изучена на широком наборе свежевыделенных штаммов 
L. monocytogenes, выделенных из клинического мате-
риала различного происхождения, предоставленном из 
музейной коллекции лаборатории легионеллёза ФГБУ 
НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи Минздрава РФ. Среда обе-
спечивала визуальную регистрацию подвижности све-
жевыделенных штаммов L. monocytogenes в виде харак-
терного роста в форме зонтика, через 18±2 ч инкубации 
при температуре (23±1)0 С, тогда как на контрольной 
среде подвижность культур отмечена только через 36 ч 
культивирования (табл. 1).

Среды для определения лецитиназной активности 
обычно содержат питательную основу, буфер и ex tempo-
re добавленный яичный желток. При работе с листерия-
ми имеются свои особенности. При культивировании на 
питательных средах, в которые добавлен лецитин, леци-
тиназная активность листерий выявляется чрезвычайно 
слабо или вообще не наблюдается. Это связано с нега-
тивной ауторегуляцией, которой подвергаются все гены 
патогенности L. monocytogenes. Исследованиями И. С. 
Тартаковского и соавт. [13] установлено, что секретиру-
емый листериями продукт, выполняющий функции ау-
торепрессора, может быть устранен из среды гидрофоб-
ным сорбентом, например, активированным углём. При 
этом происходит активация генов патогенности, следо-
вательно, увеличение уровня факторов патогенности в 
среде, в том числе, лецитиназы [13, 16, 17].

Учитывая вышеизложенное, в питательную среду 
было введено различное количество активированного 
угля согласно МУК 4.2.1122-02 «Организация контро-
ля и методы выявления бактерий Listeria monocyto-
genes в пищевых продуктах» и ГОСТ 32031-2012 «Про-
дукты пищевые. Методы выявления бактерий Listeria 
monocytogenes». В каждый испытуемый образец ex tem-
pore добавлено 5% желточной эмульсии.

В экспериментальных сериях с различными концен-
трациями активированного угля отмечены варианты ин-
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дукции лецитиназной активности. Наиболее выражено 
лецитиназная активность выявлялась в образцах среды 
с активированным углём в концентрации 0,5% – у 12 
исследованных штамма, ширина зоны помутнения сре-
ды – от 5 до 7 мм. У 12 штаммов выявлена активность 
лецитиназы в присутствии 0,2% активированного угля, 
но более слабая, чем при 0,5% (1–2 мм). Два штамма не 
обладали лецитиназной активностью, как в присутствии 
угля, так и без него. Отобран образец наиболее благо-
приятный для индукции лецитиназной активности ли-
стерий с концентрацией активированного угля 0,5 г/л.

 Испытания среды для определения лецитиназной 
активности L. monocytogenes, в сравнении с отечествен-
ной средой ГРМ-1 (г. Оболенск), показали преимуще-
ство предлагаемого препарата по времени проявления 
лецитиназной активности (появления зон помутнения 
среды вокруг роста колоний). На испытуемой среде учет 
результатов был возможен через (18±2) ч, в то время как 
на среде сравнения не ранее, чем 36-48 ч. На наш взгляд, 
преимущество предлагаемой нами среды для опреде-
ления лецитиназной активности перед аналогичной от-
ечественной средой объясняется тем, что используемое 
нами сырье – сухой питательный бульон из каспийской 
кильки превосходит по ростовым свойствам рыбную 
муку, применяемую при изготовлении среды ГРМ-1 (см. 
рисунок, табл. 2).

Свойства разработанной среды изучены на штаммах 
L. monocytogenes, предоставленных из коллекции лабо-

ратории легионеллёза НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи. Сре-
да обеспечивала чёткую регистрацию проявления ле-
цитиназной активности свежевыделенными штаммами  
L. monocytogenes через 18±2 ч культивирования, тогда 

Т а б л и ц а  1 
Определение подвижности свежевыделенных штаммов L. monocytogenes на экспериментальной среде и среде сравнения

Клинические 
штаммы 

L. monocytogenes
Визуальная характери-

стика роста

Экспериментальная среда 
(18±2) ч

Контрольная среда (HiMedia Motility medium)

(18±2) ч (36±2) ч
Tемпература инкубации Tемпература инкубации Tемпература инкубации
(23±1)0С (37±1)0С (23±1)0С (37±1)0С (23±1)0С (37±1)0С

401Л Pост по ходу укола  
в виде зонтика

++ - ± - ++ -

402Л -//- ++ - ± - ++ -
403Л -//- ++ - ± - ++ -
404Л -//- ++ - ± - ++ -
405Л -//- ++ - ± - ++ -
2Э -//- ++ - ± - ++ -
5Э -//- ++ - ± - ++ -
1109 -//- ++ - ± - ++ -
1113 -//- ++ - ± - ++ -
121У -//- ++ - ± - ++ -
1183 -//- ++ - ± - ++ -
322Л -//- ++ - ± - ++ -
323Л -//- ++ - ± - ++ -
324Л -//- ++ - ± - ++ -
325Л -//- ++ - ± - ++ -
326Л -//- ++ - ± - ++ -
327Л -//- ++ - ± - ++ -
328Л -//- ++ - ± - ++ -
329Л -//- ++ - ± - ++ -
330Л -//- ++ - ± - ++ -
331Л -//- ++ - ± - ++ -
332Л -//- ++ - ± - ++ -
333Л -//- ++ - ± - ++ -

П р и м е ч а н и е .  (++) – наличие четко выраженного роста по уколу в виде зонтика; (-) – отсутствие роста;  (±) – рост по уколу сомнительный.

Лецитиназная активность тест-штамма L. monocytogenes 4в в 
процессе культивирования на разработанной и контрольной 
средах с различным содержанием активированного угля: 0%, 
0,4%, 0,5%, 0,6%.

7

6

5

4

3

2

0%

0,4%

Зоны проявления
активности, мм

Экспериментальная среда
18-20 ч

Среда сравнения
36-48 ч

0,5%
0,6%

0,4%

0,5%

0%
0
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как на среде сравнения проявление лецитиназной актив-
ности отмечали через 36-48 ч инкубации (табл. 2). 

Таким образом, разработаны отечественные коммер-
ческие сухие питательные среды для определения под-
вижности и лецитиназной активности культур Listeria 
spp. Качество сред достигнуто за счёт введения в состав 
сбалансированного количества ингредиентов, что обе-
спечивает чёткую идентификацию и дифференциацию 
Listeria spp.  от других бактерий, сходных по морфоло-
гическим и биохимическим свойствам. Важнейшим эле-
ментом современных схем выделения листерий является 
применение дифференциально-диагностических пита-
тельных сред. Их использование значительно повышает 
эффективность выделения листерий из клинического 
материала и продуктов питания по сравнению с ранее 
применявшимися средами лабораторного изготовления.
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L. monocytogenes 10527 +++ - ++ -

L. monocytogenes 616 +++ - ++ -
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