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Аннотация. Разработаны и исследованы высокочувствительные биоаналитические системы для обнару-
жения патогенных бактерий Listeria monocytogenes, контаминирующих продукты питания и вызываю-
щих опасные заболевания пищевого происхождения. Эти системы сочетают изотермическую рекомби-
назную полимеразную амплификацию (РПА) с мембранной хроматографией (ИХА) на тест-полосках 
или иммуноферментным анализом (ИФА) в микропланшетах. Предел обнаружения составил 1 фг/мкл 
геномной ДНК L.  monocytogenes. Показано, что эффективность выделения ДНК оказывала влияние 
на предел обнаружения бактерии в тест-системах. Установлено, что выбранный фрагмент гена bsh для 
амплификации ДНК, ранее не применявшийся в РПА, специфичен для всех патогенных листерий. 
Кроме того, отсутствовали перекрестные реакции с другими пищевыми патогенами. В тест-систе-
мах достигнуты минимальные показатели продолжительности анализа. Подтверждена применимость 
тест-систем для выявления листерий в пищевых продуктах на примере проб молока. РПА-ИХА и 
РПА-ИФА позволили успешно обнаружить клетки L. monocytogenes в концентрации всего 8 КОЕ/мл. 
Предел обнаружения можно уменьшить до 2 клеток бактерии в 25 г исследуемой пробы продукта после 
проведения обогащения в течение 5 ч. Благодаря быстроте и чувствительности предлагаемые тест-си-
стемы являются перспективным инструментом для контроля возможного присутствия L. monocytogenes 
в пищевых продуктах.1
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пищевая биобезопасность 
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Abstract. Highly sensitive bioanalytical systems have been developed and assessed for the detection of the 
pathogenic bacteria Listeria monocytogenes, which contaminates food products and causes dangerous foodborne 
illnesses. These systems integrate recombinase polymerase amplification (RPA) with lateral flow assay (LFA) on 
test strips or enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in microplates. The detection limit was 1 fg/µl of 
L. monocytogenes genomic DNA. The efficiency of DNA extraction was shown to influence the detection limit 
of the bacteria in the test systems. The bsh gene fragment that was chosen for DNA amplification had not been 
used for RPA before, and it was found to be specific for all pathogenic L. monocytogenes. Additionally, no cross-
reactions with other foodborne pathogens were observed. Minimum assay time was achieved with the use of the 
test systems. The effectiveness of the test systems for identifying L. monocytogenes in food was validated by using 
milk samples. The RPA-LFA and RPA-ELISA successfully detected L. monocytogenes cells at concentrations as 
low as 8 CFU/ml. The detection limit can be reduced to 2 bacterial cells per 25 g of sample after enrichment for 
5 h. The proposed test systems are a promising tool for monitoring the potential presence of L. monocytogenes in 
food products, as they are both sensitive and rapid.

Keywords: Listeria monocytogenes, recombinase polymerase amplification (RPA), lateral flow assay (LFA), 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), molecular diagnostics, foodborne pathogens, food biosafety
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ВВЕДЕНИЕ
Listeria monocytogenes — грамположительная, па-

лочковидная, факультативно анаэробная бактерия 
[29] и один из опасных пищевых патогенов [19, 37]. 
Эта бактерия является возбудителем листериоза — 
редкого, но опасного инвазивного инфекционного 
заболевания с высокой вероятностью (до 20–30 %)  
летального исхода [19, 23, 29, 35, 40]. L. monocyto-
genes распространена в природе повсеместно и 
демонстрирует высокую устойчивость к различ-
ным условиям окружающей среды [19, 29, 37]. Эта 
бактерия способна выживать и размножаться в ши-
роком диапазоне значений температур (0,5–45 °C) 
и pH среды (4,3–9,8). Более того, L. monocytogenes 
способна прикрепляться к различным поверхно-
стям, контактирующим с пищевыми продуктами, 
например, нержавеющей стали и полистиролу, и 
в виде биопленок сохранять жизнеспособность в 
течение нескольких месяцев или даже лет, выдер-
живать высокие концентрации соли, дезинфици-
рующих средств и антимикробных препаратов [25, 
29, 35, 37]. Благодаря таким характеристикам этот 
патоген способен сохранять свою жизнеспособ-
ность в цепочке поставок продуктов питания, даже 
при условии их надлежащего охлаждения, что пре-
вращает эту бактерию в серьезную угрозу пищевой 
безопасности. Эти бактерии способны загрязнять 
разнообразные продукты питания, в особенно-
сти непастеризованное молоко и производимые 
из него молочные изделия, мягкие сыры, мясо 
и готовую к употреблению мясную продукцию,  
а также копченые и сырые морепродукты. Требо-
вания безопасности пищевых продуктов, приня-
тые в большинстве стран, не допускают наличия  
L. monocytogenes [19, 23, 37]. Регламенты определяют 
отсутствие этого патогена в 25 г готовых к употре-
блению пищевых продуктов (https://eec.eaeunion.
org/upload/medialibrary/6ad/TR-TS-PishevayaProd.
pdf; https://eur-lex.europa.eu/eli/reg/2007/1441/
oj/eng; https://eur-lex.europa.eu/oj/daily-view/L-
series/default.html?&ojDate=21112024; https://www.
codeofchina.com/standard/GB29921-2021.html). Со-
здание надежных, эффективных и быстрых методов 
тестирования с возможностью проведения анализа 
в местах отбора проб имеет большое значение для 
обеспечения биобезопасности пищевых продук-

тов и предотвращения попадания в торговые сети 
и употребления в пищу продуктов, зараженных 
L. monocytogenes.

В настоящее время существует несколько 
аналитических инструментов для обнаружения  
L. monocytogenes, включая традиционные методы 
бактериального культивирования, иммунофер-
ментный анализ (ИФА) и иммунохроматогра-
фический анализ (ИХА), полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) [8, 15, 24, 28]. Последний из 
подходов является одним из самых распростра-
ненных и включает в себя традиционную ПЦР, 
мультиплексную ПЦР, анализ плавления с высо-
ким разрешением, ПЦР в реальном времени [26, 
31]. Тем не менее, для осуществления анализа 
и оценки реакции необходимы лабораторные 
условия, специализированное оборудование и 
квалифицированный персонал, что сдерживает 
использование таких методов для быстрого выяв-
ления пищевых патогенов. Кроме того, имеются 
сообщения, что используемые в ПЦР ферменты 
могут ингибироваться компонентами матрикса 
исследуемых проб (протеиназами, растительными 
полисахаридами, ионами кальция в молочных 
продуктах) [2, 27]. 

Методы изотермической амплификации 
разработаны как альтернатива традиционным 
подходам молекулярной диагностики в ответ на 
растущий спрос на быстрые тесты и необходимость 
соответствия принципу РОС (point-of-care), то есть 
возможности проведения анализа в полевых усло-
виях. Самыми известными и распространенными 
из них являются рекомбиназная полимеразная 
амплификация (РПА), петлевая изотермическая 
амплификация (LAMP) и хеликазозависимая ам-
плификация (HDA) [7, 14, 21]. Во всех случаях изо-
термические системы вместо термоциклических 
этапов используют комплекс ферментов, позволя-
ющих обходиться без стадии высокотемператур-
ного плавления ДНК. Постоянная температура во 
время реакции сводит к минимуму потребность в 
дорогостоящем лабораторном оборудовании. 

Для разработки биоаналитических систем в 
данном исследовании был выбран метод РПА. Он 
демонстрирует высокие показатели эффективно-
сти, чувствительности и специфичности [10, 21]. 
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В сравнении с другими изотермическими методи-
ками в PПA отсутствует необходимость проведе-
ния начальной денатурации или использования 
нескольких праймеров, амплификация фрагмента 
ДНК достигается за более короткие промежутки 
времени (5–20 мин) и при более низких темпера-
турах (37–42 °C) [10, 14, 21]. Эти характеристики 
можно рассматривать как преимущества, которые 
обуславливают разработку и внедрение практиче-
ских тест-систем, основанных на РПА.

Методы оценки продуктов РПА включают флу-
оресцентный анализ в режиме реального времени, 
электрофорез в агарозном геле, электрохимиче-
ские методы, хемилюминесценцию и иммуно-
ферментный анализ [9, 10, 30, 34]. Однако такие 
методики регистрации продуктов РПА все равно 
требуют специализированного оборудования. 
Другим подходом к детекции продуктов РПА явля-
ется использование иммунохроматографических 
тест-полосок. Традиционная система ИХА включа-
ет тест-полоску, состоящую из нитроцеллюлозной 
мембраны с иммобилизованными специфически-
ми реагентами в ее аналитической и контрольной 
зонах, и содержит меченное наночастицами золота 
антитело в подвижной жидкой фазе [18, 38]. Целе-
вой аналит в анализируемом образце связывается с 
меченым антителом и под действием капиллярных 
сил перемещается вдоль тест-полоски. В аналити-
ческой зоне комплекс фиксируется, что сопрово-
ждается появлением окрашивания и обеспечивает 
визуальное выявление целевого соединения.

Комбинированные тест-системы, сочетающие 
изотермический метод амплификации и иммуно-
детекцию, описаны в литературе для обнаружения 
бактерий, вирусов, грибов и генов устойчивости к 
антибиотикам [16, 17, 32]. Такой анализ не нужда-
ется в сложном лабораторном оборудовании, ре-
зультат реакции можно наблюдать невооруженным 
глазом. Этот метод обладает потенциалом для вы-
сокочувствительного молекулярного тестирования 
непосредственно на месте отбора проб и заслужи-
вает практического внедрения. 

Цель нашего исследования — разработка и 
исследование методики обнаружения ДНК па-
тогенных бактерий L. monocytogenes в форматах, 
отвечающих требованиям практического примене-
ния: рекомбиназная полимеразная амплификация 
в сочетании с мембранной хроматографией на 
тест-полосках или иммуноферментным анализом 
в микропланшетах. 

МЕТОДИКА
Реагенты и материалы

В экспериментальной работе использовали 
трис, HAuCl4, К2СО3, бычий сывороточный 
альбумин (BSA), стрептавидин из бактерий 
Streptomyces avidinii, конъюгат стрептавидина с 

пероксидазой, глицерин, 30%-ный водный рас-
твор H2O2, 3,3ʹ,5,5ʹ-тетраметилбензидин (ТМБ), 
тритон Х-100, проклин 300 (Sigma-Aldrich, США); 
моноклональное антитело (мАт) к флуоресцеину 
клона 2A3cc («Хайтест», Россия), кислоту лимон-
ную моногидрат, хлорид магния, хлорид натрия, 
твин-20 (Merck, Германия); диметилсульфоксид 
(Applichem, Германия); NaHCO3, Na2HPO4·12H2O, 
NaH2PO4·2H2O, сахарозу (Riedel-de-Haën, Герма-
ния). Антитела козы против иммуноглобулинов 
мыши были получены на УП «Хозрасчетное опыт-
ное производство Института биоорганической 
химии НАН Беларуси». 

Для приготовления растворов использовали де-
ионизированную воду с удельным электрическим 
сопротивлением 17–18  МОм  ·  см, полученную в 
модульной системе очистки воды Arium® pro VF 
фирмы Sartorius (Германия).

Штаммы бактерий и выделение ДНК

В работе использовали ДНК 4 штаммов 
листерий, принадлежащих к трем серотипам: 
L.  monocytogenes АТСС 19111 (серотип 1/2a), 
L.  monocytogenes ATCC 7644 (серотип 1/2c), 
L. monocytogenes АТСС 975 (серотип 4b) и сертифи-
цированный референсный образец IRMM-447 –  
геномная ДНК L  .monocytogenes NCTC 11944 
(серотип 4b). Штаммы L.  monocytogenes предо-
ставлены лабораторией клинической и экспе-
риментальной микробиологии Научно-исследо-
вательского института гигиены, токсикологии, 
эпидемиологии, вирусологии и микробиологии 
государственного учреждения «Республиканский 
центр гигиены, эпидемиологии и общественного 
здоровья» (Беларусь). ДНК патогенов выделяли 
с помощью набора «РИБО-преп» («AmpliSens», 
РФ) и «Нуклеосорб  А» (ОДО «Праймтех», Бела-
русь). Референсный образец ДНК IRMM-447, 
изготовленный Научным центром ЕС «Институт 
референсных материалов и измерений», был при-
обретен у Sigma-Aldrich (США). 

Для подтверждения специфичности тест-си-
стем также использовали ДНК Escherichia coli 
БИМ В-944 Г, Staphylococcus aureus БИМ В-1528 Г 
(Белорусская коллекция непатогенных микроор-
ганизмов) и Salmonella enterica SL7207 (коллекция 
лаборатории «Центр аналитических и генно-инже-
нерных исследований» Института микробиологии 
НАН Беларуси). Выделение ДНК проводили с по-
мощью набора Bacteria DNA Preparation — Solution 
Kit (Jena Bioscience, Германия).

Дизайн праймеров для РПА L. monocytogenes

Поиск мишеней для конструирования прайме-
ров проводили путем множественного выравнива-
ния нуклеотидных последовательностей различных 
серотипов L. monocytogenes на основе информации, 
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представленной в базе данных GenBank Нацио-
нального центра биотехнологической информации 
США (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Для 
оценки специфичности праймеров и их проверки 
in silico использовали онлайн-инструмент Primer-
BLAST. Для сравнения результатов in silico проверки 
использовались только матричные нуклеотидные 
последовательности бактерии L.  monocytogenes с 

уровнем сборки «хромосома» или «полный геном». 
Допускалось наличие только одного несовпадения 
последовательности праймера с матрицей. Мише-
нью для амплификации был выбран ген bsh. Для 
работы были синтезировали два праймера (ОДО 
«Праймтех», Беларусь). Разработанные праймеры 
(табл. 1) содержали метки биотина (Bt) и флуорес-
цеина (FAM).

Таблица 1. Характеристика праймеров к ДНК бактерий L. monocytogenes для РПА

Table 1. Characteristics of primers to L. monocytogenes bacterial DNA for RPA 

Наименование Последовательность (5′→3′) Метка,  
5′-конец

Длина  
праймера, н.

ГЦ-содержа-
ние, %

Длина ампли-
кона

LM-bsh33-F tccatctttcacacattccactacaatagattc Bt 33 36
177 п.н.

LM-bsh32-R tttgaatttattccgtggattcttggtcaatg FAM 32 34

Проведение рекомбиназной  
полимеразной амплификации

Для проведения амплификации применяли 
реагенты набора TwistAmp Liquid Basic (TwistDx, 
Великобритания), дНТФ («АртБиотех», Беларусь) 
и разработанные в настоящей работе праймеры 
к гену bsh. Концентрация Bt- и FAM-меченых 
праймеров в реакционной смеси была снижена до 
0,1 мкМ по сравнению со стандартным протоко-
лом для набора. Количество вносимой в реакцию 
матричной ДНК, выделенной из бактериальных 
культур, составило 0,4 нг/мкл. При этом вносили 
1 мкл матрицы на 50 мкл реакционной смеси. При 
использовании ДНК, полученной из проб молока, 
вносили 2 мкл раствора на 50 мкл реакционной 
смеси. После кратковременного перемешивания 
реакционную смесь инкубировали при 40 °C в 
течение 15 мин. Для увеличения выхода целевого 
продукта в РПА после 4 мин инкубации проводили 
перемешивание переворачиванием реакционной 
смеси.

Концентрацию ампликонов устанавливали 
флуориметрически на приборе QFX Fluorometer 
(DeNovix, США). В качестве красителя исполь-
зовали 0,5×ZUBR Green-1 (ОДО «Праймтех», 
Беларусь). Очистку продуктов РПА выполняли с 
помощью набора Monarch PCR & DNA Cleanup Kit 
(New England Biolabs, США) в соответствии с реко-
мендациями производителя. Продукты РПА ана-
лизировали электрофоретически в 0,8%-ном ага-
розном геле с бромистым этидием (0,5 мкг/мл) при 
напряженности электрического поля 8–10 В/см.  
В качестве стандарта молекулярной массы ДНК 
использовали GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder 
(Thermo Fisher Scientific, США). Визуализацию 
результатов осуществляли с помощью прибора для 
цифровой фотодокументации Bio-Rad ChemiDoc 

MP System (Bio-Rad, США), полученные изобра-
жения обрабатывали с использованием программы 
Bio-Rad Image Lab 5.0.

После проведения реакции 1 мкл раствора 
смеси РПА вносили в 99 мкл 0,01 M трис-HCl,  
рН 7,5, 0,15 M NaCl (образцы для ИХА и ИФА). 
Чтобы избежать загрязнения при открывании про-
бирки с реакционной смесью, всегда тщательно 
следили, чтобы вся реакционная жидкость находи-
лась на дне пробирки. Кроме того, анализ никогда 
не выполнялся в помещении, где проводился элек-
трофорез.

Изготовление тест-полосок и функционализация 
наночастиц золота

Для изготовления тест-полосок использовали 
пластиковую подложку с нитроцеллюлозной 
мембраной CNPF-10, мембрану для образца GFB-
R7L и верхнюю впитывающую мембрану AP045 
(Advanced Microdevices, Индия). Нанесение реа-
гентов на мембрану проводили с помощью автома-
тического диспенсера IsoFlow (ImageneTechnology, 
США). Для формирования аналитической зоны 
в ИХА адсорбировали стрептавидин из раствора 
с концентрацией 0,5 мг/мл в 0,05 М натрий-фос-
фатный буфер, рН 7,4, 0,15 М NaCl, в контрольной 
зоне иммобилизовали иммуноглобулины козы 
против иммуноглобулинов мыши (0,2 мг/мл). Все 
растворы наносили по 1,2 мкл на 1 см ширины 
рабочей мембраны. Далее мембраны сушили при 
температуре 22–25  °C не менее 20 ч. Собирали 
мультимембранные композиты, из которых наре-
зали полоски шириной 3,5 мм при помощи авто-
матического гильотинного нарезчика IndexCutter 1  
(Point A Technologies, США). Тест-полоски хра-
нили в герметично запаянных пакетах из ламини-
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рованной алюминиевой фольги с силикагелем в 
качестве осушителя.

Наночастицы золота синтезировали цитратным 
восстановлением золотохлористоводородной кис-
лоты [12]. Для этого к 97,5 мл деионизированной 
воды добавляли 1 мл 1%-ного HAuCl4, доводили до 
кипения и при перемешивании добавляли 1,5 мл 
1%-ного цитрата натрия. Смесь выдерживали при 
100 °С в течение 25 мин, охлаждали и хранили при 
4–6 °С. 

Функционализацию наночастиц золота про-
водили путем иммобилизации на них монокло-
нального антитела к флуоресцеину. Оптимальные 
концентрации этих реагентов для иммобилизации 
устанавливали фотометрически по кривой флоку-
ляции и имеющимся рекомендациям [5, 33]. Перед 
адсорбцией на наночастицы золота препарат ан-
тител диализовали против 1000-кратного объема 
0,01 М трис-HCl, рН 8,5, в течение 2 ч при 4 °C.  
К раствору наночастиц (D520=1,0 о.е.) добавляли  
0,1 М К2СО3 до достижения рН 8,5 и вносили 
антитела в выбранной концентрации. Смеси ин-
кубировали при перемешивании в течение 1 ч при  
25 °С. Далее вносили раствор BSA до концентрации  
0,25 % и инкубировали 45 мин при 25 °С. Нано-
частицы золота с иммобилизованными на них 
мАт осаждали центрифугированием при 8  000 g в 
течение 30 мин при 4 °C. После удаления суперна-
танта осадок ресуспендировали в 0,1 М Трис-HCl,  
pH 8.5, содержащем 1 %-ный BSA, 0,05 %-ный твин 
20,1 %-ную сахарозу, 0,05 %-ный NaN3, и хранили 
при 4–6 °С.

Проведение ИХА и регистрация его результатов

При проведении анализа в лунки инертного 
пластмассового микропланшета (Nerbe Plus, 
Германия) вносили меченные наночастицами 
золота моноклональные антитела к флуоресцеину 
и добавляли ампликоны ДНК в возрастающих кон-
центрациях в диапазоне 0,0075–4,0 нМ. Реагенты 
выдерживали в течение 3 мин при комнатной тем-
пературе. Готовые тест-полоски в вертикальном 
положении помещали в лунки. Хроматографию 
проводили в течение 7 мин. Результат контролиро-
вали визуально по окрашиванию в аналитической 
и контрольной зонах тест-полоски и инструмен-
тально по цифровому изображению тест-полоски 
на сканере Epson Perfection V550 (Seiko Epson 
Corporation, Япония). Для количественной оцен-
ки взаимодействия рассчитывали интегральную 
интенсивность окрашивания аналитической и 
контрольной зон с использованием программы 
GelAnalyzer. 

Строили калибровочные графики зависимости 
связывания (В), выражающегося интенсивностью 
окрашивания в аналитической зоне тест-полоски, 
от концентрации ампликона ДНК в калибровоч-
ных пробах в следующих координатах: B (интен-

сивность окрашивания) в относительных единицах 
(ось ординат, линейная) и концентрация в нМ (ось 
абсцисс, логарифмическая). Эти эксперименты 
проводили не менее чем в трех повторностях. 
Предел обнаружения в инструментальном ИХА 
определяли как (B0+3·SD). Предел визуального 
обнаружения устанавливали как концентрацию 
при самом слабом окрашенном сигнале в аналити-
ческой зоне.

Методика проведения иммуноферментного  
анализа ампликонов ДНК L. monocytogenes

В качестве твердофазных носителей использо-
вали разборные полистирольные 96-луночные ми-
кропланшеты от фирмы «Хема-медика» (Россия). В 
лунках микропланшета иммобилизовали мАт к флу-
оресцеину клона 2A3cc путем внесения по 100 мкл  
раствора с концентрацией 0,1 мкг/мл в лунки с 
предварительно адсорбированными иммуногло-
булинами козы против иммуноглобулинов мыши  
(5 мкг/мл в 0,1 М NaHCO3, рН 8,3). Калибровочные 
растворы готовили на основе полученных ампли-
конов в диапазоне концентраций 0,5–100,0 пМ. 
При проведении анализа вносили в лунки по 50 мкл 
растворов исследуемых ампликонов и по 50 мкл 
раствора конъюгата стрептавидина с пероксидазой 
в титре 1:5 000. Инкубацию проводили 1 ч при тем-
пературе 25 °С. Непрореагировавшие компоненты 
удаляли, промывали планшет с использованием 
промывочного раствора (0,01 M трис-HCl, рН 7,5, 
0,15 M NaCl, 0,05 %-ный твин 20). Далее в лунки 
вносили по 100 мкл хромоген-субстратной смеси, 
содержащей ТМБ и перекись водорода (0,1 М на-
трий-цитратный буфер, pH 4,2, 3 мМ H2O2 и 1 мМ 
TMБ). Планшет инкубировали в течение 15 мин 
при 25 0С. Ферментативную реакцию останавлива-
ли добавлением в лунки по 100 мкл 5%-ной H2SO4. 
Измерение оптической плотности при длине 
волны 450 нм (D450) в лунках планшета проводили 
с помощью автоматического микропланшетного 
фотометра SPECTROstar Nano (BMG Labtech, 
Германия). Строили график зависимости D450 (ось 
ординат, линейная) от концентрации ампликона 
ДНК в нМ (ось абсцисс, логарифмическая), ис-
пользуя аппроксимацию y=a∙lg(x)+b. 

Предел обнаружения в ИФА-системе рассчи-
тывали из калибровочного графика как абсциссу 
точки (В0+3·SD). Эксперименты проводили не 
менее чем в трех повторах. Данные обрабатывали с 
помощью программы Microsoft Excel. На графиках 
и в таблицах планки погрешностей обозначают как 
среднеквадратичное отклонение (SD).

Оценка специфичности в РПА-ИХА и РПА-ИФА

Для установления специфичности анализа в 
комбинированных тест-системах проводили РПА 
в выбранных условиях с использованием 4 пре-
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паратов ДНК L. monocytogenes и 3 ДНК бактерий, 
не относящихся к L. monocytogenes. Детектировали 
продукты амплификации в ИХА и ИФА. 

Оценка предела обнаружения ДНК L. monocytogenes  
в РПА-ИХА и РПА-ИФА

Для установления предела обнаружения го-
товили серию разведений референсного образца 
геномной ДНК листерий NCTC 11944 и проводили 
РПА с содержанием матрицы в диапазоне 0,2 фг —  
100,0  пг (0,2  фг, 0,5  фг, 1  фг, 2 фг, 5  фг, 10  фг, 
100  фг, 1  пг, 10  пг, 100  пг) в 1 мкл добавленной в 
реакционную смесь пробы ДНК. После РПА про-
дукты амплификации разводили в 200 и 400 раз и 
исследовали в ИХА и ИФА. Предел обнаружения 
устанавливали как минимальную концентрацию 
ДНК, выявляемую в тест-системах.

Оценка предела обнаружения бактериальных клеток  
L. monocytogenes в пробах молока

Пищевые продукты (молоко цельное с жир-
ностью 3,2 % и молоко сухое обезжиренное) для 
анализа были приобретены в торговой сети. Пре-
делы обнаружения клеток L. monocytogenes в пробах 
молока оценивали после его искусственного за-
грязнения путем внесения исследуемых бактерий. 

Клетки L. monocytogenes АТСС 19111 (серотип 
1/2a) культивировали на триптиказо-соевом агаре 
в термостате при 37 °С в течение 24 ч. Количество 
клеток в культуре устанавливали чашечным мето-
дом и контролировали с помощью денситометра 
DEN-1 (BioSan, Латвия) при длине волны 550 нм. 
Готовили суспензию бактерий плотностью 0,5 по 
стандарту мутности МакФарланда, что соответ-
ствует концентрации L.  monocytogenes 1,5·108 КОЕ 
(колониеобразующая единица)/мл. Затем клетки 
разводили бульоном Фрайзера (селективная среда 
для обогащения листерий) и вносили в стерили-
зованное молоко. Количество бактерии в пробах 
25 мл молока составило 2·100, 2·101, 2·102, 2·103, 
2·104, 2·105, 2·106 КОЕ. Далее клетки выдерживали 
в молоке 10 мин с перемешиванием при 37 °С и 
добавляли в каждую пробу по 225 мл бульона LB 
(https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/
bam-chapter-10-detection-listeria-monocytogenes-
foods-and-environmental-samples-and-enumeration), 
предварительно нагретого до 37 °С. Инкубировали 
полученные смеси при 37 °С в течение 0, 3, 5, 7 и  
24 ч. В каждый указанный момент времени отбирали 
из исследуемых проб аликвоту объемом 1 мл. Выде-
ляли ДНК из всех отобранных проб двумя способа-
ми. Применяли температурную обработку (кипя-
чение) и сорбентный метод. Для выделения ДНК 
методом кипячения отобранные пробы дважды от-
мывали с помощью стерильной деионозированной 

воды. Для этого проводили центрифугирование 
при 10 000 g в течение 2 мин, к осадку добавляли 
стерильную воду и еще раз повторяли процедуру 
отделения. Затем ресуспендировали осадок в  
100 мкл деионизированной воды. Пробы выдержи-
вали при 100 °С в течение 20 мин, центрифугировали 
1 мин при 10 000 g. Супернатант использовали для 
постановки РПА. Сорбентное выделение прово-
дили с использованием набора «АртНК Экстракт» 
(«АртБиоТех», Беларусь) согласно инструкции 
производителя. Препараты ДНК использовали для 
постановки РПА. Далее реакционную смесь разво-
дили в 300 раз и исследовали в ИХА и ИФА. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Принцип работы разработанных тест-систем
Разработана чувствительная и специфичная 

тест-система, сочетающая изотермическую реак-
цию РПА и мембранную хроматографию, для об-
наружения патогенных бактерий L. monocytogenes 
в молоке. Эта система объединяет в себе преиму-
щества молекулярно-генетического тестирования 
и иммунохимической детекции. Она соответствует 
принципу POC и может применяться на местах от-
бора проб. Последовательные процедуры тестиро-
вания схематично представлены на рис. 1. Принцип 
действия комбинированной тест-системы заклю-
чается в следующем. После экстракции и добавле-
ния ДНК в реакционную смесь запускается РПА. 
Меченые праймеры связываются с рекомбиназой 
и сканируют ДНК в поисках комплементарных 
участков, рекомбиназный комплекс инициирует 
расплетание цепи ДНК, SSB-белки стабилизиру-
ют вытесненную цепь ДНК, ДНК-полимераза с 
цепь-вытесняющей активностью начинает синтез. 
В результате циклического повторения данного 
процесса образуются двухцепочечные копии фраг-
мента гена с лигандной и антигенной метками на 
противоположных концах, благодаря которым 
становится возможной их биоспецифическая де-
текция. Анализ меченых ампликонов проводился 
в ИХА, где белки, способные связывать метки, 
иммобилизованы на твердой фазе тест-полоски 
и на наночастицах золота. В результате взаимо-
действия образуется тройной комплекс, который 
иммобилизован в аналитической зоне тест-поло-
ски. Результат анализа можно оценивать визуально 
по окрашиванию. Комбинированная система 
позволяет получать результат всего за 22 мин, так 
как амплификация занимает 15 мин, а детекция —  
7 мин. Методика не требует дорогостоящего обору-
дования и может применяться в лабораториях, не 
располагающих термоциклером для ПЦР с детек-
цией в реальном времени.
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Listeria monocytogenes
в пищевых продуктах

I Формирование комплексов
праймеров с рекомбиназой

II Присоединение праймеров
к цепи ДНК

III Элонгация за счет 
полимеразы

IV Образование ампликонов
ДНК с метками

Контрольная линия

Аналитическая линия

Антитело к FAM 
на наночастицах

золота

Au

Меченый ампликон
ДНК

Стрептавидин
на твердой фазе

(1) Рекомбиназная полимеразная амплификация
40 °С 15 мин

(2) Мембранная хроматография
продуктов РПА

25 °С 7 мин
(3) Результат

FAM

FAM
Bt

Bt

Реакционная смесь РПАЭкстракция ДНК

Прямой праймер

Рекомбиназа

ДНК полимераза

SSB–белки
Нуклеотиды

Обратный праймер

Рис. 1. Схема анализа в комбинированной тест-системе РПА-ИХА
Fig. 1. The assay scheme of the combined test system RPA-LFA
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РАЗРАБОТКА ПРАЙМЕРОВ
Важным условием проведения амплификации 

ДНК тестируемого аналита является разработка 
праймеров, обеспечивающих специфическую и 
эффективную наработку выбранного фрагмента 
ДНК. На данный момент описанные праймеры для 
выявления ДНК L. monocytogenes охватывают лишь 
ограниченное число серотипов этой патогенной 
бактерии [1, 11, 13, 36, 39]. При этом большинство 
регулирующих органов по безопасности пищевых 
продуктов во всем мире считают все штаммы 
L.  monocytogenes одинаково патогенными [22]. 
Таким образом, актуальной является разработка 
новых вариантов олигонуклеотидов, универсаль-

ных в отношении патогенных вариантов листерий 
и пригодных для проведения РПА. 

В настоящей работе в качестве мишени для ам-
плификации ДНК листерий был выбран фрагмент 
гена bsh (рис. 2). Этот ген кодирует гидролазу желч-
ных кислот, которая позволяет листериям выжи-
вать в желудочно-кишечном тракте и характерна 
только для патогенных видов листерий. Продукт 
гена bsh — фермент BSH — играет важную роль 
в патогенности L.  monocytogenes, поскольку соли 
желчных кислот в желудочно-кишечном тракте 
могут подавлять рост бактерий, а гидролиз данных 
солей обеспечивает листериям преимущество в 
выживании и развитии инфекции. 

Listeria monocytogenes EGD-e (NC_003210)

Рис. 2. Последовательность гена bsh и соответствующие последовательности РПА-праймеров
Fig. 2. The bsh gene sequence and the corresponding RPA primer sequences

Фрагмент гена bsh является перспективной 
мишенью для амплификации ДНК патогенных 
вариантов L. monocytogenes и ранее не применялся 
для РПА. В сравнении с описанными в литерату-
ре праймерами к генам plcA или hlyA [1, 11, 13, 36, 
39], амплификация фрагмента гена bsh позволяет 
выявить больший спектр вирулентных вариантов 
L. monocytogenes, что было подтверждено в данной 
работе in silico при проверке со всеми известными 
на данный момент последовательностями живых 
организмов. Так, количество потенциальных ми-
шеней среди известных геномов L.  monocytogenes 
при использовании разработанных праймеров 
составило 675. Для представленных в публикациях 

праймеров к генам plcA или hlyA это число состав-
ляло 15 [11], 236 [39], 295 [13], 563 [36] или 661 [1].

Разработаны и исследованы нуклеотидные по-
следовательности двух праймеров для синтеза ме-
ченых фрагментов ДНК бактерий L. monocytogenes. 
Применение этих праймеров приводило к об-
разованию продукта амплификации размером 
177 п.н., несущего биотиновую и флуоресцеиновую 
метки на 5′‑концах двухцепочечной ДНК. Элек-
трофореграмма ампликонов фрагмента гена bsh, 
полученных после РПА c использованием ДНК 
L. monocytogenes различных серотипов (1/2a, 1/2c и 
4b), приведена на рис. 3.
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Рис. 3. Электрофореграмма ампликонов фрагмента 
гена bsh бактерий L.  monocytogenes различных серо-
типов: 1 — маркер молекулярного веса GeneRuler 
100 bp Plus DNA Ladder, 2 — L. monocytogenes серотип 
1/2a (АТСС 19115), 3 — L. monocytogenes серотип 1/2c 
(ATCC 7644), 4 — L. monocytogenes серотип 4b (АТСС 
975), 5 — референсный образец ДНК IRMM-447
Fig. 3. Electropherogram of the bsh gene fragment ampli-
cons from L. monocytogenes different serotypes: 1 — mo-
lecular weight marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Lad-
der, 2 — L. monocytogenes serotype 1/2a (ATCC 19115), 
3 — L. monocytogenes serotype 1/2c (ATCC 7644), 4 — L. 
monocytogenes serotype 4b (ATCC 975), 5 — certified ref-
erence material IRMM-447 (serotype 4b, NCTC 11994)

Рекомбиназная полимеразная амплификация

РПА проводили с использованием специфиче-
ских реагентов из набора Twist Dx, включающих 
рекомбиназу UvsX, полимеразу Bsu и SSB-белки 
Gp32 фага Т4, к которым добавляли разработанные 
праймеры и препараты ДНК L.  monocytogenes. В 
работе были оптимизированы температурно-вре-
менные и объемно-концентрационные условия 
реакции РПА. В сравнительных экспериментах 
изучено влияние температуры (37–42 0С), времени 
инкубации (5–30 мин) и концентрации праймеров 
(0,1–0,4 мкМ) в реакционной смеси на количество 
целевого РПА-продукта. Найдено, что наиболь-
ший выход продукта амплификации наблюдался 
при концентрации праймеров 0,1 мкМ. Показано, 
что оптимальной температурой является 40  0С, 

время реакции сокращено до 15 мин (данные не 
приведены). Уменьшение времени проведения 
амплификации с 20–40 мин (рекомендованная 
продолжительность анализа в стандартном прото-
коле) до 15 мин приводило к снижению количества 
образуемого целевого фрагмента ДНК, однако его 
было достаточно для визуального обнаружения 
методом электрофоретического анализа и для 
детекции путем ИХА и ИФА. Таким образом, в 
работе при сохранении надлежащих параметров 
тест-систем была достигнута минимальная про-
должительность амплификации в сравнении с дру-
гими тестами РПА-ИХА для выявления бактерий 
L. monocytogenes, представленными в литературе, в 
которых анализ проводили при 37–40 °С в течение 
20–40 мин [1, 13, 36, 39].

Для установления характеристик разработан-
ных комбинированных тест-систем РПА-ИХА и 
РПА-ИФА использовали очищенные препараты 
ДНК различных серотипов листерий (1/2a, 1/2c 
и 4b) и ДНК бактерий, не принадлежащих к роду 
Listeria. Исследовали обнаружение ДНК в растворе 
и бактериальных клеток L. monocytogenes в искус-
ственно зараженных пробах для оценки специфич-
ности анализа и пределов детекции. 

Иммунохроматографический анализ

После проведения РПА осуществляли детекцию 
полученных продуктов амплификации на тест-по-
лоске. Для разработки ИХА-системы готовили 
меченные наночастицами золота моноклональ-
ные антитела к флуоресцеину, которые в анализе 
находились в жидкой фазе, и иммобилизовали в 
аналитической зоне тест-полоски бактериальный 
биотинсвязывающий белок стрептавидин. Были 
выполнены соответствующие эксперименты и 
оптимизированы концентрации этих реагентов 
в системе. При проведении ИХА в латеральном 
потоке происходит связывание синтезированных в 
РПА фрагментов ДНК, содержащих остатки био-
тина и флуоресцеина на 5ʹ-концах, с антителами к 
флуоресцеину и с твердофазным стрептавидином. 
Так образуется тройной комплекс, который оказы-
вается иммобилизованным в аналитической зоне 
тест-полоски. За счет наночастиц золота наблю-
далось окрашивание и обеспечивался визуальный 
контроль прохождения реакции. Интенсивность 
окраски зависит от концентрации ампликона 
ДНК. Калибровочный график и внешний вид 
тест-полосок после взаимодействия различных 
концентраций ампликонов, полученных на ма-
трице ДНК L. monocytogenes, представлен на рис. 4.  
Диапазон определяемых концентраций составил 
0,0075–4,0 нМ. Установлено, что визуальный пре-
дел обнаружения в ИХА равен 15 пМ, инструмен-
тальный предел детекции оказался равным 7,5 пМ. 
Представленная концентрационная зависимость 
связывания ампликонов была общей для всех те-
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стируемых препаратов ДНК L. monocytogenes. Таким 
образом, подтверждена способность системы вы-
являть ДНК различных серотипов L. monocytogenes 

(1/2a, 1/2c и 4b). Процедура ИХА занимала не бо-
лее 10 мин, что добавляет экспрессность к высокой 
чувствительности анализа.
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Рис. 4. График зависимости интенсивности окрашивания в аналитической зоне тест-полоски от концентрации ам-
пликона ДНК L. monocytogenes в ИХА-системе (а) и внешний вид тест-полосок после анализа (б): 1–11 — концен-
трация ампликона ДНК 0, 0,0075, 0,015, 0,03, 0,06, 0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0 и 4,0 нМ. I — аналитическая зона тест-по-
лоски, II — контрольная зона тест-полоски
Fig. 4. Graph of the dependence of the staining intensity in the analytical zone of the test strip on the concentration of the 
L. monocytogenes DNA amplicon in the LFA system (a) and the appearance of the test strips after assay (b): 1–11 — DNA 
amplicon concentration 0, 0.0075, 0.015, 0.03, 0.06, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 nM. I — analytical zone of the test strip, 
II — control zone of the test strip

Иммуноферментный анализ

В работе была исследована микропланшетная 
система для детекции ампликонов ДНК. Такой 
формат является высокопроизводительным и по-
зволяет одновременно исследовать до 96 или 384 
образцов. В ИФА на твердой фазе иммобилизова-
ли моноклональные антитела к флуоресцеину и в 
качестве детектирующего реагента использовали 
конъюгат стрептавидина с пероксидазой. При 
анализе происходило взаимодействие компонен-
тов и образование твердофазного сэндвич ком-
плекса, как и в случае ИХА. Концентрационная 
зависимость взаимодействия FAM/Bt-ампликонов 
фрагмента гена bsh бактерии L. monocytogenes с упо-
мянутыми связывающими белками представлена 
на рис. 5. Диапазон определяемых концентраций 
составил 0,5–100.0 пМ. Предел обнаружения ока-
зался равным 0,5 пМ. Проведение ИФА занимает 
до 75 мин.

Специфичность и чувствительность анализа  
в РПА-ИХА и РПА-ИФА

Важными характеристиками аналитических 
систем, дающих возможноcть их практического 
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Рис. 5. График концентрационной зависимости свя-
зывания меченого ампликона ДНК L. monocytogenes 
со стрептавидином и антителом к флуоресцеину в 
ИФА-системе
Fig. 5. The concentration dependence graph of the binding 
of labeled L. monocytogenes DNA amplicon with strepta-
vidin and an antibody to fluorescein in the ELISA system
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применения, являются специфичность и чувстви-
тельность. Специфичность разработанных комби-
нированных систем исследовали с использованием 
ДНК различных серотипов листерий и ДНК других 
бактерий, часто встречающихся в качестве кон-
таминирующих агентов в пищевых продуктах —  
Escherichia coli, Salmonella enterica и Staphylococcus 
aureus. 

В настоящее время вид L. monocytogenes включает 
14 серотипов [19, 20, 29, 37]. В работе использовали 
наиболее часто идентифицируемые и вызывающие 
до 95 % случаев заражения человека серотипы ли-
стерий [35]. Показано, что серотип 1/2a чаще всего 
выделяется из пищевых продуктов и на предприя-

тиях по их переработке, тогда как именно серотип 
4b ответственен за большинство вспышек и спора-
дических случаев листериоза [3, 4, 6, 23].

Результаты оценки специфичности в тест-систе-
мах РПА-ИХА и РПА-ИФА представлены на рис. 6.  
Показаны идентичность характеристик выявления 
ампликонов, полученных при использовании ДНК 
бактерий L. monocytogenes серотипов 1/2a, 1/2c, 4b, 
и отсутствие реактивности в отношении других 
исследованных бактериальных патогенов. Эти 
данные свидетельствуют о высокой специфично-
сти анализа, что является принципиальным для 
практических тест-систем.
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Рис. 6. Оценка специфичности взаимодействия в системах РПА-ИХА и РПА-ИФА при использовании ДНК раз-
личных серотипов L. monocytogenes и других бактерий (1–8): а — внешний вид тест-полосок после проведения ИХА; 
б — связывание FAM/Bt-ампликонов в концентрациях 0,03 нМ (I) и 0,01 нМ (II) в ИФА. 1 — 1/2a, ATCC 19111; 
2 — 1/2c, ATCC 7644; 3 — 4b, АТСС 975; 4 — 4b, NCTC 11944, сертифицированный референсный препарат ДНК 
IRMM-447; 5 — S. aureus; 6 — E. coli; 7 — S. enterica; 8 — отрицательный контроль
Fig. 6. Evaluation of the interaction specificity in the RPA-LFA and RPA-ELISA systems using L. monocytogenes DNA of 
different serotypes and other bacteria (1–8): a — appearance of the test strips after LFA; b — binding of FAM/Bt amplicons 
at concentrations of 0.03 nM (I) and 0.01 nM (II) in ELISA. 1 — 1/2a, ATCC 19111; 2 — 1/2c, ATCC 7644; 3 — 4b, ATCC 
975; 4 — 4b, NCTC 11944, certified reference material of DNA IRMM-447; 5 — S. aureus; 6 — E. coli; 7 — S. enterica;  
8 — negative control

Чувствительность анализа оценивали как 
предел обнаружения геномной ДНК в тест-си-
стемах РПА-ИХА и РПА-ИФА. Для этого 
добавляли возрастающие количества ДНК 
L. monocytogenes в диапазоне 0,2 фг — 100 пг, 
содержащиеся в 1 мкл исследуемой пробы, в 
реакционную смесь РПА и проводили анализ. 
Установлено, что предел детекции (или мини-
мальная определяемая концентрация) ДНК 
L.  monocytogenes в тест-системах РПА-ИХА  
и РПА-ИФА составляла 1 фг/мкл (рис. 7).  
Это значение соответствовало 0,3 геном-экви-
валентам, содержащимся в 50 мкл реакционной 
смеси. Полученные данные о чувствительности 
анализа превосходили значения, представ-
ленные в литературе для немногочисленных 
комбинированных систем РПА-ИХА: 100 фг 
геномной ДНК/ 50 мкл реакционной смеси [39], 

10 пг/ 50 мкл [13], 300–310 фг/мкл [11, 36] или  
1,1 пг/мкл [1]. Необходимо также отметить, что 
предел обнаружения в настоящем исследовании 
оказался значительно более низким, чем у ме-
тода ПЦР [8, 24, 26]. Возможными причинами 
достигнутого существенного выигрыша в пределе 
обнаружения по сравнению с результатами, пред-
ставленными в литературе, является оптимальный 
выбор условий и реагентов для молекулярно-ге-
нетического и иммунохимического анализов. К 
ним могут относиться мишень для амплификации 
ДНК (фрагмент гена bsh) в РПА, оптимальная 
длина праймеров (праймеры короче 30 н. могут 
снижать эффективность реакции), объем реакци-
онной смеси, а также конструкция иммунохими-
ческой системы детекции и высокий аффинитет 
использованного в ней антитела. 
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Рис. 7. Определение предела обнаружения геномной ДНК L. monocytogenes в разработанных системах РПА-ИХА и 
РПА-ИФА: а — внешний вид тест-полосок после проведения ИХА; б – связывание FAM/Bt-ампликонов в ИФА. 
1–11 — содержание ДНК L. monocytogenes в реакционной смеси РПА 0, 0,2 фг, 0,5 фг, 1 фг, 2 фг, 5 фг, 10 фг, 100 фг, 
1 пг, 10 пг, 100 пг
Fig. 7. Determination of the detection limit of L. monocytogenes genomic DNA in the developed RPA-LFA and RPA-ELISA 
systems: a — appearance of test strips after LFA; b — binding of FAM/Bt amplicons in ELISA. 1–11 — the content of  
L. monocytogenes DNA in the RPA reaction mixture 0, 0.2 fg, 0.5 fg, 1 fg, 2 fg, 5 fg, 10 fg, 100 fg, 1 pg, 10 pg, 100 pg
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Выявление бактерий L. monocytogenes в продуктах

Для установления предела обнаружения клеток 
бактерий L. monocytogenes в продуктах с использо-
ванием тест-систем РПА-ИХА и РПА-ИФА гото-
вили пробы молока с искусственно внесенными 
исследуемыми бактериями. Использовали молоко 
жирностью 3,2 % и обезжиренное молоко из ком-
мерческой торговой сети. 

Для установления возможности тестирования 
минимального регламентированного содержания 
исследуемых бактерий, которое составляет 1–3 
клетки в 25 г продукта, проводили стадию дора-
щивания и культивировали бактерии в молоке с 

добавлением 225 мл среды. Концентрация клеток 
составила 0,008 КОЕ/мл. Такая пробоподготовка 
предложена в регламентирующих документах для 
молекулярно-генетических методов исследования 
(https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/
bam-chapter-10-detection-listeria-monocytogenes-
foods-and-environmental-samples-and-enumeration). 
Стадию обогащения осуществляли в течение 
3–24 ч. В каждый отдельный момент времени отби-
рали пробу, выделяли ДНК сорбентным методом и 
проводили анализ в РПА-ИХА и РПА-ИФА. Най-
дено, что 5 ч инкубации достаточно для последую-
щего выявления этого минимального содержания 
L. monocytogenes в молоке (рис. 8а и 9а). 

II I 

1 2 3 4 50 3 5 7 24 ч 6 7 1 2 3 4 5 6 7

(а) (б)

Рис. 8. Определение предела обнаружения бактерий L. monocytogenes в молоке в разработанной системе РПА-ИХА: а — 
внешний вид тест-полосок после анализа проб, содержащих L. monocytogenes в количестве 2 клетки на 25 г продукта, при 
проведении стадии обогащения в течение 0–24 ч; б — внешний вид тест-полосок после РПА-ИХА в искусственно загряз-
ненных пробах молока с бактериями L. monocytogenes в возрастающих концентрациях (1–7) без стадии обогащения при 
применении различных способов выделения ДНК перед РПА (I, II); 1–7 — концентрация клеток L. monocytogenes в пробах 
разбавленного средой молока 0,008, 0,08, 0,8, 8, 80, 800, 8000 КОЕ/мл. I — выделение ДНК кипячением, II — выделение 
ДНК сорбентным способом
Fig. 8. Determination of the detection limit of L. monocytogenes bacteria in milk in the developed RPA-LFA system: a — appearance 
of test strips after assay of samples containing L. monocytogenes in the amount of 2 cells per 25 g of product, during the enrichment 
stage for 0–24 h; b — appearance of test strips after RPA-LFA in artificially contaminated milk samples with L. monocytogenes bacteria 
in increasing concentrations (1–7) without the enrichment stage when using different methods of DNA extraction before RPA (I, II); 
1–7 — concentration of L. monocytogenes cells in samples of milk diluted with medium 0.008, 0.08, 0.8, 8, 80, 800, 8000 CFU/ml. 
I — DNA extraction by boiling, II – DNA extraction by the sorbent method
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Рис. 9. Определение предела обнаружения клеток L.monocytogenes в молоке в разработанной системе РПА-ИФА: а —  
связывание продуктов РПА после стадии обогащения в течение 0–24 ч для пробы молока, содержащей 2 клетки 
бактерии на 25 г продукта; б — связывание продуктов РПА из проб молока, содержащих различные концентрации 
L. monocytogenes, без стадии обогащения, 1–7 — концентрация клеток L. monocytogenes в пробах разбавленного сре-
дой молока 0,008, 0,08, 0,8, 8,0, 80, 800, 8000 КОЕ/мл
Fig. 9. Determination of the detection limit of L. monocytogenes cells in milk in the developed RPA-ELISA system: a — bind-
ing of RPA products after the enrichment stage for 0–24 h using milk samples containing 2 bacterial cells per 25 g of product; 
b — binding of RPA products from milk samples containing different concentrations of L. monocytogenes, without the enrich-
ment stage, 1–7 — concentration of L. monocytogenes cells in milk samples of diluted with medium 0.008, 0.08, 0.8, 8.0, 80, 
800, 8000 CFU/ml
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Для установления предела обнаружения клеток 
L.  monocytogenes без проведения стадии обогащения, 
общепринятой для большинства методов выявления 
патогенных бактерий, применяли те же приготов-
ленные пробы молока (25 мл), разбавленные средой 
(объемом 225 мл). При этом добавляли клетки 
L.  monocytogenes в диапазоне 2·100–2·106 на 25 г про-
дукта, так что концентрация бактерий находилась в 
диапазоне 0,008–8  000 КОЕ/мл в пробах разбавлен-
ного молока для тестирования. Для экстракции ДНК 
из отобранных проб перед проведением анализа 
было проведено сравнительное исследование двух 
способов, включающих температурную обработ-
ку (кипячение) и сорбентный метод. Результаты 
тестирования проб после РПА-ИХА и РПА-ИФА 
представлены на рисунках 8(б) и 9(б). Показано, что 
эффективность выделения ДНК оказывала влияние 
на предел обнаружения бактерии в тест-системах. 
Применение сорбентного метода экстракции ДНК 
приводило к повышению чувствительности анализа в 
10 раз по сравнению с использованием метода кипя-
чения. Предел обнаружения клеток L.  monocytogenes 
в разработанных тест-системах оказался равным  
8 КОЕ/ мл. 

Полученные значения предела детекции бактерий 
в молоке и предела обнаружения ДНК в растворе в 
этом исследовании, где в качестве мишени для ампли-
фикации был выбран фрагмент гена bsh, оказались 

ниже, чем представленные данные в работах с исполь-
зованием праймеров к фрагментам генов hlyA или plcA 
[1, 11, 13, 36, 39]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методики быстрого и эффективного обнаружения 

пищевых патогенов играют ключевую и жизненно 
важную роль в профилактике и контроле заболеваний 
и обеспечении биобезопасности продуктов питания. 
РПА — это инновационная изотермическая техноло-
гия амплификации нуклеиновых кислот, способная 
быстро нарабатывать выбранные фрагменты ДНК 
исследуемой бактерии при достаточно низких темпе-
ратурах. РПА обладает такими преимуществами, как 
простота, скорость, точность и удобство в эксплуата-
ции. Интеграция этой методики с иммуноанализом 
расширяет ее практическое применение для обнару-
жения пищевых патогенов.

В результате исследования предложены биоанали-
тические системы для обнаружения патогенных бак-
терий L.  monocytogenes, сочетающие изотермическую 
РПА с ИХА на тест-полосках или ИФА в микроплан-
шетах. Разработанные тест-системы характеризова-
лись высокой чувствительностью анализа, широкой 
специфичностью в отношении различных серотипов 
патогенных бактерий L.  monocytogenes и позволяли 
надежно выявлять присутствие этого патогена в за-
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грязненных пробах молока. Представленные комби-
нированные системы РПА-ИХА и РПА-ИФА могут 
служить прототипами практических наборов реаген-

тов для экспрессного или высокопроизводительного 
обнаружения патогенных бактерий L. monocytogenes в 
пищевых продуктах.
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