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Цель. Провести сравнительный анализ клинических и пищевых изолятов Listeria monocytogenes, вы-
деленных на территории европейской части России в 2018–2019 гг.
Материалы и методы. В работе использовали мультилокусное секвенирование (MLST), дополнен-
ное локусами вирулентности, включающими фрагменты генов интерналинов (MvLST), с последую-
щим филогенетическим анализом.
Результаты. Основными диагнозами при выделении клинических изолятов L. monocytogenes были 
перинатальный и неонатальный листериоз и менингит. Клинические изоляты относились преиму-
щественно к филогенетической линии II c преобладанием ST7, который также был наиболее мно-
гочисленным у изолятов из продуктов питания. Вторым по частоте встречаемости у пищевых изо-
лятов был ST121, широко распространенный в Европе. Клинические изоляты филогенетической 
линии I в трех случаях были представлены ST6, обнаруженным при вспышках листериоза в Европе 
в 2015–2018 гг. и в Южной Африке в 2017–2018 гг. Принадлежность к филогенетической линии 
I отмечена только у одного изолята из продуктов питания. В целом разнообразие генотипов пище-
вых изолятов было существенно выше, чем клинических изолятов. Анализ локусов вирулентности 
выявил новый аллель интерналина А и новый профиль генов интерналинов у изолята ST7 из про-
дуктов питания.
Выводы. L. monocytogenes наиболее распространенного ST7 является аутохтонной для России; слу-
чаи листериоза, вызванного изолятами ST6, скорее всего, относятся к завозным. На основании ана-
лиза разнообразия ST и профилей генов интерналинов L. monocytogenes, выявленных на террито-
рии России, предложена схема экспресс-диагностики при эпидемических расследованиях.
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Objective. To perform a comparative analysis of clinical and food isolates of Listeria monocytogenes 
collected in the European part of Russia in 2018–2019.
Materials and methods. We used multilocus sequencing (MLST), supplemented by virulence loci, including 
fragments of internalin genes (MvLST, Multi-virulent-locus sequence typing), followed by phylogenetic 
analysis.
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Results. The main diagnoses for clinical isolates were prenatal and neonatal listeriosis and meningitis. 
Clinical isolates predominantly belonged to phylogenetic line II with the predominance of ST7, which was 
also the most abundant in food isolates. The second most common occurrence in food isolates was ST121, 
widely distributed in Europe. Isolates of phylogenetic line I in the group of clinical cultures in three cases 
were represented by ST6, detected during outbreaks of listeriosis in Europe 2015–2018 and South Africa 
in 2017–2018. Only in one isolate from food belonged to the phylogenetic lineage I. In general, the 
diversity of food isolate genotypes was significantly higher than clinical isolates. The analysis of virulence 
loci revealed a new internalin A allele and a new internalin genes profile (IP) in isolate ST7 from food.
Conclusions. L. monocytogenes of the most common ST7 is autochthonous in Russia; cases of listeriosis 
caused by the ST6 bacterium are most likely imported. Based on the analysis of the diversity of ST and IP 
of L. monocytogenes identified in Russia, a rapid diagnosis scheme for epidemiological investigation is 
proposed.

Введение

Листериоз, по данным Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ), является одним из наиболее 
серьезных и тяжелых заболеваний пищевого проис-
хождения. Количество зарегистрированных случаев в 
год составляет 0,1–10 на 1 млн человек в зависимости 
от страны [1]. Если неинвазивный листериоз, имеющий 
короткий инкубационный период и характеризующийся 
лихорадкой, диареей, головной болью и миалгией, 
чаще не сопровождается выявлением возбудителя, то 
инвазивные случаи с инкубационным периодом дли-
тельностью до 90 дней приводят к госпитализации, 
обнаружению Listeria monocytogenes в биологических 
жидкостях и тканях пациента и смертельным исходам в 
20–30% случаев [1]. Первая изученная вспышка листе-
риоза с пищевым путем передачи, зарегистрированная 
в 1979–1981 гг. в Канаде (41 случай), показала, что 
при инвазивном заболевании преобладают две группы 
диагнозов: перинатальный листериоз (83%) и менингит 
у взрослых (15%). Один случай сопровождался пневмо-
нией и сепсисом [2]. Следует отметить, что при пора-
жении центральной нервной системы в результате ин-
вазивного листериоза лечение не приводит к полному 
восстановлению здоровья, что отражает фактор «вес 
нетрудоспособности» (DW: 0 – здоровье, 1 – смерть), 
составляющий 0,426 [3].

Способность L. monocytogenes расти в широ-
ком диапазоне температур (от 1 до 45°С) позволяет 
 достигать скоростей накопления биомассы 0,035–
0,556 log10 КОЕ/день при температуре хранения гото-
вых продуктов (5–8°С) [4], поэтому даже незначитель-
ная контаминация зоны производства может привести 
к существенному количеству L. monocytogenes в потре-
бляемых продуктах с учетом разрешенных сроков хра-
нения.

Для контроля L. monocytogenes в готовых к упо-
треблению продуктах специалисты ВОЗ и FAO 
(Продовольственная и сельскохозяйственная органи-
зация ООН) разработали руководство по примене-
нию общих принципов гигиены пищевых продуктов [5]. 
Международная сеть органов по безопасности пище-
вых продуктов (INFOSAN), которая связывает наци-
ональные органы государств-членов, отвечающих за 
управление мероприятиями по продовольственной без-
опасности, позволяет ВОЗ и FAO оказывать помощь в 

эпидемиологическом надзоре, координации и реагиро-
вании на вспышки.

Центры США по контролю и профилактике заболе-
ваний (CDC) на национальном уровне осуществляют ко-
ординацию действий по контролю листериозной инфек-
ции. CDC была создана PulseNet – сеть национальных 
лабораторий, собирающих данные о листерии в виде 
профилей, полученных методом гель-электрофореза в 
пульсирующем поле, и результатов геномного секвени-
рования. GenomeTrakr – еще одна сеть, позволяющая 
взаимодействовать организациям здравоохранения 
и лабораториям университетов, способным провести 
полногеномное секвенирование микроорганизмов. The 
Listeria Initiative – национальная эпидемиологическая си-
стема, которая собирает информацию о лабораторно 
подтвержденных случаях листериоза.

Европейские CDC (ECDC), в свою очередь, спо-
собствуют изучению возбудителя, координируя раз-
работку и оптимизацию протоколов сборки геномов, 
поскольку собранные геномы позволяют проводить 
мультилокусное сравнение (wg/cgMLST) выделенных 
при вспышках бактерий для обнаружения источника 
инфекции. Референтной лабораторией Евросоюза для 
L. monocytogenes с 2006 г. является Французское агент-
ство по безопасности пищевых продуктов, окружающей 
среды и гигиене труда (ANSES). Базой лаборатории слу-
жит Институт Пастера в Париже, который поддержи-
вает и развивает базу данных мультилокусного и пол-
ногеномного секвенирования L. monocytogenes (https://
bigsdb.pasteur.fr/listeria/) [6].

Несмотря на все перечисленные меры и инициативы, 
вспышки листериозной инфекции не оставляют челове-
чество. Если на североамериканском континенте в по-
следние годы не зарегистрировано масштабных вспы-
шек (24 случая в США в 2017–2019 гг., 2 смертельных 
исхода [7], 7 случаев в Канаде [8]), то в Европе ситу-
ация гораздо сложнее. Вспышка 2014–2019 гг., вы-
званная L. monocytogenes ST1247 (CC8) в рыбе хо-
лодного копчения, затронула 5 европейских стран. 
Подтверждено 22 случая листериоза (23% смертельных 
исходов) [9]. В 2015–2018 гг. L. monocytogenes ST6 в за-
мороженных овощах привела к 47 случаям заболевания 
(19% смертельных исходов) в пяти странах [10]. Самой 
масштабной стала вспышка в августе–сентябре 2019 г. 
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в Испании, когда L. monocytogenes ST388 в свиной ко-
рейке вызвала 222 случая листериоза (3 смертельных 
исхода, 7 абортов) [11, 12]. Однако беспрецедентное 
количество заболеваний листериозной инфекцией было 
отмечено в Южной Африке в 2017–2018 гг.: 1060 за-
болевших, 216 умерших (20%), 42% случаев составил 
неонатальный листериоз [13, 14]; 91% изолятов отно-
сился к ST6 [14].

В России заболеваемость листериозом официально 
регистрируют с 1992 г., до 2016 г. ежегодно выяв-
ляли до 100 заболевших листериозом [15]. В 2017 г. 
было зарегистрировано 205 случаев листериоза, т.е. 
1% от 20,5 тыс. случаев природно-очаговых и зооно-
зных болезней, среди которых учитывают листериоз в 
Роспотребнадзоре [16]. Вместе с тем листериоз отно-
сят к группе инфекций, которые передаются с пищей 
[15], и контролируют согласно санитарно-эпидемиоло-
гическим правилам СП 3.1.7.2817-10 «Профилактика 
листериоза у людей». В НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи ли-
стерии изучали как возбудителя и природно-очаговых, и 
пищевых инфекций, уделяя внимание, прежде всего, ла-
бораторной диагностике [17], что позволило сотрудни-
кам центра принять участие в разработке Методических 
указаний МУК 4.2.1122-02 «Организация контроля и 
методы выявления бактерий Listeria monocytogenes в 
пищевых продуктах», принятых в 2002 г. С 2014 г. в 
России действует ГОСТ 32031-2012, являющийся ме-
жгосударственным стандартом для стран Евразийского 
экономического союза [18]. Основное внимание в этом 
документе уделено методам идентификации вида ли-
стерий: культуральным, морфологическим, биохими-
ческим. Для ускоренной идентификации разрешено 
использование тестов и тест-систем, валидирован-
ных и сертифицированных по ГОСТ ISO 16140-2011, 
к которым относят системы ПЦР в реальном времени 
(Thermo Fisher Scientific, США) и визуальной иммуно-
хроматографии (Merck, США). Отечественный набор 
«АмплиСенс® Listeria monocytogenes-скрин/монитор-FL» 
(ИнтерЛабСервис, Россия) зарегистрирован в 2015 г. 

Методы серо- и генотипирования, позволяющие иденти-
фицировать клоны и штаммы, ГОСТ 32031-2012 не ре-
гламентирует. Тем не менее эти методы получили свое 
развитие в специализированных лабораториях россий-
ских исследовательских центров.

В НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи активно используют ме-
тод MLST Listeria monocytogenes; кроме того, Ермолаевой 
С. и соавт. разработан подход для типирования локу-
сов вирулентности, включающих фрагменты генов ин-
терналинов, – MvLST (Multi-virulent-locus sequence typing)  
[19–22]. Дальнейшие исследования изолятов листерий 
[21–24] пополнили список аллелей интерналинов (Inl) 
A, B, C, E и интерналиновых профилей (IP). Широта ис-
следования, охват изолятов европейской части России 
и Дальневосточного федерального округа (ДФО) стали 
возможны благодаря многоцентровому сотрудничеству 
(НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи, НИИЭМ им. Г.П. Сомова, 
ФИЦВиМ, а теперь и филиалы ФИЦВиМ в ПФО). В ходе 
работы для сравнения клинического изолята и штамма 
из природного очага ДФО был применен метод полноге-
номного секвенирования (GenBank Accession Numbers: 
CP018148, CP018149).

Накопленный методический опыт позволил сотрудни-
кам НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи включиться в новое ис-
следование циркулирующих в России штаммов Listeria 
monocytogenes с целью поиска возможных источников 
инвазивного листериоза, выявляемого в медицинских 
организациях.

Материалы и методы

Было проанализировано две группы изолятов 
L. monocytogenes: 1) клинические (ноябрь 2018 г. – 
апрель 2019 г.), выделенные в лечебных учреждениях 
Москвы и Сызрани (Таблица 1); 2) из продуктов пита-
ния (январь 2018 г. – май 2019 г.), переданные лабора-
ториями по исследованию объектов окружающей среды 
(Таблица 2). Вторая группа была дополнена изолятами 
из среды приготовления пищи (раковина ресторана), 

Таблица 1. Характеристика клинических изолятов L. monocytogenes

Изолят

Фило
генети
ческая 
 линия

ST ID MLST 
Database IP Дата  

выделения Пациент Пол Возраст Диагноз МКБ 10 Город

GIMC2014:LmcSH3 II 14 42983 27 09.11.2018 1 Ж – Листериоз;  
вторичный менингит

G03.9 Сызрань 

GIMC2005:LmcIH1_1f I 241 42973 43 01.02.2019 2 Ж 80 Менингит G03.9 Москва
GIMC2008:LmcUH14 II 7 42976 15 18.04.2019 3_1 М 59 Менингит G03.9 Москва
GIMC2007:LmcIH1_3 II 7 42975 15 25.04.2019 3_2 М 59 Менингит G03.9 Москва
GIMC2011:LmcUH12 II 7 42979 15 30.11.2018 4 Ж 0 Неонатальный  

диссеминированный 
листериоз

P37.2 Москва

GIMC2009:LmcUH4 II 7 42977 15 13.02.2019 5 Ж 23 Преждевременные 
роды

O60.0 Москва

GIMC2010:LmcUH8 II 7 42978 15 13.02.2019 6 М 0 Врожденная  
пневмония  
неуточненная

P23.9 Москва

GIMC2012:LmcUH1 I 6 42981 44 06.03.2019 7 Ж 0 Неонатальный  
диссеминированный 
листериоз

P37.2 Москва
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Продолжение табл. 1

Таблица 2. Характеристика изолятов L. monocytogenes, выделенных из продуктов питания

Изолят

Фило
генети
ческая 
 линия

ST ID MLST 
Database IP Дата  

выделения
Наименование 

продукта

Наименование 
продукции  

согласно [25]

Сокращение 
названия для 

рисунка
Город

GIMC2015:Lmc22 II 7 42984 15 14.05.2018 Мясо, охлажден-
ное в тушах

1.1.1. Мясо убой-
ных животных

мясо (M) Самара

GIMC2017:Lmc921 II 9 42987 46 25.04.2018 Хинкали грузин-
ские заморожен-
ные

1.1.3. 
Полуфабрикаты 
мясные

мясо (M) Самара

GIMC2021:Lmc431 II 121 42992 48 12.02.2019 Оленина, котлет-
ное мясо заморо-
женное

1.1.3. 
Полуфабрикаты 
мясные

мясо (M) Москва

GIMC2019:Lmc309 II 121 42990 48 15.02.2018 Полуфабрикат мяс-
ной мелкокусковой 
охлажденный

1.1.3. 
Полуфабрикаты 
мясные

мясо (M) Самара

GIMC2018:Lmc2433 II 9 42988 46 07.11.2018 Жир-сырец  
говяжий

1.3. Жир-сырец 
говяжий

жир (Fat) Самара

GIMC2025:Lmc82_19 II 7 42986 15 27.05.2019 Мясо птицы  
замороженное,  
цыплята

1.9.1. Мясо 
птицы

птица (P) Самара

GIMC2016:Lmc547 II 7 42985 45 14.02.2019 Филе бедра  
цыпленка заморо-
женное

1.9.2. 
Полуфабрикаты 
из мяса птицы

птица (P) Москва

GIMC2001:Lmc156 II 504 42996 47 25.01.2018 Филе куриное 
по-шанхайски

1.11.9. Готовые 
быстрозаморо-
женные блюда из 
мяса птицы

птица (P) Самара

GIMC2003:Lmc171 II 31 42989 49 07.11.2018 Сельдь атлантиче-
ская филе

3.3.4.Рыба соле-
ная, пряная 

рыба (F) Самара

Изолят

Фило
генети
ческая 
 линия

ST ID MLST 
Database IP Дата  

выделения Пациент Пол Возраст Диагноз МКБ 10 Город

GIMC2006:LmcIH1_2 II 7 42974 15 07.03.2019 8 Ж 30 Листериозный 
сепсис, вызвавший 
самопроизвольный 
аборт на 18-й не-
деле

А32.7; 
О03

Москва

GIMC2002:LmcH67_1 I 6 42980 44 16.03.2019 9 Ж 0 Неонатальный  
диссеминированный 
листериоз

P37.2 Москва

GIMC2013:LmcUH16 I 6 42982 44 25.04.2019 10 М 65 Перенесенный 
 инфаркт миокарда

I25.2 Москва

выделенными в июле 2019 г. (Таблица 2). Изоляты из 
окружающей среды, полученные из коллекции ФГБНУ 
ФИЦВиМ и использованные в группе сравнения, были 
проанализированы нами ранее [21, 24] и зарегистри-
рованы в базе данных Institut Pasteur MLST and whole 
genome MLST (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/) [6] под 
ID 5799-5801, 5803-5816.

Выделение культур L. monocytogenes из продук-
тов питания проводили согласно ГОСТ 32031-2012 
[18], клинические изоляты выделяли в соответствии с 
Методическими указаниями по применению унифициро-
ванных микробиологических (бактериологических) ме-

тодов исследования в клинико-диагностических лабо-
раториях (Приложение 1 к Приказу Минздрава СССР 
№ 535 от 22.04.1985).

Для получения препарата ДНК изолятов одну коло-
нию микроорганизма переносили в 20 мкл лизирующего 
буфера, содержащего 0,25% SDS и 0,05 M NaOH, про-
гревали 15 мин. при 95°С и добавляли 180 мкл биди-
стиллированной воды. Полученный лизат хранили при 
температуре 4°С.

Праймеры, использованные для MLST, представлены 
в Таблице 3. В программе амплификации для локусов 
MLST: 95°C – 3 мин.; (95°C – 30 сек., T°C – 40 сек., 
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Изолят

Фило
генети
ческая 
 линия

ST ID MLST 
Database IP Дата  

выделения
Наименование 

продукта

Наименование 
продукции  

согласно [25]

Сокращение 
названия для 

рисунка
Город

GIMC2020:Lmc630 II 121 42991 48 20.02.2019 Форель радуж-
ная, филе, ломтики 
«Русское море»

3.3.3. Рыба раз-
деланная малосо-
леная 

рыба (F) Москва

GIMC2022:Lmc2052 II 121 42993 48 16.04.2019 Форель, филе, 
кусочек с ко-
жей, слабосоле-
ная, охлажденная 
«Меридиан»

3.3.3. Рыба раз-
деланная малосо-
леная 

рыба (F) Москва

GIMC2024:Lmc2689 II 155 42994 50 29.04.2019 Семга соленая, 
ломтики в вакуум-
ной упаковке, 
«Пеликан»

3.3.3. Рыба раз-
деланная малосо-
леная 

рыба (F) Москва

GIMC2004:Lmc76_19 I 288 42995 51 20.05.2019 Молоко пастеризо-
ванное

2.2.1. Питьевое 
молоко пастери-
зованное

молоко (Milk) Самара

GIMC2026:LmcBD14 II 37 42997 28 29.07.2019 Моечная рако-
вина, ресторан 

 мойка (Sink) Москва

GIMC2027:LmcBD15 II 37 42998 28 29.07.2019 Моечный слив ра-
ковины, ресторан 

 слив (Sink) Москва

Продолжение табл. 2

72°C – 1 мин.) × 35; 72°C – 5 мин.; 4°C – хранение, в за-
висимости от мишени изменяли только температуру от-
жига (Т°С), значения которой внесены в Таблицу 3.

Локусы вирулентности включали 4 гена интернали-
нов (Inl), предложенных для анализа Adgamov R и со-
авт. [20]. Последовательность InlA, InlB, InlC, InlE фор-
мирует профиль генов интерналинов (IP). Праймеры, 
использованные для амплификации локусов MvLST, а 
также значения температуры отжига представлены в 
Таблице 3.

Секвенирование продуктов амплификации прово-
дили согласно протоколу к набору BigDye Terminator 3.1 
Cycle Sequencing kit на геномном анализаторе Genetic 
Analyzer 3500 (Applied Biosystems/Hitachi, США). 
Электрофоретическое разделение продуктов реакции 
выполняли в капиллярах длиной 50 см с использованием 
полимера POP7.

Анализ аллелей MLST и аллельных профилей прово-
дили с помощью ресурсов сайта Institut Pasteur MLST and 
whole genome MLST (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/) 

Таблица 3. Праймеры для амплификации локусов MLST и MvLST

№ Локус Название  
праймера Последовательность праймера T° отжига Авторы

1 abcZ abcZF TCGCTGCTGCCACTTTTATCCA 55 [26]

abcZR TCAAGGTCGCCGTTTAGAG

2 bglA bglA38F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGCCGACTTTTTATGGGGTGGAG 65 [27]
bglA591R TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGATTAAATACGGTGCGGACATA

3 cat catF ATTGGCGCATTTTGATAGAGA 55 [26]
catR AGATTGACGATTCCTGCTTTTG

4 dap dapEF CGACTAATGGGCATGAAGAACAAG 59 [26]

dapER ATCGAACTATGGGCATTTTTACC

5 dat datF GAAAGAGAAGATGCCACAGTTGA 55 [26]

datR TGCGTCCATAATACACCATCTTT

6 ldh ldhF GTATGATTGACATAGATAAAGA 50 [21]

ldhR TATAAATGTCGTTCATACCAT
7 lhkA lhkA_F2 TGAACACGTATCAGCGAATT 58 Данное 

исследо-
вание

lhkA_R2 TGAGGCCACTAATCGTTGT

8 Секвенирование PrSeqF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGT [27]

PrSeqR TTGTGAGCGGATAACAATTTC
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[6]. Проанализированные изоляты депонировали в базе 
данных сайта: ID 42973-42998 (Таблицы 1 и 2).

Аллели MvLST определяли, используя в качестве эта-
лона опубликованные последовательности [20, 24]. 
Новые варианты аллелей регистрировали в GenBank 
(InlA MN580484 – MN580486; InlB MN580487 – 
MN580488; InlC MN580489 – MN580492; InlE 
MN580493 – MN580496). IP определяли в соответ-
ствии с ранее опубликованными данными [20, 24].

Филогенетический анализ в программе MEGA 6.0 
[28] выполняли для двух групп последовательностей: 
сцепленных последовательностей локусов MLST (2808 
п.н.) и сцепленных последовательностей локусов IP 
(1176 п.н.). Для выравнивания использовали сервис 
MUSCLE [29]. Построение дендрограмм, отражающих 
филогенетическое родство ST/IP, проводили с помощью 
метода максимального правдоподобия (ML). Для оценки 
эволюционных различий по локусам MLST использо-
вали модель Tamura – Nei [30], по IP локусам – модель 
General Time Reversible (GTR) [31]. Выбор модели ос-
новывался на результатах Modeltest и критерия Akaike 
[32]. Для оценки надежности филогенетического дерева 
проводили Bootstrap тест с числом реплик 1000.

Результаты

Характеристика клинических изолятов L. mono cyto
genes

 В нашей выборке клинические изоляты были пред-
ставлены 11 культурами L. monocytogenes (Таблица 1). 
Более половины из них (6) было связано со случаями 
перинатальной и неонатальной патологии: самопроиз-
вольный аборт у беременной с листериозным сепсисом, 
преждевременные роды и рождение ребенка с пневмо-
нией, неонатальный диссеминированный листериоз (3). 
Следующая по численности группа включала пациен-
тов с менингитом (4). Один изолят был выделен от па-
циента с инфарктом миокарда. Последние два диагноза 
наблюдали у пациентов обоих полов старшей возраст-
ной группы (59–80 лет).

Генотипирование изолятов показало, что 4 слу-
чая заболеваний были вызваны L. monocytogenes фи-
логенетической линии I. Два пациента с неонатальным 

листериозом и пациент с инфарктом миокарда были 
инфицированы L. monocytogenes ST6, пациент с менин-
гитом – ST241. Как видно из Рисунка 1, эти генотипы от-
носятся к разным ветвям дендрогаммы в пределах клада 
филогенетической линии I (Bootstrap-показатель 87).

6 изолятов относились к филогенетической линии II: 
2 выделены от пациентов с менингитом, 4 – при перина-
тальной и неонатальной патологии. 5 изолятов принад-
лежали ST7, 1 изолят – ST14. Указанные генотипы рас-
положены в разных кладах филогенетической линии II 
(Bootstrap-показатель 99).

Таким образом, в группе клинических изолятов боль-
шинство (6) относилось к филогенетической линии II, ST7. 
Количество выявленных генотипов L. monocytogenes со-
ставило 4.

Характеристика изолятов из продуктов питания
Из 15 изолятов L. monocytogenes 8 были выделены 

из продукции мясного и молочного животноводства, 4 – 
из рыбной продукции, 2 – из среды приготовления пищи 
(Таблица 2). 8 культур получены из образцов продуктов 
в Самарской области, 5 – из продуктов в Москве.

В проанализированной выборке только 1 изолят 
L. mo no cytogenes относился к филогенетической линии 
I (ST288) и был выделен из пастеризованного молока. 
Из данных, представленных на Рисунке 1, следует, что 
этот генотип формирует отдельную (базальную) ветвь в 
кладе филогенетической линии I.

Остальные изоляты представляли филогенетическую 
линию II и относились к 7 генотипам. Наиболее часто 
встречались ST7 и ST121, дважды – ST9 и ST37, по од-
ному разу – ST155, 288, 504. Изоляты ST7 и ST121 выде-
ляли как в Москве, так и в Самаре. ST7 был характерен 
для изолятов из мяса и птицы, ST121 – из мяса и рыбы.

Сопоставление клинических изолятов и изолятов из 
пищевых продуктов с изолятами из окружающей среды

Проведенный анализ двух групп изолятов показал, 
что общим генотипом в обеих группах является только 
ST7. Следует отметить, что все изоляты были выделены 
из образцов, полученных в европейской части России. 
Клинические изоляты, за исключением одного, пред-
ставляли Центральный федеральный округ (ЦФО), а 

Продолжение табл. 3

№ Локус Название  
праймера Последовательность праймера T° отжига Авторы

9 InlA InlAF TAACGGGACAAATGCTCAGGC 63 [20]

InlAR TGTTAAACTCGCCAATGTGCC

10 InlB InlB-146F CAGATGATGCTTTTGCAGAA 54 [24]

InlB-1229R GCATTCCCGCGAATATATTT

InlB590F AAATTAGTGATATTGTGCCAC

InlB-610R GTGGCACAATATCACTAATTT

11 InlC InlCF TTTCCAGATCCCGGCCTAGC 63 [20]

InlCR ATAGCCTCAGTCTCCCCAACG

12 InlE InlEF AAGCGGATGTAACAGACGAAG 55 [24]

InlER GATAAAATACGGGTTGGTTGG
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Рисунок 1. Филогенетическое древо сцепленных последовательностей фрагментов генов MLST (рамкой обведены профили изолятов 
филогенетической линии I)

изоляты из пищевых продуктов были в равной степени 
представлены образцами ЦФО и Приволжского феде-
рального округа (ПФО). Для поиска возможного источ-
ника L. monocytogenes в окружающей среде мы сопо-
ставили полученные данные с ранее типированными 
изолятами из коллекции, собранной сотрудниками 
ФГБНУ ФИЦВиМ в ЦФО во время экологического мо-
ниторинга трех национальных парков и Иваньковского 
водохранилища в 2006–2013 гг. [21, 24]. Таким обра-
зом, мы учли географические и временные параметры 
при сопоставлении данных.

На Рисунке 1 образцы из окружающей среды по-
мечены знаком деревьев. Согласно рисунку, в класте-
рах ST7 и ST14 находятся как образцы из окружающей 
среды, так и из двух проанализированных групп. В группе 
клонального комплекса 7 (CC7) образцы из окружаю-

щей среды относились к двум генотипам: ST7 и ST111. 
Последний является SLV (вариант по одному локусу ал-
лельного профиля), ST7 по локусу ldh и выделен из под-
стилки в зоне кормления животных заповедника, тогда 
как изоляты ST7 получены из фекалий оленей и кабанов.

В кластере ST14 в данной выборке был только один 
клинический образец, однако в окружающей среде этот 
генотип представлен широко и был обнаружен как у изо-
лятов из речной рыбы, так и из фекалий кабана [21, 24].

Сопоставление полученных данных со сведениями  
по вспышкам пищевой листериозной инфекции

Поиск данных по вспышкам листериозной инфекции 
за последние годы также проводился преимущественно 
по странам Европы. Как видно из Рисунка 1, к кластеру 
СС7 относится вспышка 2019 г. в Великобритании, кото-
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рую вызвала L. monocytogenes ST297 (ID MLST database 
39930-39932), SLV ST7 по локусу bglA.

В кластерах филогенетической линии II находятся еще 
две вспышки, связанные с рыбопродуктами: 1) 2014–
2018 гг., затронувшая 5 стран и вызванная L. mono
cytogenes ST1247 (CC8) [9] и 2) 2019 г. в Норвегии, 
вызванная L. monocytogenes ST20 (ID MLST database 
39834). На Рисунке 1 видно, что L. monocytogenes CC8 
и ST20 обнаружены в окружающей среде при монито-
ринге природных объектов ЦФО.

К филогенетической линии I относятся L. monocy
togenes трех европейских вспышек: 1) в 2015–2018 гг. 
в 5 странах Европы, причиной которой послужили 
L. mo no cytogenes ST6 в замороженных овощах [10]; 2) 
в 2019 г. в Люксембурге, вызванная L. monocytogenes 
ST224 (ID MLST database 39755-39757), и 3) в 2019 
г. в Испании – L. monocytogenes ST388, охватившая 
5 регионов страны [11, 12]. В нашем исследовании 
из перечисленных генотипов обнаружен только ST6 
у трех клинических изолятов. Учитывая, что эпиде-
мия L. monocytogenes ST6 затронула не только страны 
Европы, но и Южную Африку в 2017–2018 гг. [13, 14], 
перечень зараженных продуктов питания, а также ши-
рокую географию поставок, нельзя исключить завоз-
ные случаи листериоза, вызванного L. monocytogenes 
ST6 в нашей стране.

Генотип ST224 из вспышки в Люксембурге ближе 
всего генотипу L. monocytogenes ST241, выделенной у 
пациента с менингитом, но сходен только по трем локу-
сам аллельного профиля. Генотип ST338, обнаруженный 
у возбудителя листериоза в Испании, также по трем ло-
кусам сходен с ST1, ранее преобладавшим наряду с ST2 
в случаях листериозного менингита в Нидерландах, но, 
начиная с 2010 г., потесненным ST6 и другими ST [33]. 
Возвращаясь к ST338, стремительно распространивше-
муся по Испании в августе–сентябре 2019 г., следует от-
метить, что первый случай инфекции L. monocytogenes 
этого генотипа, зарегистрированный в MLST database 
(ID 4319), относится к 2002 г. (Канада). В настоящее 
время в MLST database содержится информация о 148 
изолятах ST338, исключая пока не внесенную в базу ис-
панскую вспышку.

Таким образом, мы проанализировали разнообра-
зие L. monocytogenes, выделенных в текущем году. Как 
же изменился спектр генотипов бактерии за последнее 
время? Для ответа на этот вопрос мы рассмотрели все 
российские изоляты L. monocytogenes, депонированные 
в MLST database.

Анализ российских изолятов L. monocytogenes, пред-
ставленных в MLST database

В базе данных Institut Pasteur MLST and whole genome 
MLST (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/) представлено 
152 российских изолята, в том числе депонированных 
нами. Исследования, начатые сотрудниками НИИЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи и НИИЭМ им. Г.П. Сомова на дальнево-
сточных штаммах L. monocytogenes [20], были продол-
жены в работах НИЦЭМ им Н.Ф. Гамалеи с ФИЦВиМ на 
штаммах коллекции ФИЦВиМ XXI века [21, 24], также 
XX века [22]. Сотрудниками ГНЦ прикладной микробио-
логии и биотехнологии (Оболенск, Россия) были исследо-

ваны клинические изоляты 2015–2017 гг., два изолята 
из окружающей среды 2018 г., а также изоляты из про-
дуктов питания 2017 г. (один изолят 2018 г.) (ID 37675-
37702; 40075-4079; 41055-41069; 41071;41075, 
41516; 41522-41526; 42264-42275). Информация 
о 5 изолятах 1948–1956 гг. (ID 4313, 4881, 5098, 
5322, 5423) добавлена в 2011 г. Haase J. (Environmental 
Research Institute, Ирландия). Таким образом, данные на-
шего исследования дополнили базу данных сведениями 
о штаммах 2018–2019 гг.

Представленные изоляты были неравномерно рас-
пределены по трем группам (Таблица 4). Преобладали 
изоляты из окружающей среды, к которым отнесены и 
изоляты от сельскохозяйственных животных. Несколько 
меньше клинических изолятов от людей. Изоляты из 
продуктов питания начали генотипировать в России с 
2017 г., поэтому их почти в 2 раза меньше, чем изоля-
тов предыдущих групп. Следует отметить, что первый 
изолят из продуктов, полученный в 1948 г., был геноти-
пирован Haase J. в 2011 г.

При оценке количества генотипов в каждой группе 
изолятов мы обратили внимание на более высокое раз-
нообразие ST изолятов из продуктов (0,6 ST/изолят vs. 
0,4 ST/изолят в двух других группах).

В группе клинических изолятов изоляты филогенети-
ческой линии II составляли 61%, по количеству лидиро-
вал ST7 (20%). Изоляты СС7 составили 24%. Поскольку 
изоляты, собранные в европейской части России, пред-
ставляли 70% группы, мы провели расчет отдельно для 
этой подгруппы. В ней изоляты филогенетической линии 
II составили 76%, ST7 – 29%, СС7 – 34%.

В группе изолятов из окружающей среды изоляты 
филогенетической линии II составляли 67%, по коли-
честву лидировал ST7 (23%). Изоляты СС7 составили 
30%. В данной группе было 56% европейских изолятов, 
среди которых только один принадлежал филогенетиче-
ской линии I, изоляты ST7 – 32%, CC7 – 44%.

В группе изолятов из пищевых продуктов доминиро-
вала филогенетическая линия II (92% изолятов), лидиро-
вал ST121 (24%), а ST7 занимал третье место по числен-
ности – 8%; СС7 – 11%.

Рассмотрим отдельно превалирующий в европейской 
части России CC7 (Таблица 5). В комплекс входит 9 гено-
типов, среди которых ST7 – абсолютный лидер, а остав-
шиеся 8 ST встречались однократно. Большинство гено-
типов отличаются от ST7 по одному локусу аллельного 
профиля – ldh, только ST126 дополнительно отличается 
по гену lhkA. Следует отметить, что в MLST database 

Таблица 4. Российские изоляты в MLST database

Характеристики
Изоляты

клинические из окружаю
щей среды

из продуктов 
питания

Количество  
изолятов

54 60 38

Количество ST 21 24 21
Преобладающие 
ST

7 (20%);  
1 (13%); 

2 (13%); 6 
(6%)

7 (23%);  
315 (20%);  
145 (10%)

121 (24%),  
9 (13%);

7 (8%); 37 
(8%)
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из генотипов CC7 также чаще всего встречается ST7. 
Изоляты этого генотипа составляют 25% от депониро-
ванных образцов.

Как давно изолируют L. monocytogenes СС7 в на-
шей стране? Согласно MLST database, первый изолят 
из окружающей среды датируется 1947 г., из продук-
тов – 1948 г., клинический – 1960 г. (Таблица 6). Скорее 
всего, ST7 и представители CC7 являются аутохтонными 
для территории России.

Анализ локусов вирулентности у изолятов выборки
С целью поверить степень гетерогенности изолятов 

одного генотипа (ST) по факторам вирулентности мы про-
вели анализ локусов интерналинов, определив IP. Как 
видно из Таблицы 7, одинаковые IP15 имеют как клини-
ческие, так и большинство изолятов из пищевых продук-
тов с генотипом ST7. Такой IP у изолятов этого генотипа 
отмечали и ранее [20, 21, 24]. Однако у одного изолята 
ST7, выделенного из мяса птицы (GIMC2016:Lmc547, 
Таблица 2), был определен новый аллель InlА и новый 
IP45. Разные IP, также отличавшиеся аллелем InlA, ранее 
были обнаружены нами у изолятов ST14, выделенных из 
окружающей среды [21, 24]. 

Следует отметить, что аллель 11 (IP27), обнару-
женная в нашем исследовании у клинического изолята 
GIMC2014:LmcSH3 (Таблица 1), у изолята из окружаю-
щей среды коррелировал с более высокой вирулентно-
стью, проявлявшейся в опытах на мышах, чем у изоля-
тов с аллелем 12 (IP36) [21, 24].

Для изолятов ST37, выделенных из среды приготов-
ления пищи, мы определили IP28. Ранее для изолята 
ST37, выделенного из фекалий кабана, был определен 
такой же IP [20].

Для изолятов других генотипов определение IP было 
проведено впервые, поэтому аллельные профили 43–51 
являются новыми.

Сопоставление филогенетического древа последова-
тельностей IP (Рисунок 2) c древом последовательностей 
MLST (Рисунок 1) показывает, что кластеры генотипов 
совпадают с кластерами IP, подтверждая достовер-
ность различий изолятов двух филогенетических линий, 
а также генетических групп внутри каждой филогенети-
ческой линии.

Заметим, что анализ всех известных IP российских 
изолятов L. monocytogenes показал различия между 
изолятами филогенетических линий I и II по разноо-
бразию аллелей для каждого из четырех локусов IP. 
Разнообразие оценивали по отношению количества вы-

Таблица 6. Время выделения изолятов CC7 на территории России

Год выделения изолята

ST Клинические 
образцы

Окружающая 
среда

Продукты  
питания

7 1960 1952 2018
12 1975
23 1965
85 1965
98 1955
106 1947
111 2008
126 1948

1539 1971

Таблица 7. Профили аллелей интерналинов

Источник  
изолятов

Фило
генети
ческая 
линия

ST InlA InlB InlC InlE IP

Клинические  
образцы

II 7 4 14 6 8 15

II 14 11 14 11 11 27

I 241 17 22 14 3 43

I 6 16 1 4 13 44

Продукты  
питания

II 7 4 14 6 8 15

II 37 9 11 7 8 28

II 7 18 14 6 8 45

II 9 7 13 18 9 46

II 504 9 17 7 12 47

II 121 9 17 7 2 48

II 31 9 21 7 14 49

II 155 10 14 19 2 50

I 288 3 8 20 15 51

Полужирным шрифтом выделены новые аллели и IP.

Таблица 5. Разнообразие изолятов CC7 на территории России

ST abcZ bglA cat dapE dat ldh lhkA клини ческие из окружающей 
среды

из продуктов 
питания MLST Database (4136)

7 5 8 5 7 6 2 1 11 14 3 1053 (25%)
12 5 8 5 7 6 22 1 1 0 0 44 (1%)
23 5 8 5 7 6 25 1 0 1 0 7 (0,2%)
85 5 8 5 7 6 38 1 0 1 0 7 (0,2%)
98 5 8 5 7 6 45 1 0 1 0 14 (0,34%)

106 5 8 5 7 6 50 1 0 1 0 2 (0,05%)
111 5 8 5 7 6 53 1 0 1 0 7 (0,2%)
126 5 8 5 7 6 65 15 0 0 1 2 (0,05%)

1539 5 8 5 7 6 398 1 1 0 0 1(0,02%)
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явленных аллелей к количеству профилей, зарегистри-
рованных для изолятов филогенетической линии. Для 
филогенетической линии II такой показатель был выше 
в 2 раза для локуса InlA (0,4 vs. 0,2) и на 13% для ло-
куса InlC (0,4 vs. 0,3), а для филогенетической линии 
I превышение в 2 раза отмечено для локуса InlB (0,6 
vs. 0,3). Разнообразие аллелей InlE (0,3) было одинако-
вым в филогенетических линиях. Существенное превы-
шение аллельного разнообразия по локусу InlB для фи-
логенетической линии I объясняется тем, что в 50% IP 
филогенетической линии II выявлен аллель 14. Широкая 
представленность аллеля InlB14 сделала именно его 
объектом сравнительного исследования с InlB9 филоге-
нетической линии I в работе Chalenko Y. и соавт. [34].

Оценивая разнообразие аллелей фрагментов генов 
Inl, следует отметить, что больше всего аллелей (22) вы-
явлено для InlB, 21 из которых имеет несинонимичные 
замены, т.е. для InlB подавляющему большинству обна-
руженных нуклеотидных последовательностей соответ-
ствуют уникальные аминокислотные. У InlC и InlE поло-
вина аллелей имеет несинонимичные замены, тогда как 
у InlA количество уникальных аминокислотных после-
довательностей в 3 раза меньше выявленных аллелей. 
Построение филогенетических деревьев для аминокис-
лотных последовательностей каждого из локусов Inl по-
казало, что аллели InlB и InlE четко распределены между 
филогенетическими линиями (Bootstrap-показатель 
99 и 100 соответственно), несколько ниже Bootstrap-

Рисунок 2. Филогенетическое древо сцепленных последовательностей локусов интерналинов (рамкой обведены профили изолятов 
филогенетической линии I)
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показатель (87) для InlC, тогда как для InlA ряд аллелей 
филогенетической линии II кластеризуется с аллелями 
филогенетической линии I, и только аллели 7–11 и 15 
филогенетической линии II формируют отдельную группу 
(Bootstrap-показатель 88).

Возможно, выявленное различие аллелей InlА свя-
зано с особенностью фрагмента, выбранного для ам-
плификации. Если для локусов InlB, InlC, InlE фрагмент, 
отвечающий возможностям секвенирования по Сэнгеру 
(700–800 п.н.), включал всю область богатых лейцином 
повторов (LRR), то для InlA только 9 из 15 повторов во-
шло в анализ [35].

Предложение локусов для экспресс-схемы идентифи-
кации изолятов L. monocytogenes

Представленные данные дают возможность вы-
брать локусы для экспресс-схемы идентификации, по-
зволяющей, прежде всего, определить принадлеж-
ность изолята к филогенетической линии и CC. Для 
первоначальной идентификации достаточно трех локу-
сов: cat, dat (MLST) и InlE (IP). Далее они могут быть до-
полнены наиболее вариабельными локусами для опре-
деленной филогенетической линии и CC. Такой подход 
позволит сэкономить время и ресурсы при расследова-
нии вспышек.

Однако оптимальным для полной характеристики 
изолятов, ставших причиной листериоза, является пол-
ногеномное секвенирование с последующей сборкой ге-
номов и оценкой cgMLST [6].

Заключение

Проведенное исследование показало, что большин-
ство клинических изолятов L. monocytogenes 2018–
2019 гг. выделяли при перинатальном и неонатальном 
листериозе. Изоляты филогенетической линии I встре-
чались реже, чем изоляты филогенетической линии II. L. 
monocytogenes ST6, выявленная у трех пациентов, ско-

рее всего, является завозной, поскольку ни в окружа-
ющей среде, ни в продуктах питания на территории 
России листерии такого генотипа не обнаружено.

Среди клинических изолятов филогенетической ли-
нии II преобладала L. monocytogenes ST7, широко рас-
пространенная в окружающей среде и обнаруженная в 
продуктах питания в двух регионах.

Изоляты из продуктов питания отличались бóль-
шим разнообразием выявленных генотипов преимуще-
ственно филогенетической линии II. Преобладали изо-
ляты L. monocytogenes ST7. Большинство изолятов 
L. mono cytogenes ST7 из продуктов питания были иден-
тичны клиническим изолятам по IP, однако изолят из мяса 
птицы имел новый аллель InlА и новый IP45, что свиде-
тельствует о большей изменчивости L. monocytogenes, 
размножающихся в продуктах.

Вторым по численности в нашей выборке изолятов 
из пищевых продуктов и первым среди всех изолятов из 
России, представленных в базе данных MLST, был ST121. 
Изменчивость пищевых штаммов этого генотипа была 
прослежена в международном исследовании 70 гено-
мов одного из распространенных в Европе ST121. Все 
геномы показали 99,7% идентичность нуклеотидной по-
следовательности. Различия между двумя российскими 
изолятами, вошедшими в анализ, заключались в следую-
щем: в геноме изолята 2012 г. отсутствовал транспозон 
Tn6188 и стоп-кодон в гене InlA, в то время как изолят 
2013 г. уже имел вставку мобильного элемента и тран-
кированный InlА, как и большинство пищевых и клиниче-
ских изолятов выборки [36].

Таким образом, для эпидемиологического контроля 
пищевых продуктов и производств оптимальным явля-
ется метод полногеномного секвенирования и сопостав-
ления cgMLST выделенных культур L. monocytogenes. 
Для экспресс-диагностики L. monocytogenes при рас-
следовании случаев инвазивного листериоза мы пред-
лагаем амплификацию и секвенирование трех локусов: 
cat, dat (MLST) и InlE (IP).
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