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Методом полимеразной цепной реакции
(ПЦР), комбинированной с анализом полимор4
физма длины рестрикционных фрагментов
(ПЦР–ПДРФ), показано существование штаммо,
специфического полиморфизма участка хромо,
сомы Listeria monocytogenes, который содержит
гены prfA и plcA, кодирующие факторы патоген,
ности. Полученные данные подтверждают нали,
чие в виде L. monocytogenes по крайней мере
двух филогенетических линий, существование
которых предполагалось рядом авторов на осно,

вании анализа последовательностей других
участков генома [1, 4]. Показано преобладание
определенного ПЦР–ПДРФ спектра в зависимос,
ти от источника выделения штамма (клиника,
продукты питания). Установлено также, что
штаммы с существенными изменениями в иссле,
дуемой области (уменьшение размера фрагмен,
та ПЦР по сравнению с ожидаемым или полное
его отсутствие) являются невирулентными.
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Polymerase chain reaction (PCR) and restriction
fragment length polymorphisms (RFLP) analysis
revealed polymorphism of prfA and plcA genes,
encoding the pathogenecity factors in strains of
Listeria monocytogenes. Phylogenetic analysis
confirmed the presence of at least two distinct evo,
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lutionary L. monocytogenes lines, existing of which
was suggested in a number of studies based on
analysis of other chromosomal DNA sites [1, 4].
There was shown to be a predominance of certain
virulence,associated genes polymorphisms depen,
ding on type of sample (hospital environment, fo,
ods). The L. monocytogenes strains with a large
number of sequence differences in this region
(smaller than expected size of targeted DNA frag,
ment or its absence) were found to be avirulent.
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Введение

Относящиеся к одному виду патогенные микро�
организмы часто обладают одинаковым набором
факторов патогенности, основными биохимически�
ми и геномными характеристиками. Однако потом�
ки различных клонов одного вида обладают опреде�
ленной вариабельностью на генотипическом и фе�
нотипическом уровнях, которая, с одной стороны,
позволяет их различить, а с другой стороны, обус�
ловливает появление хорошо известного феномена
штаммоспецифических различий вирулентности,
описанного для широкого спектра бактериальных
патогенов [1, 2].

Этиологическим агентом листериоза является
грамположительная бактерия Listeria monocyto
genes, которая может служить примером эпидемио�
логической связи вирулентности с определенными
клональными линиями. Так, более 90% штаммов
L. monocytogenes, изолированных при спорадиче�
ских случаях листериоза, принадлежат всего к 3 се�
рогруппам из 9 существующих – 1/2a, 1/2b и 4b [3].

Более того, подавляющее большинство штам�
мов, ставших причиной крупных эпидемических
вспышек, формируют очень узкую группу, характе�
ризующуюся принадлежностью к серогруппе 4b и
всего к 2 риботипам из 23 выявленных к настояще�
му времени [4].

Таким образом, очевидно, что некоторые кло�
нальные линии L. monocytogenes обладают повы�
шенным тропизмом по отношению к человеку, и их
выявление и идентификация, в частности в продук�
тах питания, которые являются основным факто�
ром передачи листериоза, имеет важное эпидемио�
логическое значение.

Среди современных методов дифференциации
бактериальных штаммов большое распространение
получили методы рестрикционного анализа после
довательности ДНК, основанные на чувствитель�
ности рестриктаз, ферментов, расщепляющих ДНК
в местах с определенной последовательностью нук�
леотидов, к единичным нуклеотидным заменам в
узнаваемой последовательности.

Полное расщепление анализируемой ДНК от�
дельными рестриктазами приводит к образованию
определенного набора фрагментов, число и размер
которых соответствуют положению последователь�
ностей, узнаваемых этими рестриктазами (сайтов
рестрикции). Любая мутация, изменяющая после�
довательность нуклеотидов сайта рестрикции,
уничтожает этот сайт, что приводит к полиморфиз�
му длины рестрикционных фрагментов. Этот метод
детекции мутаций в геномной ДНК получил назва�
ние метода полиморфизма длины рестрикционных

фрагментов (ПДРФ) – restrction fragments length
polymorphism (RFLP).

Комбинирование ПДРФ с полимеразной цепной
реакцией (ПЦР) позволяет судить о полиморфизме
определенных участков генома, в том числе важных
для вирулентности [5, 6].

Гены, кодирующие основные факторы патоген�
ности L. monocytogenes, образуют кластер, так назы�
ваемый «островок патогенности», размером около
10 тыс. пар нуклеотидов на хромосомной ДНК, по�
следовательность которой недавно определена для
штамма EGD [7].

Важнейшую роль в вирулентности листерий иг�
рает белок PrfA, необходимый для экспрессии всех
остальных факторов патогенности [8]. Ген prfA рас�
положен на «островке патогенности» рядом с геном
plcA, кодирующим фосфолипазу PI�PLC – секрети�
руемый фактор патогенности. В данной работе об�
ласть гена prfA выбрана в качестве мишени для
ПЦР–ПДРФ�анализа для оценки возможности его
использования при дифференциации штаммов
L. monocytogenes.

Материал и методы исследования

Использованные штаммы и условия
их культивирования

В работе использованы 30 штаммов L. monocyto
genes (см. таблицу). Ряд из них принадлежит к ти�
повым коллекциям, остальные выделены из указан�
ных источников и ранее описаны в цитируемых ра�
ботах.

Листерии культивировали на агаризованной
или в жидкой среде Brain Heart Infusion – BHI
(Difco Lab., Inc, USA) при температуре 37°С.

Подготовка образцов и проведение ПЦР

Образцы подготавливали, как описано нами ра�
нее [12], за исключением того, что предшествую�
щую лизису ферментативную обработку бактери�
альных клеточных стенок осуществляли в присут�
ствии 0,2 мг/мл лизоцима в течение 1 ч. ПЦР про�
водили в буфере, поставляемом с Taq�полимеразой
(Бионем, Россия), в присутствии 1,5 мМ MgCl2 и
250 мкМ дНТФ с праймерами Lmp3: 5′�ACAT�
TTGTCACTGCATCTCCG, Lmp4: 5′�CATGTT�
GTTCGCACCCAGTTC в термоциклере «Терцик»
(ДНК�технология, Россия) по программе быстрого
регулирования при температуре 94°С – 2 мин;
затем 5 циклов при температуре 94°С – 20 с, 60°С –
20 с, 72°С – 20 с и 30 циклов при температуре 94°С
– 5 с, 60°С – 5 с, 72°С – 5 с.

Концентрацию ампликонов проверяли путем
электрофореза аликвоты на агарозном геле.
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Проведение рестрикционного анализа

В работе использовали рестриктазы Hind III,
Cla I, BamH I, EcoR I производства «Fermentas»
(Литва). Полученные в ПЦР ампликоны переосаж�
дали следующим образом: к 50 мкл продукта ПЦР
добавляли 50 мкл дистиллированной воды, 90 мкл
20% ПЭГ 6000 – 2,5 М NaCl, тщательно перемеши�
вали, инкубировали 10 мин при температуре 37°С и
осаждали ДНК центрифугированием в микроцент�
рифуге СМ�50 (Elmi, Латвия) при максимальных
оборотах в течение 3 мин. Осадок промывали 70%
этанолом, просушивали и растворяли в 10–40 мкл
дистиллированной воды в зависимости от концент�
рации ампликона.

Рестрикцию проводили в объеме 20 мкл в тече�
ние 2 ч в условиях, рекомендованных производите�
лем.

Секвенирование

Для секвенирования использовали праймеры
Prf1 – 5′�TCAACTAACATATATTATTCC, Prf2 –
5′�CATCGGTTGGCTATTATAAT, Prf3 – 5′�CTAG�
GCTGTATGAAACTTG, Prf4 – 5′�CTTGGTGAAG�
CAATCGTACGC, Plc3 – 5′�GGAGCATACTGAC�
GAGGTGTG.

Секвенирование проводили в Центре коллек�
тивного пользования «Геном». Сравнение последо�
вательностей и анализ присутствия сайтов рестрик�
ции осуществляли с помощью программ PCGene

№ мматШ кинчотси,аппургореС
яинеледыв питФРДП–РЦП аклысС

1 DGE а a2/1 A яицкеллокяавопиТ
2 63957PILC a2/1 A яицкеллокяавопиТ
3 97MAP адерсяащюажурко,a2/1 –б ]9[
4 5572CCLS b2/1 B яицкеллокяавопиТ
5 26MAP яинатипыткудорп,b2/1 1B ]9[
6 5015CTCN a3 A яицкеллокяавопиТ
7 0452CCLS b3 B »
8 82501CTCN ba4 –в »
9 72501CTCN b4 B »
01 41P йиксечинилк,b4 B ]01[
11 88801CTCN d4 B яицкеллокяавопиТ
21 2804LP b4 B ]9[
31 61MIG г яинатипыткудорП В ]9[
41 78MIG » A ]9[
51 88MIG » A ]9[
61 09MIG » A ]9[
71 19MIG » A ]9[
81 29MIG » A ]9[
91 )02(89MIG » A ]9[
02 )62(411MIG » A ]9[
12 )13(411MIG » A ]9[
22 )3(921MIG » A ]9[
32 )5(231MIG » C ]9[
42 )3(631MIG » B ]9[
52 T�13 » B ]11[
62 T�42 » A ]11[
72 T�53 » A ]11[
82 T�47 » A ]11[
92 T�65 » B ]11[
03 0031MIG йиксечинилK B ]01[

Таблица 1. Штаммы Listeria monocytogenes, использованные в исследовании

а Штаммы 1–11�й любезно предоставлены Dr. J.A. Vazquez�Boland, University of Bristol, Великобритания.
б Штаммы 12–30�й – из коллекции лаборатории легионеллеза НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, Россия.
в Продукт ПЦР размером 1500 н. п. (пояснения в тексте).
г ПЦР с использованными праймерами не дала продукта (пояснения в тексте).



254

Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия № 3, Том 5, 2003

6.70, IntelliGenetics Inc. и Clone Manager 2.1,
Scientific and Educational Software.

Исходную последовательность использованного
района листериозной хромосомы получили из базы
данных генома штамма EGD, находящейся в Ин�
ституте Пастера, Франция (http://www.pasteur.fr).

Оценка вирулентности

Качественную оценку вирулентности проводи�
ли по результатам конъюнктивальной пробы на
морских свинках.

Культуру листерий, выросшую на агаризован�
ной среде в течение 12 ч, смывали стерильным фи�
зиологическим раствором и доводили концентра�
цию до 109 КОЕ/мл путем сравнения с соответству�
ющим стандартом мутности (ГИСК им. Л.А. Тара�
севича) и последующим титрованием на питатель�
ной среде. На конъюнктиву глаза морской свинки
наносили 2 капли суспензии, после чего производи�
ли легкий массаж век ватным тампоном. Пробу с
каждым штаммом ставили на 2 морских свинках, за
которыми наблюдали в течение месяца.

Количественную оценку вирулентности осуще�
ствляли путем заражения 5–7�дневных куриных
эмбрионов. Заражали 10�кратными разведениями в
стерильном физиологическом растворе испытуемо�
го штамма, выращенного в течение ночи на агаризо�
ванной среде. На каждое разведение использовали
4 эмбриона.

В аллантоисную полость вводили 0,2 мл взвеси
бактерий, после чего эмбрионы инкубировали при
температуре 37°С в течение 24 ч. В качестве контро�
ля вводили стерильный физиологический раствор.
Титр определяли по методу Кербера [13].

Результаты исследования

Анализ штаммов L. monocytogenes в ПЦР

Использованные праймеры Lmp3 и Lmp4 на�
правляли синтез фрагмента хромосомы L. monocy
togenes, содержащего гены prfA и plcA, кодирующие
регуляторный белок PrfA и фосфолипазу PI�PLC, и

фрагмента гена hly, кодирующего листериолизин О
(рис. 1).

Согласно компьютерному анализу, последова�
тельности хромосомы штамма EGD, относящегося
к серогруппе 1/2a, ожидали получить фрагмент
длиной 2862 нуклеотидных пар (н.п.) Скрининг
имеющейся у нас коллекции штаммов показал при�
сутствие этого фрагмента после проведения ПЦР
на лизатах всех штаммов, за исключением двух
(рис. 2).

ПЦР с лизатом штамма PAM 79 (серогруппа
1/2a) приводила к появлению укороченного про�
дукта размером около 1500 н. п.

С лизатом штамма NCTC 10528 (серогруппа
4ab) ПЦР не давала продукта. С целью устранения
возможных причин, связанных с наличием ингиби�
рующих примесей в лизате, из этого штамма была
выделена ДНК. Однако использование очищенной
ДНК не привело к появлению продукта в ПЦР.
РАМ 79 и NCTC 10528 были исключены из рест�
рикционного анализа и использовались в дальней�
шем только для определения вирулентности.

Рестрикционный анализ фрагмента,
полученного в ПЦР

Проведено фрагментирование продуктов ПЦР
рестриктазами EcoR I, BamH I, Cla I и Hind III, на�
личие сайтов рестрикции для которых было показа�
но компьютерным анализом последовательности
штамма EGD (рис. 1).

При использовании рестриктаз EcoR I и BamH I
рестрикция продуктов ПЦР всех штаммов приводи�
ла к появлению ожидаемых фрагментов размерами
1743, 939 и 980, 862, 840 н. п. соответственно (рис. 3).

Однако при использовании рестриктазы Cla I
штаммы разделились на 2 группы – А и В (рис. 4,
табл. 1).

К группе А отнесли штаммы, которые демонстри�
ровали тот же спектр фрагментов, что и штамм EGD,
а именно 3 фрагмента массой 1874, 733 и 75 н. п.,
последний из которых был виден только на поли�
акриламидном геле.

Рис. 1. Фрагмент хромосомы L. monocytogenes, амплифицируемый в ходе ПЦР с праймерами Lmp3 – Lmp4. Указаны
положение и направление считывания генов prfA, plcA и hly. Положение сайтов рестрикции указано на основании
компьютерного анализа последовательности штамма EGD [7]



255

Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия № 3, Том 5, 2003

Штаммы группы В имели отличный спектр, со�
державший 4 полосы, по�видимому, из�за дополни�
тельного сайта рестрикции, разбивавшего полосу
размером 1874 н. п. на 2 с приблизительными раз�
мерами 1150 и 700 н. п., вычисленными на основе
сравнения с маркерной ДНК.

Таким образом, штаммы группы В имели в спект�
ре 4 полосы размерами порядка 1150, 700, 733 и 85
н. п., из которых (733 и 700 н. п.) из�за практически
одинакового размера при электрофорезе сливались
в одну.

При фрагментировании рестриктазой Hind III
штаммы групп А и В демонстрировали отличающи�
еся спектры.

Штаммы группы А имели в спектре, вычислен�
ном на основе последовательности штамма EGD,
3 полосы размерами 1238, 901 и 543 н. п. Штаммы
группы В имели полосу, совпадавшую по размеру с
самой тяжелой полосой 1238 н. п., и, кроме нее,
2 фрагмента с приблизительными размерами 800 и
650 н. п. (рис. 5).

Среди штаммов группы В был выделен еще один
подтип, отличавшийся исчезновением полос моле�
кулярной массой 1238 и 800 н. п., видимо, в резуль�
тате потери сайта рестрикции, поскольку отсутст�
вие этих полос сопровождалось появлением полосы
массой около 1850 н. п. Этот подтип обозначили
как группу В1.

Определение сайтов изменчивости
у полученных групп

Проведено частичное секвенирование фрагмен�
тов ПЦР штаммов NCTC 10527 и GIM 132 (5), при�
надлежащих к группам В и В1 соответственно. У
обоих штаммов обнаружили ряд нуклеотидных за�
мен по сравнению с последовательностью штамма
EGD, в том числе нуклеотидные замены, приводя�
щие к изменению сайтов рестрикции: А→G в поло�
жении 530 от начала фрагмента, А→G в положении
728 и G→A в положении 806 (рис. 6).

У штамма GIM 132 (5) нашли замену C→A в по�
ложении 1448, которая картируется в последова�
тельности гена plcA (рис. 1, 6).

Замены в положениях 728 и 806 приводили к
возникновению последовательностей, узнаваемых
рестриктазами Cla I и Hind III соответственно, а за�

21 226

5 148

3 530

2 027

1 584
1 375

947

1 2 3 4 5

Рис. 2. Ампликоны, полученные в результате ПЦР с
праймерами Lmp3 – Lmp4 (фрагмент Lmp3 – Lmp4), на
лизатах штаммов: 1 – EGD, 2 – PAM 79, 3 – NCTC 10527,
4 – NCTC 10528, 5 – PAM 62. Слева указаны размеры
фрагментов маркерной ДНК в н. п.
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мены в положениях 530 у обоих штаммов и 1448 у
штамма GIM 132 (5) – наоборот, к исчезновению
последовательности, узнаваемой рестриктазой
Hind III.

Итак, секвенирование штаммов NCTC 10527 и
GIM 132 (5) позволило создать для типов В и В1
рестриктные карты, отличавшиеся от штамма EGD
положением Hind III сайтов и наличием дополни�
тельного сайта для Cla I (рис. 6).

Определение вирулентности штаммов, приB
надлежащих к разным группам, на основе
полиморфизма генов prfA–plcA

Штаммы делили на вирулентные и невирулент�
ные на основании результатов конъюнктивальной
пробы на морских свинках. Для этого опыта были
выбраны штаммы: из группы А – NCTC 5105, из
группы В – SLCC 2540 (серогруппа 3b) и PL 4082
(серогруппа 4b), из группы В1 – PAM 62 (серогруп�
па 1/2b). В анализ также был включен штамм
PAM 79, дающий укороченный фрагмент в ПЦР с
праймерами Lmp3�Lmp4, и штамм NCTC 10528, не
дающий фрагмента в ПЦР с этими праймерами.

Штаммы NCTC 5105, PL 4082 и PAM 62 на 3�й
день вызвали местный воспалительный процесс в
виде гнойного кератоконъюнктивита, прекративше�
гося на 10�й день, после которого наблюдалось по�
мутнение роговицы в течение месяца (срок наблюде�
ния). Штаммы PAM 79 и NCTC 10528 не вызывали
видимых изменений у подопытных животных.

Таким образом, штаммы PAM 79 и NCTC 10528
являлись невирулентными.

Для количественной оценки вирулентности

штаммов SLCC 2540 и PL 4082, относящихся к
группе В, и PAM 62, относящегося к группе В1, ис�
пользовали модель куриных эмбрионов, наиболее
чувствительной из всех использованных. Зараже�
ние дозами, превышавшими 10 бактериальных кле�
ток, приводило к 100% летальности для штамма
PL 4082.

При оценке LD50 на этой модели получены сле�
дующие результаты: для штамма SLCC 2540, отно�
сящегося к серогруппе 3b, LD50 составила 10 КОЕ,
для штамма PL 4082, принадлежащего к серогруппе
4b, – 1 КОЕ, для штамма PAM 62, принадлежащего
к серогруппе 1/2b, – 18 КОЕ.

Обсуждение
результатов исследования

Исследование показало существование штаммо�
специфического полиморфизма участка хромосо�
мы L. monocytogenes, содержащего гены prfA и plcA.
Рестрикционный анализ полученного в ПЦР фраг�
мента, содержавшего эти гены, позволил разбить
штаммы на 2 группы – А и В.

Штаммы, относящиеся к группе А, обладали ре�
стрикционным спектром, аналогичным таковому у
типового штамма EGD, геномная последователь�
ность которого полностью определена [7].

Штаммы группы В отличались наличием допол�
нительного сайта узнавания для рестриктазы Cla I
и появлением нового Hind III сайта, сопровождае�
мого исчезновением другого.

Все эти изменения были связаны с «молчащи�
ми» единичными нуклеотидными заменами в по�
следовательности гена prfA, не приводящими к
аминокислотным заменам в белковом продукте.
Кроме того, в группе В была выявлена подгруппа,
обозначенная В1, характеризующаяся исчезнове�
нием Hind III сайта также вследствие единичной
нуклеотидной замены, произошедшей в последова�
тельности гена plcA. Это изменение нуклеотидной
последовательности приводит к аминокислотной
замене Ala247Ser в С�концевой части фосфолипазы
PI�PLC, кодируемой этим геном. С�концевая об�
ласть листериозной фосфолипазы является наиме�
нее консервативной по отношению к гомологичным
белкам грамположительных бактерий Bacillus
cereus и B. thuringiensis, а также эукариотическим
PI�PLC [14].

Прослежена связь между ПЦР–ПДРФ�типом и
принадлежностью к серогруппе. К группе А относи�
лись штаммы, принадлежавшие к серогруппам 1/2a
и 3a, к группам В и В1 – штаммы, принадлежавшие
к серогруппам 1/2b, 3b, 4b и 4d.

В последнее время опубликованы работы, в ко�
торых методами риботипирования, мультилокус�
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Рис. 5. Штаммоспецифический полиморфизм фрагмента
Lmp3 – Lmp4 при рестрикции Hind III. Внутри группы В
выделена группа В1 (пояснения в тексте). Слева указаны
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ного ферментного анализа и гель�электрофореза в
переменном поле показано наличие в виде L. mono
cytogenes 3 филогенетических линий, каждая из ко�
торых объединяет штаммы, принадлежащие к опре�
деленным серогруппам.

К п е р в о й линии относятся штаммы, принад�
лежащие к серогруппам типа а и с, ко в т о р о й –
b и d, к т р е т ь е й – 4а, серогруппа, занимающая
уникальную позицию [4, 6].

Полученные результаты показывают связь меж�
ду принадлежностью штамма к определенной фи�
логенетической линии и нуклеотидной последова�
тельностью центрального регуляторного элемента
системы генов патогенности prfA. Штаммы, отне�
сенные по ПЦР–ПДРФ�спектру к группе А, при�
надлежат, по�видимому, к п е р в о й филогенети�
ческой линии, относящиеся к типам В и В1 –
ко в т о р о й филогенетической линии.

Характерная принадлежность определенных ал�
лелей к той или иной филогенетической линии так�
же показана для генов, кодирующих листериоли�
зин О, интерналин и белок Р60 – факторы патоген�
ности листерий, необходимые в процессе внутри�
клеточного паразитизма [6]. Анализ этих данных
свидетельствует об отсутствии горизонтального
переноса генов между клональными линиями
L. monocytogenes.

В нашем распоряжении был всего одни штамм,
относившийся к т р е т ь е й филогенетической ли�
нии, – NCTC 10528 (серогруппа 4ab). Однако имен�
но с этим штаммом нам не удалось получить про�
дукта в ПЦР, что, по�видимому, связано с сущест�
венными изменениями в исследуемой области.
Согласно данным по риботипированию и секвени�
рованию 16S РНК, представители этой линии со�
ставляют изолированную группу в составе вида

L. monocytogenes, и некоторые исследователи пред�
лагают выделить ее в отдельный подвид [4].

Некоторые важные фенотипические характери�
стики листериозных штаммов, такие, как вирулент�
ность или тропизм к той или иной экологической
нише, коррелируют с той или иной филогенетиче�
ской линией.

Так, представители п е р в о й филогенетиче�
ской линии наиболее часто выделяются из продук�
тов питания. В то же время подавляющее большин�
ство случаев листериоза у людей связано с предста�
вителями в т о р о й филогенетической линии. За�
болевания животных практически в равной степени
связаны с представителями всех трех линий, одна�
ко представители т р е т ь е й филогенетической
линии ни разу не были документированы как воз�
будители инфекции у человека [4, 15].

Из исследованных нами штаммов 18 были выде�
лены из продуктов питания, из них 12 имели
ПЦР–ПДРФ�спектр типа А и, следовательно, отно�
сились к п е р в о й филогенетической линии
L. monocytogenes. Ко в т о р о й линии были отнесе�
ны 6 штаммов, поскольку имели ПЦР–ПДРФ�
спектр типа В, причем у 2 из них выявлен спектр
подтипа В1, который не обнаружен у штаммов из
других источников. Оба исследованных штамма
клинического происхождения имели спектр типа В
и отнесены ко в т о р о й филогенетической линии.

При оценке вирулентности на качественном
уровне не выявлено существенных отличий как сре�
ди представителей в т о р о й филогенетической
линии, так и между представителями п е р в о й и
в т о р о й линий. При дополнительном исследова�
нии вирулентности на модели куриных эмбрионов
обнаружена в 10 раз более низкая 50% летальная до�
за заражения представителем серогруппы 4b, чем с
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Рис. 6. Расположение Cla I и Hind III сайтов рестрикции в зависимости от принадлежности к группе А (сайты ука�
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представителями других серогрупп, относившихся
ко в т о р о й филогенетической линии. Именно
представители серогруппы 4b наиболее опасны для
человека, так как практически все крупные эпидеми�
ческие вспышки листериоза, связанные с употребле�
нием контаминированных продуктов питания, обус�
ловлены штаммами этой серогруппы [3, 15].

Интересно отметить, что при параллельном
определении вирулентности на новорожденных
мышах нами не выявлено различий между предста�
вителями различных серогрупп (данные не приве�
дены). Вероятно, куриные эмбрионы являются бо�
лее чувствительной и специфической моделью при
оценке вирулентности штаммов L. monocytogenes.

Изучение вирулентности показало также, что
штаммы с существенными изменениями в исследу�
емой области – уменьшение размера исследуемого
фрагмента по сравнению с ожидаемым или полное
его отсутствие – являются невирулентными. Оче�
видно, это связано с той важной ролью, которую
играют продукты генов prfA и plcA в вирулентности
L. monocytogenes.

Делеция гена prfA приводит к потере вирулент�
ности, что объясняется незаменимостью продукта
этого гена для экспрессии практически всех факто�
ров патогенности [8]. К этим факторам принадле�
жит и продукт гена plcA, фосфолипаза PI�PLC, яв�
ляющаяся секретируемым белком, необходимым
для жизнедеятельности листерий внутри эукарио�
тической клетки – необходимого этапа инфекцион�
ного процесса [14].

Таким образом, использованная нами система
рестрикционного анализа фрагмента хромосомной
ДНК L. monocytogenes позволяет судить о принад�
лежности выделенного штамма к определенной фи�
логенетической линии, а отсутствие или сущест�
венное уменьшение размера продукта с большой
степенью вероятности свидетельствует о непато�
генности штамма.
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