
  

Серия «Биология. Экология» 

2021. Т. 37. С. 43–53 

Онлайн-доступ к журналу: 

http://izvestiabio.isu.ru/ru 

И З В Е С Т И Я 

Иркутского 

 государственного 

 университета 

 

УДК 579.869.1+616-078 

https://doi.org/10.26516/2073-3372.2021.37.43 

Получение и оценка эффективности диагностической 

агглютинирующей сыворотки для идентификации  

возбудителя листериоза 

Н. М. Хаптанова1, Н. М. Андреевская1, Ж. А. Коновалова1,  

Н. Г. Гефан1, С. В. Лукьянова1, А. С. Остяк1, Н. Н. Карцев2,  

В. Н. Борзенков2, С. В. Балахонов1 

1 Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Иркутск, Россия 
2 Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии  

Роспотребнадзора, пос. Оболенск, Московская область, Россия  

E-mail: khaptnat@mail.ru 

Аннотация. Описаны методы получения диагностической агглютинирующей сыворот-

ки для реакции агглютинации (РА), применяемой при качественной идентификации воз-

будителя листериоза. Разработана схема иммунизации животных-продуцентов для по-

лучения сыворотки. Представлены результаты оценки клинической информативности 

сыворотки по показателям диагностической чувствительности в отношении гомологич-

ных штаммов L. monocytogenes и диагностической специфичности с близкородственны-

ми и гетерологичными штаммами в пробирочной РА и на стекле. Показан 14%-ный уро-

вень допустимого расхождения внутрипостановочной внутрисерийной воспроизводимо-

сти исследований для всех положительных проб. 
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Введение 

В настоящее время листериоз представляет собой актуальную пробле-

му как пищевая инфекция человека [Ефимочкина, 2013]. Согласно данным 

медицинской статистики, с употреблением продуктов питания в последние 

годы связаны крупные вспышки листериоза с высоким процентом леталь-

ных исходов [Matle, Mbatha, Madoroba, 2020; Listeria monocytogenes contam-

ination ... , 2018; The public health ... , 2020]. Ввиду полиморфизма симптомов 

клиническая диагностика заболевания бывает затруднительна. При иденти-

фикации возбудителя листериоза (Listeria monocytogenes) наряду с опреде-

лением морфологических, культуральных и биохимических свойств широко 
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используются серологические исследования [Частная медицинская микро-

биология ... , 2020].  

Одним из специфичных, простых и доступных методов является реак-

ция агглютинации (РА), для постановки которой необходимы диагностиче-

ские агглютинирующие сыворотки [Перетрухина, Блинова, 2010]. Исполь-

зование РА предпочтительно для быстрого выявления наличия или отсут-

ствия в биологическом материале возбудителя листериоза [Тартаковский, 

2000]. К факторам, определяющим диагностическую ценность, аналитиче-

скую надежность и клиническую информативность результатов РА, отно-

сятся чувствительность и специфичность сыворотки. В связи с этим акту-

альны разработка и оценка эффективности листериозной сыворотки.  

Цель работы – получить гипериммунную агглютинирующую сыворот-

ку для идентификации возбудителя листериоза и оценить её эффективность. 

Материалы и методы 

Для проведения исследований в качестве животных-продуцентов ли-

стериозной сыворотки выбрали 54 экземпляра кролика породы шиншилла 

массой 2,5–3,0 кг, полученных из лаборатории подопытных животных 

ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Ро-

спотребнадзора» (Иркутский НИПЧИ). Все стадии исследования с исполь-

зованием животных проведены в соответствии с нормативами1. Специфиче-

скую стерильность иммуногена проверяли согласно методическим указани-

ям2. Для этого иммуноген высевали по 0,3 мл в пробирки с мясо-пептонным 

бульоном (МПБ) с 1%-ной глюкозой и по 0,1 мл на чашки Петри с мясо-

пептонным агаром (МПА) с 1%-ной глюкозой (ГОСТ-10444.1, п. 5.123). Посе-

вы инкубировали при (37±1) °C в течение 6 сут. с ежедневным просмотром. 

Затем из накопительной среды, после трёх суток инкубации, делали посевы на 

две чашки с МПА с 1%-ной глюкозой с последующей инкубацией до трёх 

суток. Содержание белка в иммуногене определяли с применением бычьего 

сывороточного альбумина (Sigma-Aldrich, США) в качестве стандарта [Protein 

measurement ... , 1951]. 

Для определения чувствительности и специфичности листериозной сы-

воротки ампулы с лиофилизированными культурами L. monocytogenes и Lis-

teria spp. (L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeryi, L. welschimerii, 

L. murrayi), полученными из Иркутского НИПЧИ (отдел «Коллекция пато-

генных бактерий»), вскрывали и вносили по 0,3 мл 0,9%-ного раствора 

натрия хлорида. После растворения микробную взвесь культур высевали на 

МПБ с 1%-ной глюкозой и инкубировали при 37±1 °C в течение 24 ч. Далее 

                                                           
1 ГОСТ 33216-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила со-

держания и ухода за лабораторными грызунами и кроликами. М., 2019, 10 с. 
2 Методические указания МУК 4.1/4.2.588-96. Методы контроля медицинских иммунобиологических 
препаратов, вводимых людям // Противоэпидемические мероприятия. Т. 2 / ред.: Г.  Г. Онищенко, 

Б. Л. Черкасский. М., 2006. С. 858-934. 
3 ГОСТ 10444.1-84. Консервы. Приготовление растворов реактивов, красок, индикаторов и питатель-
ных сред, применяемых в микробиологическом анализе. М., 2010. 228 с. 
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пересевали на две чашки Петри со средой для культивирования листерий 

(СКЛ) и инкубировали при 37±1 °C в течение 24 ч. 

Лиофилизированные культуры гетерологичных микроорганизмов Esch-

erichia coli, Salmonella enterica enteritidis, S. e. typhimurium, Shigella flexneri, 

Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, предварительно разведённые в 

0,3 мл 0,9%-ного раствора натрия хлорида, высевали на бульон Хоттингера 

(рН 7,2) (ГОСТ-10444.1, п. 5.20) и инкубировали при 37±1 °C в течение 24 ч. 

Далее пересевали на две чашки Петри с агаром Хоттингера (pH 7,2) (ГОСТ-

10444.1, п. 5.20.3) с последующей инкубацией при 37±1 °C в течение 24 ч. 

Чувствительность полученной листериозной сыворотки определяли в 

пробирочной РА и на стекле с 25 штаммами L. monocytogenes; на специфич-

ность – с 22 штаммами Listeria spp. и гетерологичными микроорганизмами. 

Антигены готовили в 2 мл 0,9%-ного раствора натрия хлорида по отрасле-

вому стандартному образцу (ОСО) мутности 10 МЕ, что соответствовало 

0,93∙109 м. к./мл. Учёт результатов в пробирочной РА проводили через 21 ч 

по 4-крестовой схеме: 4 креста – крупно- или мелкозернистая агглютинация 

при полном просветлении жидкости; 3 креста – крупно- или мелкозернистая 

агглютинация при легкой опалесценции жидкости; 2 креста – слабая мелко-

зернистая агглютинация на фоне мутной жидкости; 1 крест – следы агглю-

тинации на фоне мутной жидкости. «–» – отрицательная, отсутствие про-

светления и зонтика. Реакция считалась положительной на 3–4 креста в раз-

ведении 1:400. Учёт результатов РА на стекле считали положительной при 

появлении мелко- или крупнозернистого агглютината, ясно видимого нево-

оружённым глазом в течение 3 мин. 

При оценке результатов рассчитывали процентную частоту попаданий 

в выборке, определяли нижнюю границу доверительного интервала, в кото-

ром находится истинная доля признака (вероятность) в зависимости от чис-

ла независимых опытов, и сходимость внутрипостановочных, воспроизво-

димость межпостановочных и межсерийных испытаний определяли путём 

сравнения двух вероятностей биномиальных распределений при статистиче-

ской надежности 95 % [Методические рекомендации … , 2018].  

Исследования листериозной сыворотки проведены на базе Иркутского 

НИПЧИ и ФГБУН «Государственный научный центр прикладной микро-

биологии и биотехнологии» (пос. Оболенск) с использованием в работе 

штаммов, полученных из коллекций патогенных микроорганизмов этих 

учреждений. 

Результаты и обсуждение 

При проведении исследований использовали две серии эксперимен-

тальной листериозной сыворотки, полученной по разработанной схеме им-

мунизации кроликов-продуцентов с применением корпускулярного антиге-

на (иммуногена). 

Для получения иммуногена штамм L. monocytogenes 766 выращивали 

во флаконах на экспериментальной среде СКЛ (Иркутский НИПЧИ) при 

температуре 37±1 °С в течение 48 ч. Бактериальную массу смывали забуфе-
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ренным физиологическим раствором, определяли концентрацию микробных 

клеток по отраслевому стандартному образцу мутности 10 ME (ОСО 42-28-85 

соответствующего года выпуска), далее инактивировали кипячением в тече-

ние 1 ч. На среде СКЛ получена микробная масса L. monocytogenes 766, об-

ладающая типичными культурально-морфологическими и антигенными 

свойствами без признаков диссоциации культуры [Конструирование пита-

тельной среды … , 2020].  

Проверка специфической стерильности листериозного иммуногена в 

течение 6 сут. показала отсутствие роста листерий. Содержание белка в им-

муногене составило 5,2±0,13 мг/мл.  

Схема иммунизации кроликов-продуцентов включала трёхкратное вве-

дение иммуногена с интервалом в три дня в возрастающей концентрации 

внутривенно 6; 16 и 25 млрд м. к./мл и внутримышечно 500 млн м. к./мл. На 

седьмой день после третьей иммунизации в пробах крови от каждого кроли-

ка определяли титр антител в сыворотках, который соответствовал значени-

ям не ниже 1:400. 

Для получения сыворотки кровь помещали в термостат при температу-

ре 37±1 °C на 1 ч для свертывания, образовавшийся сгусток отделяли от 

стенок пробирки, после чего сыворотку выдерживали в течение 18–20 ч в 

холодильнике при температуре 7±1 °C. На следующий день все сыворотки 

объединяли и вновь ставили РА. Затем полученную сыворотку консервиро-

вали борной кислотой (массовая доля основного вещества не менее 99,8 %) 

из расчёта 1,5 %, далее добавляли стабилизатор, смешивая сахарозу (массо-

вая доля кислот в пересчёте на уксусную кислоту не более 0,005 %) и 

натрий тиосульфат 5-водный (массовая доля основного вещества не менее 

99,5–100,5 %). Сыворотку фильтровали через фильтр Sartobran (Sartoris, 

Германия) и разливали по 1 мл в ампулы (ШП-5-НС-1 по ОСТ 64-2-485-854), 

лиофилизировали и запаивали. Получено 47 серий листериозной агглюти-

нирующей сыворотки, для проведения исследований в работу взяты две се-

рии (43, 44). 

Для оценки диагностической чувствительности листериозной сыворот-

ки готовили пробы бактериальных суспензий штаммов L. monocytogenes в 

концентрации 0,93 × 109 м. к./мл и проводили постановку пробирочной РА и 

на стекле (табл. 1). 

При исследовании 25 штаммов L. monocytogenes I и II серогрупп (серо-

типы 1/2а, 1/2b, 1/2с, 3а, 3b, 3с, 4а, 4b, 4с, 7), выделенных на территории 

Российской Федерации из различных источников (клинический материал, 

пищевые продукты, сточные воды) в пробирочной РА титр сыворотки не 

отличался и составлял 1:800, на стекле получен положительный результат в 

100 % случаев. Таким образом, исследуемая листериозная сыворотка обла-

дала высокой диагностической чувствительностью, истинная доля серопо-

ложительных случаев составляла 89 %, что определяли расчётом нижней 

границы доверительного интервала со статистической надёжностью 95 %. 

                                                           
4 ОСТ 64 2-485-85. Ампулы стеклянные для лекарственных средств. Технические условия. М., 1985. 36 с.  
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Таблица 1 

Результаты определения диагностической чувствительности листериозных сывороток  

в РА со штаммами L. monocytogenes 

№ п/п 
Штаммы  

L.monocytogenes 
Серотип 

Место  

выделения 
Источник выделения 

Результаты реакции 

РА на стекле 

серии 43/44 

Пробирочная 

РА (1:800) 
серии 43/44 

1 ВВ-1 l/2a, 3а г. Ярославль Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

2 TVe11985 l/2a, 3а г. Тверь Мясной полуфабрикат 3+/4+ 4+/4+ 

3 TVe12269 l/2a, 3а г. Тверь Рыбный полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

4 Bel-1 l/2a, 3а г. Белгород Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

5 V23w l/2a, 3а г. Вологда Мясной полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

6 V30w l/2a, 3а г. Вологда Полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

7 V40w l/2a, 3а г. Вологда Полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

8 V44w l/2a, 3а г. Вологда Полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

9 V59w l/2a, 3а г. Вологда Мясной полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

10 V299w l/2a, 3а г. Вологда Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

11 Water 3 l/2a, 3а г. Вологда Сточные воды 4+/4+ 4+/4+ 

12 Water 4 l/2a, 3a г. Вологда Сточные воды 4+/4+ 4+/4+ 

13 766 l/2a, 3a Нет данных Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

14 И-76 l/2a, 3a 
Иркутская 

обл. 

Клинический материал 
4+/4+ 4+/4+ 

15 MIB-871 1/2с, 3с г. Москва Клинический материал 4+/3+ 4+/4+ 

16 МО-Оb 1/2с, 3с г. Москва Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

17 OR-513 4b г. Орел Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

18 OR-517 4b г. Орел Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

19 MO-um 4b г. Москва Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

20 ROS150-1 1/2b, 3b, 7 
г. Ростов-на-

Дону 
Мясной полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

21 V41w 1/2b, 3b, 7 г. Вологда Рыбный полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

22 И-71 1/2b, 3b, 7 г. Иркутск Мясной полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

23 И-72 1/2b, 3b, 7 г. Иркутск Мясной полуфабрикат 4+/4+ 4+/4+ 

24 V276-2w 4а, 4с г. Вологда Клинический материал 4+/4+ 4+/4+ 

25 Water 5 4а, 4с г. Вологда Сточные воды 4+/4+ 4+/4+ 

 

Для определения диагностической специфичности листериозной сыво-

ротки готовили бактериальные суспензии 22 штаммов, включающие близ-

кородственные и гетерологичные микроорганизмы (L. grayi, L. innocua, 

L. ivanovii, L. seeligeryi, L. welschimerii, L. murrayi, E. coli, S. e. enteritidis,  

S. e. typhimurium, Sh. flexneri, S. aureus, Y. enterocolitica) в концентрации 

0,93∙109 м. к./мл. В результате проведённых исследований в пробирочной РА 

и на стекле с листериозными сыворотками (с. 43, 44) получены отрицатель-

ные результаты со всеми штаммами (табл. 2). 
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Таблица 2 

Результаты определения диагностической специфичности листериозных сывороток  

с. 43/44 в РА с Listeria spp. и гетерологичными штаммами 

№  

п/п 
Вид микроорганизмов 

Название 

штамма 

Результаты реакции 

РА на стекле 

с. 43/44 

Пробирочная РА 
(1:800) 

с. 43/44 

1 L. grayi АТСС25400 – / – – / – 

2 L. grayi МКМ2 – / – – / – 

3 L. grayi ИП – / – – / – 

4 L. innocua АТСС33090 – / – – / – 

5 L. innocua В-64 – / – – / – 

6 L. innocua М4 – / – – / – 

7 L. ivanovii АТСС19119 – / – – / – 

8 L. ivanovii 7842 – / – – / – 

9 L. ivanovii 11840 – / – – / – 

10 L. seeligeryi АТСС35967 – / – – / – 

11 L. seeligeryi SLSC5981 – / – – / – 

12 L. seeligeryi LSC3954 – / – – / – 

13 L. welschimerii B-107 – / – – / – 

14 L. welschimerii 4911 – / – – / – 

15 L. welschimerii Ярославль3 – / – – / – 

16 L. murrayi G-44 – / – – / – 

17 E. coli АТСС25952 – / – – / – 

18 S. enteritidis Gartneri – / – – / – 

19 S. typhimurium 21 – / – – / – 

20 Sh. flexneri 170 – / – – / – 

21 S. aureus 6538 – / – – / – 

22 Y. enterocolitica O3 628/1 – / – – / – 

Примечание: «–» – РА отрицательна. 

Истинная доля отрицательных результатов определения диагностиче-

ской специфичности листериозной сыворотки в РА с близкородственными и 

гетерологичными штаммами составила 87 % (нижняя граница доверитель-

ного интервала) со статистической надежностью 95 %. 

Разработанная схема иммунизации кроликов-продуцентов позволяет в 

короткие сроки получить высокоактивную гипериммунную листериозную 

агглютинирующую сыворотку и исключает этап адсорбции гетерологичных 

антител.  

Заключение 

В результате проведённых исследований получена листериозная агглю-

тинирующая сыворотка и выполнена оценка её диагностической чувстви-

тельности и специфичности в пробирочной РА и на стекле с культурами Lis-

teria spp. и гетерологичными штаммами. Диагностическая чувствительность 

с 25 штаммами L. monocytogenes определена в титре 1:800 в пробирочной 

РА и на стекле, получен положительный результат в 100 % случаев. При 
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исследовании диагностической специфичности 22 образцов близкород-

ственных и гетерологичных штаммов получены отрицательные результаты. 

При проведении испытаний наблюдалась полная внутрипостановочная 

сходимость, а также межпостановочная и межсерийная воспроизводимось. 

Полученные результаты свидетельствуют о высокой эффективности листе-

риозной агглютинирующей сыворотки и возможности её применения в кли-

нической лабораторной диагностике для выявления возбудителя листериоза. 

Исследования показали высокую эффективность полученной листериозной 

сыворотки, которая обладает высокой диагностической чувствительностью 

к L. monocytogenes и специфичностью в отношении близкородственных и 

гетерологичных микроорганизмов. 
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of Listeriosis 
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1Irkutsk Antiplague Research Institute of Siberia and Far East, Irkutsk, Russian Federation 
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Abstract. Listeriosis is a saprozoonotic natural anthropurgic infectious disease caused by Lis-

teria monocytogenes, with multiple pathways and factors of its transmission, characterized by 

pronounced clinical polymorphism from carriage and subclinical to severe generalized forms, 

meningitis and meningoencephalitis, and high mortality among newborn children and individ-

uals with immunodeficiency. Express diagnostics of listeriosis is based on the use of immuno-

chemical (immunodiffusion reaction, enzyme immunoassay) and molecular genetic (polymer-

ase chain reaction) methods. In the practice of laboratory diagnostics, serological methods for 

the study of listeriosis remain in high demand for verifying the clinical diagnosis. One of the 

specific, reliable and available serological methods for laboratory diagnostics of causative 

agents of infectious diseases remains the agglutination test (AT), to conduct which, listeria 

agglutinating serum is required. Obtaining diagnostic agglutinating listeria serum with a high 

level of diagnostic sensitivity and specificity will allow timely identification of the pathogen in 

the test tube AT and on glass, based on the specific interaction of the antigen with the anti-

body, with the formation of agglutinate visible to the naked eye. In this study a scheme has 

been developed for immunization of animal producers to obtain diagnostic listeria agglutinat-

ing serum. Evaluation of the clinical efficiency of two series of the serum was carried out 

based on the indices of diagnostic sensitivity with different serovariants of L. monocytogenes 

and diagnostic specificity with closely related and heterologous strains in the test tube AT and 

on glass. During the study of 25 strains of L. monocytogenes serogroups I and II (serotypes 

1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 7) isolated on the territory of the Russian Federation 

from various sources (clinical material, food products, wastewater), the serum titer did not 

differ and amounted to 1:800 in the course of in vitro agglutination reaction; a positive result 

was obtained on glass in 100% of cases. The assessment of the statistical reliability of the ob-

tained test results was at least 89 % with a statistical significance of 95 %, which indicates a 

high diagnostic efficiency of the serum. In order to establish intra-stage convergence and inter-

series reproducibility of studies, two probabilities of binomial distributions were compared. 

The convergence of staged studies for all positive samples has been proven. Based on the re-

sults obtained, listeriosis serum can be used as a medical preparation for in vitro diagnostics of 

the causative agent of listeriosis. 

Keywords: Listeria monocytogenes, listeria agglutinating serum, diagnostic sensitivity, diag-

nostic specificity, diagnosis. 
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