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Бактериологический контроль пищевых продуктов на наличие листерий.
Методические рекомендации

Данные методические рекомендации подготовлены академиком РАСХН, д.в.н., профессором И.А. Бакуловым и заведующим кафедрой микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и ветеринарно-санитарной экспертизы Ульяновской государственной сельскохозяйственной академии д.б.н., профессором Д.А. Васильевым. В них обобщен некоторый опыт работы по проблеме пищевого листериоза и даны рекомендации по выделению, микробиологической идентификации и дифференциации бактерий рода Listeria. Издание предназначено для студентов ветеринарных и медицинских факультетов, врачей бактериологов, специалистов занимающихся вопросами санитарной гигиены пищевых продуктов

© И.А. Бакулов. Д.А. Васильев.

Предисловие

Разработка данных рекомендаций обусловлена методическими трудностями, возникающими у врачей-бактериологов при исследовании пищевых продуктов на наличие листериозных бактерий. Ошибки при данной работе вполне возможны. Так, например, М. Gray (1964 г.) указывал, что по заявлению отдела здравоохранения штата Массачусетс (США) только 55% лабораторий правильно идентифицировали высланную им контрольную листериозную культуру. По данным К. Шлыгиной (1970 г.) из 144 культур, поступивших в ИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи для идентификации, только 39% являлись листериозными. По сообщению В.М. Котлярова (1973 г.) только 60% штаммов, присланных во ВНИИВВиМ как листериозные, соответствовало этой бактериальной культуре.

Еще больше трудностей возникает при проведении бактериологического контроля продуктов питания на наличие возбудителя листериозной инфекции. В этом случае необходимы: быстрота исследования, т.к. пищевые продукты не могут долго храниться, высокая достоверность результатов, не только качественный, но и количественный анализ, т.е. определение величины контаминации. На наш взгляд, в значительной степени эти трудности обусловлены отсутствием инструктивного документа, в котором бы указывались методические приемы (схемы исследования) и давались рекомендации по проведению бактериологического контроля пищевого продукта, на возможное присутствие в нем листериозной культуры.

В инструктивных документах по лабораторной диагностике листериоза животных и людей, утвержденных начальником ГУВ СССР и начальником Главного управления карантинных инфекций МЗ СССР в 1987 году, такие рекомендации отсутствуют. Это связано с определенной недооценкой медицинскими и ветеринарными специалистами нашей страны опасности пищевых продуктов как фактора распространения листериозной инфекции среди людей.

Необходимо знать, что, бактерии Listeria monocytogenes широко распространенные в окружающей среде, могут передаваться человеку через зараженные продукты питания на любом этапе их получения и обработки. Эти микроорганизмы обнаружены в молочных продуктах, мясе животных и птиц, овощах, салатах и морских продуктах. В отличие от большинства других патогенных бактерий, листерии размножаются в холодильниках (+4°С). Инфекция, вызываемая листериями, несмотря на невысокий процент заболеваемости, имеет весьма значительную летальность (до 62%).

Наибольшему риску заболевания подвергаются беременные женщины и их плод, больные диабетом, получающие лечение, которое нарушает их природный иммунитет, престарелые, больные СПИДом, алкоголики. Все эти люди относятся к категории лиц I группы риска.

Предлагаемые методические рекомендации, не являясь юридическим документом, делают попытку заполнить указанный пробел. При составлении этих рекомендаций были использованы методические приемы и опыт работы с возбудителем листериозной инфекции в референс-лаборатории по листериозу ВНИИВВиМ, разработки сотрудников лаборатории бактериологии ВНИИВВиМ – Белоусовым В.Е., Котляровым В.М., Цыгановой А.А. рекомендации отечественных и зарубежных научных центров и отдельных исследователей, инструктивные документы ГУВ и МЗ СССР, материалы международных листериозных симпозиумов.

Данные рекомендации являются дополнением к ранее изданному авторами пособию «Листериоз как пищевая инфекция. Вопросы диагностики и профилактики» (Ульяновск, 1991 г.)

Все пожелания и замечания просим направлять по адресу: 432002, г. Ульяновск, почтовое отделение 71, абонементный ящик 2683, Васильеву Д.А. Авторы с благодарностью примут их и учтут в своей дальнейшей работе.

Дифференциация листерий от микроорганизмов других родов.

В таблице 1 (стр. 35) перечислены свойства, используемые при дифференцировании бактерий рода Listeria от других грамположительных, не образующих споры, имеющих форму палочек бактерий.

Идентификация новых изолятов может быть осуществлена путем исследования морфологии клеток, морфология колоний и гемолитических реакций на агаре (содержащем 5% (объем/объем) крови овец или лошадей), сине-зеленого цвета колоний, когда их рассматривают под микроскопом на триптозном агаре методом косого (бокового) освещения после 18-24 ч. роста при 37°С, требования к кислороду, образования каталазы, гидролиза эскулина и гиппурата натрия, образования щелочной фосфатазы и образования кислоты из углеводов в соответствующей среде. Серологическая идентификация может быть использована для определенной идентификации листерий.

Представителей рода Listeria чаще всего можно спутать с бактериями родов: Brochothrix, Lactobacillus, Erysipelotrix, Kurthia. Коккобацилярные формы рода Listeria можно смешать с кокковыми микроорганизмами. В этом случае дифференциальным тестом является реакция на каталазу. Листерии можно легко отличить от бактерий рода Kurthia по их различным кислородным требованиям, Kurthia это строго аэробный род; по ферментации различных сахаров виды Kurthia в реакциях ферментации, либо образуют небольшое количество кислоты, либо вообще ее не образуют.

Виды Listeria можно отличить от бактерий рода Erysipelotrix по положительной реакции на каталазу, по образованию колоний с заметным сине-зеленым блеском на триптозном агаре (Дифко) при исследовании под микроскопом методом косого освещения; по подвижности; по более сильной сахаролитической активности; по гидролизу эскулина и гиппурату натрия. Бактерии этих родов отличаются по антигенному составу.

Виды листерий можно отличить от большинства лактобацилл по положительной реакции на каталазу. Существуют, однако, каталазоположительные лактобациллы и некоторые штаммы листерий, являющиеся каталазоотрицательными. Бактерии рода Listeria очень медленно растут или вообще не растут на среде MRS (de Mann. et. al. 1960), на этой среде лактобациллы растут очень хорошо. Исследования показали, что при комнатной температуре штаммы Listeria подвижные, тогда как большинство лактобацилл не двигается. При микроскопическом исследовании методом косого освещения на триптозном агаре лактобациллы не показывают сине-зеленого оттенка. Различие между двумя родами заключается также в ферментации углеводов.

Серологически бактерии родов Listeria и Lactobacillus отличаются друг от друга.

В некоторых отношениях представителей рода Listeria можно легко спутать с Brochothrix. Оба эти рода часто выделяют из расфасованного мяса и птицы, которые хранят при температурах рефрижераторов. Отличить два рода можно по неспособности Brochothrix thermosphacta к росту при 37°С и по неспособности рода Listeria к росту на среде Cartner (1966). Колонии Brochothrix thermosphacta выращенные на триптозном агаре, исследованные под микроскопом методом косого освещения, не выглядят сине-зелеными. Кроме того, Brochothrix thermosphacta не гидролизует гиппурат натрия, но образует кислоту из большого количества сахаров. Серологически два таксона отличаются друг от друга (Wilkinson, D. Vones 1975).

Внутривидовая дифференциация листерий.

Учитывая, что только два вида Listeria monocytogenes и Listeria ivanovii: являются патогенными и представляют опасность для макроорганизма, мы считаем целесообразным привести характеристику каждого вида листерий для их идентификации. Как уже выше упоминалось, в нашей стране нет серологических диагностикумов для видовой типизации, и поэтому внутриродовую дифференциацию листерий приходится проводить по иным признакам.

1. Listeria monocytogenes

Этот вид является типовым для бактерий данного рода. Для микроорганизмов этого вида характерными являются следующая группа признаков. Это неспорообразующие, короткие палочки правильной формы диаметром 0,4-0,5 мкм и длиной 0,5-2 мкм с закругленным концами. Иногда встречаются клетки с слегка изогнутыми концами. Расположение в мазках либо поодиночке, либо в коротких цепочках возможно в виде частокола или же римской буквы V.

В мазках можно увидеть и групповое расположение, параллельное вдоль длинной оси. В мазках из инфицированного пат. материала или из жидкой среды встречаются листерии кокковой формы диаметром 0,4-0,5 мкм и длиной 0,4-0,6 мкм. Они могут быть ошибочно приняты за стрептококки. В более зрелых или необработанных культурах могут встречаться формы в виде волокон длиной до 6-20 мкм.

Окраска по Граму положительная. Но в старых культурах теряют способность к сохранению окраски по Граму. Некислотоустойчивы. 

C. Smith, J. Metzger (1962) сообщили о наличии мукополисахаридной капсулы у листерий, однако другие исследователи не подтвердили этого факта. В частности, Н. Seeliger (1968) в результате детальных исследований опроверг факт наличие капсулы у данного микроорганизма.

Листериозная палочка во время культивирования при комнатной температуре всегда подвижна. При температуре +37°С жгутики как правило, не образуются и листерий оказываются неподвижной.

Листериозная культура данного вида является аэробной и факультативно анаэробной. Температурный диапазон роста от +1 до +4°С. Однако культура остается жизнеспособной и при более высоких температурах (до 70-71°С). Температурный оптимум 25-37°С. Листерии способны расти и размножаться в диапазон рН от 6 до 9, но сохраняют свою жизнеспособность при величине рН 5-11. Оптимальные условия роста при рН 7,0-7,4. В анаэробных условиях, на кровяном агаре при температуре 35-37°С и рН 7,2-7,4 суточный рост листерий проявляется в виде росинчатых колоний. В аэробных условиях, на питательном агаре, оптимальном температурном диапазоне, 24-48-часовые листериозные колонии имеют диаметр 0,5-1,5 мм, круглые, полупрозрачные в виде капли, выпуклые с ясно очерченной поверхностью и сплошной гранью. При обычном освещении колонии обладают серо-голубоватым цветом. Размер 3-7-дневных колоний достигает диаметра 3-5,5 мм с непрозрачным центром и неправильной формы. В полужидкой среде 0,25%-ного агара суточный рост идет вдоль укола. В МПБ рост идет медленно, но через 28-48 часов появляется нежное, опалесцирующее помутнение. Через 7 дней на дне пробирки образуется осадок, который при встряхивании образует поднимающуюся вверх косичку. Бактерии обладают – гемолитической активностью. Слабая, едва уловимая гемолитическая активность может быть усилена использованием САМР-теста. Листериозная культура в большинстве случаев является каталазоположительной и оксидазоотрицательной, но необходимо учитывать, что если питательные среды содержат низкие концентрации мясного и дрожжевого экстракта, то возможна отрицательная каталазная реакция. Активность каталазы подавляется на средах, содержащих высокую (более 10%) концентрацию глюкозы.

Реакция с метил-ротом и Фогес-Проскауэра положительна.

Листерии не разжижают желатин, не гидролизуют казеин и молоко. Индол не продуцируют, на обычных питательных средах не образуют сероводород. Расщепление сахаров сопровождается образованием кислоты, но не газа.

Листерии могут расти в сложных средах, содержащих до 10% NaCl. В течение года остаются жизнеспособны при 16% содержании поваренной соли (рН-6,0), некоторые штаммы выживают даже 20% содержании NaCl.

Необходимо отметить, что хотя вышеперечисленные свойства листерий достаточно типичны, но возможны их изменения, связанные с определенными питательными средами или выделением новых штаммов.

Штаммы данного вида различаются по антигенному составу и включают следующие серовары: 1/2а, 1/2в, 1/2с, 3а, 3в, 3с, 4а, 4ав, 4с, 4d, 4е и серовар 7. Бактерии вида экспериментально патогенны для мышей и морских свинок. Проба Антона положительная. Этот вид широко распространен в природе. Его выделяют из сточных вод, почвы, силоса и из фекалий животных и здоровых людей. У человека и животных его выделяют при клинических признаках болезни. Вызывает менингоэнцефалит, септицемию, эндокардит, аборты, абсцессы и гнойные ранения местного характера.

2. Listeria innocua 

(innocus – безопасный).
Морфология бактерий аналогична бактериям вида Listeria monocytogenes. Не гемолитичен на 5 или 10%-ной (объем/объем) крови овец, кроликов, лошадей или человека в жидких или твердых культуральных средах. САМР – отрицательный со St. aureus, R. equi. Большинство изученных штаммов образует кислоту из рамнозы. Все образуют кислоту из метил-d-манизида. Кислоту не образуют из ксилодазы и d-манитола. Все исследованные до сих пор штаммы имеют антигенный состав серогруппы 6 (серовары 6а и 6в) и серовара 4ав.

Этот штамм в опытах был не патогенен для мышей и морских свинок, если его вводят внутрибрюшинно в концентрации до 1010 клеток. Проба Антона отрицательная. Выделяют из почвы растений, фекалий человека и животных и из птичьего помета. Никогда не выделяют из явно патологического материала от человека и животных.

3. Listeria welshimeri

Назван в часть американского бактериолога H.J. Welshimer.

Морфология аналогична бактериям выше описанных видов.

На кровяном агаре гемолиза не обнаруживают и САMР-реакции со St. aureus, R. equi. – отрицательные. Кислоту образует d-ксилозы и Х-метил-Д-маннозида, а также из L-рамнозы, но из L-рамнозы может и не образовывать. Типовой штамм из L-рамнозы кислоту не образует. Кислоту не образует из Д-манитола. Штаммы, которые в настоящее время относят к этому виду, принадлежат к серовару 6а или 6в. Антигенный состав типового штамма, такой же как у серовара 6в. Серовары 6а и 6в встречаются так же у вида Listeria innocua, а некоторые штаммы Listeria seeligeri имеют антигенный состав серовара 6в.

Этот вид экспериментально не патогенен для мышей. Его выделяют из гниющей растительности и из почвы в США; вероятно, он широко распространен в природе.

4. Listeria seeligeri

Назван в честь H. Seeliger, немецкого бактериолога.

Морфология бактерий такая же, как и у вида Listeria monocytogenes. – гемолиз слабый. САМР-реакция положительная при использовании штаммов St. aureus, со штаммами R. equi – отрицательная. Бактерии кислоту образуют из d-ксилозы. Кислоту не образуют из d-маннитола и L-рамнозы. Большинство штаммов не образуют кислоту из х-метил-d-маннизида; типовой штамм в этом отношении отрицательный.

Штаммы, приписываемые в настоящее время к этому виду, имеют антигенный состав сероваров 1/2в, 4с, 4d (которые встречаются также у Listeria monocytogenes) и 6в (который обнаруживают в некоторых штаммах Listeria innocua, Listeria welshimeri). Типовой штамм принадлежит к серовару 1/2в.

В опытах был не патогенен для мышей. Его выделяют из растений, почвы и фекалий животных в Европе; вероятно, широко распространен в природе.

5. Listeria ivanovii

Назван в честь Ивана Иванова – болгарского микробиолога.

Морфологическая особенность – в отсутствии жгутиков. Штаммы вида неподвижны.

Наблюдается ярко выраженный гемолиз с двойными или тройными зонами, если листерию этого вида выращивают на агаре с кровью овец или лошадей (5% объем/объем). Положительная САМР-реакция наблюдается при использовании R equi, а не St. aureus. Из Д-маннитола, L-рамнозы или Х-метила-Д-маннизида кислоту не образует. Все исследованные штаммы принадлежат к серовару 5. Этот антигенный состав в штаммах других видов рода Listeria не обнаруживали.

Listeria ivanovii экспериментально патогенен для мышей, LD50 для которых у бактерии этого вида колеблются между 1·105 и 3·106 колониеобразующих единиц на 1 мл. Патогенен для животных, особенно для суягных овец, листерию этого вида выделяли также из организма здорового животного, человека-носителя и из окружающей среды и очень редко из организма человека в клинических условиях.

6. Listeria grayi

Назван в честь М. Gray, американского бактериолога, известного своими работами по листериозу.

Прямые палочки размером 0,6-0,8 мкм ( 0,7-2,5 мкм. Концы закругленные. Встречаются парами или в коротких цепочках; палочки иногда расположены под углом друг к другу или лежат параллельными группами вдоль длинной оси. Активный рост наблюдается при 20-25°С; неподвижны или двигаются очень медленно при 37°С, капсул и спор не образуют. Грамположительны. Не кислотоустойчив. Факультативный анаэроб. Хорошо растет на триптозном агаре (Дифко) или на кровяном агаре (Дифко) с добавлением 1% глюкозы (вес объем). Колонии небольшие (1-1,5 мм через 24 ч.), круглые, гладкие, маслянистые, слегка выпуклые с неизрезанным краем.

При изучении на этих средах небольших колоний (0,2 мм) с помощью непрямых лучей света обнаруживают тот же самый сине-зеленый оттенок, что у бактерий вида Listeria monocytogenes; после более длительной инкубации колонии становятся оранжево-красными, особенно по краям. Гемолиз не вызывает. Температура оптимального роста 30-37°С. Температурные границы роста 1-45°С. Не выживают при 60° нагревании в течение 30 мин. Каталазоположителен, оксидазоотрицателен. Требуются органические факторы роста. Растут при рН 5-9, при рН 9,6 рост не наблюдается. Чувствителен к пенициллину, стрептомицину, хлорамфениколу, эритромицину, новобиоцину, неомицину; резистентны к сульфаниламиду, полимиксину к сульфату колостина и к налидиксовой кислоте. Не растет на среде Lardner (1966). Медленный рост может происходить на среде MPS (Маnn et. аl., 1960).

Ферментативный метаболизм глюкозы приводит к образованию – молочной кислоты и некоторых других продуктов. Из эскулина, амигдалина, целлобиозы, декстрина, галактозы, глюкозы, глицерина, лактозы, фруктозы, мальтозы, маннита, маннозы, салицина, крахмала, трегалозы образуется кислота, а не газ. Кислота обычно не образуется из мелибиозы, рамнозы, сорбит, x-метил-d-глюкозида, адонита, арабинозы, дульцита, эретрита, гликоген, инозита, инулина, мелецитозы, раффинозы, сорбита, сахарозы и ксилозы. В лакмусовом молоке обнаруживается слабая кислота и незначительная редукция. Реакция с метиловым красным и Фогез-Проскауэра положительная.

Эскулин гидролизуют. Гиппурат натрия не гидролизуют. Гидролиз крахмала непостоянен. Твин 20 гидролизуют медленно (14 дней). Твин 80 не гидролизуют. Медленное образование дезоксирибонуклеазы, рибонуклеазы и фосфатазы. Ксантин, тирозин не расщепляют. Целлюлоза, желатин, казеин и молоко не гидролизуют. Индол не образуют. Мочевину не гидролизуют. Небольшие количества HS (обнаруженные с помощью реакции со свинцовой бумагой) образуются некоторыми штаммами. Нитраты не восстанавливаются в нитриты.

Серологически бактерии отличается от остальных видов рода Listeria. Антигенный состав идентичен Listeria murrау. Не патогенны для мышей при внутрибрюшинной или внутримозговой инъекции, но клетки в концентрации 5·108 могут быть токсичны для мышей. Не патогенны для беременных кроликов после внутривенного введения. Не вызывают у кроликов или морских свинок конъюнктивит после закапывания в глаза. Выделяют из фекалий шиншиллы. Естественная среда не известна.

7. Listeria murrау
Назван в честь Е. Мurrау – одного из первых исследователей бактерий рода Listeria.

Прямые палочки размером 0,6-0,8 ( 7-2,5 мкм. Концы закругленные. Встречаются отдельными парами или короткими цепочками палочки часто располагаются под углом друг к другу или параллельно вдоль длинной оси. Подвижные при 20-25°С культивировании, неподвижны или слабо подвижны при 37°. Капсулы и споры не образуют. Грамположительны. Неустойчивы к кислотам. Факультативные анаэробы. Хорошо растут на триптозном агаре (Дифко) или на кровяном агаре (Дифко) с добавлением 1%-ной (вес/объем) глюкозы. Колонии небольшие (1-1,5-мм через 24 ч.), круглые, гладкие, маслянистые, немного выпуклые с неизрезанными краями. В отраженном свете колонии имеют серый цвет с голубоватым оттенком; при дневном свете их голубой цвет более яркий, а с увеличением размера после дальнейшей инкубации у них начинает появляться желтый оттенок. Когда с помощью рассеивающего света при микроскопировании изучали колонии на поверхности сред, обнаруживали, что небольшие колонии (0,2 мм) имеют тот же самый зелено-синий оттенок, вызванный, как и у вида Listeria monocytogenes; после 2-дневной инкубации у более крупных колоний обнаруживается оранжево-красный оттенок (Н. Welshimeri. et. al., 1971). При 22-25° инкубации на питательном агаре, содержащем глюкозу, у колоний появляется желтый пигмент. В отсутствии глюкозы пигмента не обнаруживают. Негемолитичны на кровяном агаре. Оптимальная температура роста 30-37°С. Температурные границы роста 1-45°С. Не выдерживают 30-минунтного нагревания при 60°С. Каталазоположительны. Оксидазоотрицательны. Чувствительны к пенициллину, тетрациклину, хлорамфениколу, эритромицину, новобиоцину, неомицину; резистентны к сульфаниламиду, полимиксину В, к сульфату колистина и налидиксовой кислоте. Не растут на среде Lardner (1966).

Ферментативный метаболизм глюкозы приводит к образованию L+-молочной кислоты и некоторых других продуктов. Из эксулина, амигдалина, целлобиозы, декстрина, галактозы, глюкозы, глицерина, лактозы, фруктозы, мальтозы, маннита, маннозы, силицина, крахмала и трегалозы образуется кислота, а не газ. Некоторые штаммы образуют кислоту из мелибиозы, рамнозы и сорбита. Из х-метил-d-глюкозида образуется небольшое количество кислоты. Из адонита, арабинозы, дульцита, эритрита, гликогена, инозита, инулина, мелицитозы, рафинозы, сахарозы и ксилозы кислота обычно не образуется. Лакмусовое молоко показывает слабокислую реакцию и незначительную редукцию. Реакции с метиловым красным и Фогес – Проскауэра положительные.

Эксулин гидролизуют. Гиппурат натрия не гидролизуют. Гидролиз крахмала непостоянен.

Твин 20 гидролизуют медленно (14 дней). Твин 80 не гидролизуют. Медленно образуют дезоксирибонуклеазу, рибонуклеазу и фосфотазу. Ксантин, тирозин и хитин не расщепляют. Целлюлозу, желатин, казеин и молоко не гидролизуют. Индол не образуют. Мочевину не образуют. Некоторые штаммы образуют HS (обнаруживается с помощью реакции со свинцовой бумагой). Серлогически отличаются от вида Listeria monocytogenes. Антигенный состав идентичен антигенному составу Listeria grayi.

После закапывания в глаза кроликов конъюнктивит не вызывают.

Не патогенны ни при внутривенном введении кроликам, ни при внутрибрюшинной инъекции 108 клеток 20-граммовым мышам.

Выделяли из гниющих листьев злаковых (маис); естественной средой обитания, вероятно, являются почва и растения.
Методы подготовки пищевого продукта для бактериологического исследования и схемы посева на питательные среды
Растительные продукты
А. Первый способ

(Рекомендации D. Hoo et. al., 1987)

Исследуемый растительный продукт режут на кусочки не свыше 1 см в длину. Полученные и подготовленные образцы весом не менее 500 г сохраняют при температуре холодильника +4°…+6°С в течение всего срока исследования. Образцы продукта исследуют в день приготовления, а также на 9, 25, 39, 64 дни хранения (при отсутствии положительных результатов в ходе предшествующих исследований).

Подготовленный образец пищи весом 100 г соединяют с 200 мл физиологического раствора в полиэтиленовом мешочке и встряхивают в течение 1-2 минут. Далее промывающую жидкость и ее серийно разведенные растворы засевают на плотные селективные питательные среды и культивируют при +30°С в течение 48 часов.

Б. Второй способ
(Рекомендации L. Benchat et. al., 1987)

Исследуемый растительный продукт делят на порции по 20. г и соединяют со 100 мл питательного бульона в 250 мл колбах. Полученные образцы исследуют в день приготовления, а также через 14 и 30 дней, сохраняя данную суспензию при температуре +4°…+6°С.

В начале исследования смесь в колбе встряхивают 2-3 минуты, затем отобранную пробу серийно разводят и засевают на плотные селективные питательные среды.

Молочные продукты
А. Первый способ
(Рекомендации управления пищевой промышленности и медицинских препаратов США «FDA» 1987)

Молоко (если это твердый молочный продукт, например сыр, то пробы берут с поверхности и изнутри и мелко измельчают) в количестве 25 г помещают в 225 мл жидкой питательной среды, культивируют при +30°С. Через 24 часа, 7 дней 1 мл среды с бактериями разводят 9 мл 0.5% КОН и наносят на плотную питательную среду (например «МLА»). Культивируют при тех же режимах с последующим изучением выросших колоний.

Б. Второй способ. Усовершенствованный метод выделения листерий из сыра
(Рекомендации Yosef Ahmed E. et. al., 1988)

Образцы сыра, взятые из разных мест, гомогенизируют в течение 2 минут в смесителе и смешивают в соотношении 1:10 с 2%-ным водным раствором цитрата тринатрия при температуре +40°С и высевают на селективный агар с последующим изучением выросших колоний.

 Мясные продукты

А. Первый способ

(Рекомендации «Руководства по ВСЭ и гигиене производства мяса и мясных продуктов», М. 1983)

Берут пробы весом 200-250 г. Режут на кусочки, растирают, засевают на плотные или жидкие питательные среды. Культивируют в течение 24-48 часов при +37°С с последующим изучением выросших колоний.

Б. Второй способ

(Рекомендации «Инструкции по лабораторной диагностике листериоза животных и людей» М. 1987)

Из исследуемых образцов готовят суспензию на физиологическом растворе в соотношении 1:5 и из нее делают посевы на твердые питательные среды. Рекомендуется часть исследуемого материала, с добавлением в него 15-50 ЕД/мл полимиксина В, поместить в холодильник при +4°С. При отрицательном результате первичного посева из сохраняемого материала в течение 30 дней через каждые 10 дней проводить дополнительные исследования с ежедневным просмотром в первые 3-4 дня.

В. Третий способ

(Рекомендации МСХ США)

Исследуемый мясной продукт в количестве 25 г измельчают и помещают в 225 мл жидкой питательной среды (рекомендуют «LEB»). Встряхивают 2 минуты и инкубируют в течение 24 часов при +30°С. Полученную бактериальную суспензию разводят 1:10 в 0.5%-ном КОН и наносят на твердую питательную среду (рекомендуют «LPM») с последующим культивированием в тех же режимах. Как дополнительную операцию рекомендуют 0.1 мл бактериальной суспензии поместить в 10 мл среды «LEB», культивировать 24 часа с последующем высевом на среду «LPM» и дальнейшем изучением выросших колоний.

Г. Четвертый способ

(Рекомендации McСlain D., Lee W. 1987)

Исследуемый мясной продукт мелко измельчают, 25 г засевают в 225 мл бульона (рекомендуют «LEB»), инкубируют 24 часа при +30°С, далее 0.1 мл полученной первичной культуры засевают в 10 мл среды «LEB», содержащей 25 мг акрифлавина и инкубируют 1 день при +30°С. Затем 1 мл данной вторичной культуры бактерий в среде «LEB» с акрифлавином смешивают с 4.5 мл 0.25%-ного раствора KOH в 2% растворе NaCl в течение 1 минуты. Обработанную таким образом вторичную культуру микроорганизмов высевают на агар «LРМ». Через 1 день возможно изучение колоний.

Общие схемы исследования пищевого продукта

А. Первый способ

предложен Федеральным отделом здравоохранения ФРГ 
(Fentel R. 1992)

25 г (мл) продукта + 225 мл селективной среды

48 ч при +30°С

посев на оксфордский агар или PALCAM-агар

48 ч при + 37°С 
изучение колонии

Б. Второй способ 

предложен Федеральным отделом здравоохранения ФРГ 
(Fentel R. 1992)

10 г (мл) продукта + 90 мл раствора

гомогенизация

количественное 
обнаружение
тест присутствия 
10 мл гомогената + 100 мл селективного бульона

десятикратное 
разведение
48 ч при +30°С

перенос 0.1 мл на плотные селективные среды
посевы на среды PALCAM или ОКСФОРД

48 ч инкубации при 37°С 
изучение колоний

В. Третий способ 

предложен Д.А. Васильевым, 1992

1 часть продукта + 8 частей селективной среды

24-48 ч при +28°С

1 мл суспензии + 5 мл 0,3% р-ра KOH 
(растворенного в 5% NaCl)

через 1 мин. посев на селективный агар 

24 ч при +22°С
24 ч при +37°С
48 ч при +22°С
48 ч при +37°С

изучение колоний

Рецепты и способы приготовления питательных сред для выделения листерий
1. Среда с теллуритом калия 

(И.А. Бакулов и др. 1970)

К 1 л расплавленного МПА (рН 7.2-7.4) перед разливом в бактериологические чашки добавляют 10 мл 2%-го водно-глицеринового раствора теллурита калия. Добавление к указанной среде 5-10% сыворотки крови крупного рогатого скота улучшает рост листерий.

2. Среда с теллуритом калия и флоромицином или полимиксином 

(И.А. Бакулов и др. 1970).

К 1 л расплавленного МПА (рН 7.2-7.4) перед разливом добавляют 10 мл 2%-го водно-глицеринового раствора теллурита калия и 0.3-0.5 мл раствора флоримицина или полимиксина (500 тыс. ед. препарата разводят в 10 мл физиологического раствора).

Цвет колонии на среде с теллуритом калия черный.

Предоставленная далее рецептура NN 3-11 предложена Подкомитетом по таксономии листерий и является унифицированной для всех лабораторий, работающих с данным микроорганизмом.

3. Триптозно-фосфатный бульон (ТРВ).

Триптоза 
 20.0 мг

Декстроза 
 2.0 г

Хлорид натрия 
 5.0 г

Динатрий фосфат 
 2.5 г

Дистиллированная вода
1000.0 мл

Добавьте ингредиенты к воде. Хорошо смешайте. Когда раствориться, доведите рН до 7.3. Разлейте и стерилизуйте автоклавированием при +121°С в течение 15 мин.

4. Триптозно-фосфатный бульон с полимиксином В

(Бойсен-Мюллер)

Триптоза 
 20.0 мг

Декстроза 
 2.0 г

Хлорид натрия 
 5.0 г

Динатрий фосфат 
 2.5 г

Дистиллированная вода 
 1000.0 мл

Добавьте ингредиенты к воде. Размешайте. Когда раствориться, доведите рН до 7.3. Стерилизуйте автоклавированием при +121°С в течение 15 мин. Охладите и добавьте 5.0 г стерильной тиамин-HCl и 3.12 мг полимиксина В к 1 л ТРВ. Перемешайте.

5. Триптозный агар.

Все инградиенты среды «ТРВ». После растворения добавить бакто-агар «Дифко» – 15.0 г. Стерилизовать автоклавированием при +121°С в течение 15 минут. После охлаждения добавить 5.0 г стерильного тиамин-НСl и перемешать.

6. Сывороточный агар.

После контролирования рН добавьте агар к бульону. Стерилизуйте автоклавированием при +121°С в течение 15 мин. Охладите до +48°..+50°С и добавьте бычью сыворотку. Осторожно перемешайте.

7. Кровяной агар.

Триптоза
10.0 г

Порошок «Лаб-Лемко» (Оксоид)
3.0 г

Хлорид натрия
5.0 г

Бакто-агар (Дифко)
15.0 г

Дистиллированная вода
1000.0 мл

Суспендируите ингредиенты в воде, кроме агара. Хорошо смешайте. Доведите рН до 7.3-7.4. Добавьте агар и стерилизуйте автоклавированием при 121°С в течение 15 мин. Охладите среду до +48°..+50°С и добавьте 50.0 мл стерильной десрибринированной овечьей (лошадиной) крови. Осторожно смешайте и разлейте в чашки Петри.

8. Бульон Левинталя с трипафлавином и налидиксиновой кислотой 

(по Раловичу).

Порошок «Лаб-Лемко»
 10.0 г

Пептон 
 10.0 г

Хлорид натрия 
 5.0 г

Дистиллированная вода 
 1000.0 мл

Дефибринированная овечья кровь 
 50.0 мл

Поместите все ингредиенты в колбу и «проварите» на пару при 100°C в течение 1 часа. Отфильтруйте и доведите рН до 7.4. Стерилизуйте автоклавированием при +121°C в течение 15 мин. Добавьте 2.0 мл 1%~го трипофлавина и 20 мл 2%-го раствора налидиксиновой кислоты. Смешайте, разлейте в пробирки и закупорьте резиновыми пробками.

9. Среда с ацетатом таллия и налидиксовой кислотой (TN).

Питательный бульон 
 1000.0 мл 

Глюкоза 
 2.0 г

Ацетат таллия 
 2.0 г

Налидиксовая кислота 
 40.0 мкг/мл

Налидиксовую кислоту 0.5 г в кристаллах растворяют в 0.5 мл 1%-го раствора NaOH при добавлении 4.5 мл дистиллированной воды и соответствующего объема основной среды перед 15 минутным автоклавированием при +121°С.

10. Среда с тиоцинатом и налидиксовой кислотой (PTN).

Питательный бульон 
 1000.0 мл 

Тиоцинат калия 
 37.5 г 

Налидиксовая кислота 
 40.0 мкг/мл

Питательный бульон, содержащий тиоцинат калия, стерилизуют в течение 15 мин при +121°С. Затем добавляют налидиксовую кислоту.

11. Агар с трипафловином и налидиксовой кислотой.

Триптозный агар «Дифко» 
 41.0 г

Налидиксовая кислота 
 0.04 г

Дистиллированная вода 
 1000.0 мл

Налидиксовую кислоту 0.8 г растворяют в 10 мл NaOH. Затем, добавляя дистиллированную воду, доводят до 100.0 мл. 5 мл этого раствора, содержащего налидиксовую кислоту, добавляют к основной среде для получения конечной концентрации 40 мкг/мл. После 15 минутной стерилизации при +120°С среду охлаждают до 70°C. Акрифлавин нейтральный растворяют в стерильной дистиллированной воде для получения 0,5% (вес/объем) раствора. Два миллилитра этого раствора добавляют к среде, содержащей триптозно-налидиксовую кислоту, чтобы получить конечную концентрацию в 10 мкг/мл. Среду тщательно перемешивают и разливают по чашкам.

12. Мак Брайда листериозный агар MLA

(по прописи J. Lovett, 1988)

Фенилэтаноловый агар «Дифко» 
 35.5 г/л

Глицинангидрид 
 19.0 г/л

Хлористый литий 
 0.5 г/л

Овечья кровь 
 5 %

13. Модифицированный листериозный агар Мак Брайда

(по прописи J. Lovett, 1988)

Среда МLА, но вместо овечьей крови добавляют 0.2 циклогексамида.

14. Селективный агар Мак Брайда
(по прописи U. Schidt et. al., 1988)
Казеин пептон с триптическими добавками 
 15.0 г/л

Пептон соевой муки 
 5.0 г/л

Хлористый натрий 
 5.0 г/л

Фенилэтиловый спирт 
 2.5 г/л

Глицин 
 10.0 г/л

Хлористый литий 
 0.5 г/п 

Агар 
 15.0 г/л 

Дистиллированная вода 
 1000.0 мл

рН – 7.3
 

15. Обогащенная среда для выделения листерий

(по прописи Lee W., McClain D., 1986)
В питательную среду добавляют:

Протеаза пептона
5 г/л

Триптон
5 г/л

Порошок «Лаб-Лемко»
5 г/л

Экстракт дрожжей
5 г/л

Na2HPO4
12 г/л .

NaCl
20 г/л

КН2РО4
2.35 г/л

Эскулин
1 г/л

Налидиксовая кислота
20 мкг/л

Акрифлавин
20 мкг/л

16. Агаровая среда для выделения листерий
(по прописи Rodriquez D. et. al.)

 Пептон
3.0 г/л

 Неопептон
3.0 г/л

 Протеаза пептона
3.0 г/л

 Хлористый натрий
5.0 г/л

 Эскулин
1.0 г/л

 Na2HPO4 · 2Н2О
12.0 г/л

 Аммоний-железо сульфат
1.0 г/л

 Акрифлавин
0.012 г/л

 Налидиксовая кислота
0.050 г/л

 Агар
15.0 г/л

17. Среда для выделения листерий (LPM)
Фенилэтаноловый агар «Дифко»
35.5 г/л

Глицин ангидрид
10.0 г/л

Хлористый литий
5.0 г/л

Моксалат
20 мкг/л

18. Селективная среда FDA

(по прописи Schidt U. et. al., 1988).

Триптический перевар (BBL)
30.0 г/л

Экстракт дрожжей
6.0 г/л

Акрифлавин-HCl
16.0 мг/л

Налидиксовая кислота
40.0 мг/л

Циклогексамид
50.0 мг/л

19. Листериозная селективная среда FDA/IDF-FIL. 

(по прописи Merck)

Казеиновый пептон
17.0 г/л

Пептон Sojmeal
3.0 г/л

D+ глюкоза
2.5 г/л

Хлористый натрий
5.0 г/л

КН2РО4
2.5 г/л

Дрожжевой экстракт
6.0 г/л

рН – 7.3


20. Среда LEB
Триптикасоевый бульон
1000.0 мл

Экстракт дрожжей
6.0 г/л

К2НРО4
2.5 г/л

Автоклавировать 15 мин при 121°C. Перед применением добавить (после стерилизации фильтрацией) в объеме 0.5% раствор

Акрифлавина-HCl
3.0 мл/л

Налидиксовой кислоты
8.0 мл/л

Раствор 1% циклогексамида в этаноле 40%
5.0 мл/л

21. Селективно-обогащенная среда для листерий

(по прописи прописи Rodriquez D. et. al., 1985).

Пептон
5.0 г/л

Неопептон
5.0 г/л

Порошок «Лаб-Лемко»
10.0 г/л

Рамноза
2.0 г/л

Хлористый натрий
50.0 г/л

Na2HPO4 · 2H2O
53.22 г/л

КН2РО4
1.35 г/л

Налидиксовая кислота
0.05 г/л

Трипановый голубой
0.08 г/л

22. Селективная среда PAL CAM
(по прописи Merck)
Пептон
23.0 г/л

Крахмал
1.0 г/л

Хлористый натрий
5.0 г/л

Агар-агар
13.0 г/л

Эскулин
0.8 г/л

Аммоний железо (III) сульфат
0.5 г/л

D–маннит
10.0 г/л

Феноловый красный
0.08 г/л

Глюкоза
0.5 г/л

Хлористый литий
15.0 г/л

рН – 7.0


23. Селективная среда для выделения листерий (PAL CAM)

(по прописи Netten P. et. al., 1989).

Представляет собой Columbia-агар (кровяной агар) с содержанием:

Глюкозы
0.05%

Полимиксина В
0.001%

Акрифлавина
0.0005%

Хлорида лития
1.5%

Цефтазидима
0.002%

Эскулина
0.08%

Аммоний железо (III) сульфат
0.05%

Маннита
1.0%

Фенолового красного
0.008%

(колонии серо—зеленые с черным, с впалым центром и черным ободком на вишнево-красном фоне среды)

24. Селективная среда для листерий

(по прописи Lachica, 1990).

Седечно-мозговой агар «Дифко», содержащий:

Хлористого лития
0.5%

Глицина
1.0%

Цефтазима
50.0 мкг/мл

(колонии с синеватым оттенком)

25. Селективная среда для листерий

(по прописи Leighton V., 1979).

Триптознофосфатный бульон с 

Ацетатом таллия
200.0 мкг/л

Налидиксовой кислоты
50.0 мкг/л

26. Селективная среда CNPA

(по прописи Jay V., 1987)

Триптон
20.0 г

Хлористый натрий
10.0 г

Д-глюкоза
5.0 г

Дрожжевой экстракт
2.0 г

ТРИС
7.0 г

Агар
15.0 г

1,2-циклогексанедион
3.0 г

Налидиксовая кислота
45.0 мкг

Фенилэтиловый спирт
1.0 мл

Дистиллированная вода
1000.0 мл

рН – 8.2

27. Селективная среда

(по прописи Lucas D. et. al., 1990)

Агар с переваром бычьего сердца и мозга «Дифко»
52.0 г/л

Хлорид лития
15.0 г/л

Эскулин
0.75 г/л

Акрифлавин гидрохлорид
0.005 г/л

Дистиллированная вода
1000.0 мл

Смесь автоклавируют при +121°C 15 мин, охлаждают до 45°C и добавляют:

Стерильный цитрат-железа аммония
70 мл 0.7%

Теллурит калия
10 мл 2.0%

Полимиксин В
10 мл 0.1%

Натриевая соль нефтазидимапентагидрата
10 мл 0.2%

На разлитую в чашки Петри среду проводят посевы, инкубируют при +37°C, затем чашки с колониями охлаждают до +4°C и добавляют 8 мл расплавленного и охлажденного до +45°C агара верхнего слоя, в состав которого входят:

Сухой бульон из перевара бычьего сердца и мозга «Дифко»
37.0 г/л

Агар
3.0 г/л

Хлористый натрий
8.0 г/л

Суспензия эритроцитов барана
50.0 мл/л

Через 14 часов инкубации при 30°C появляется зона гемолиза.

28. Листериозная селективная среда FEINDT

(по прописи Merck)

Триптоза
20.0 г/л

D+глюкоза
1.0 г/л

Хлористый натрий
5.0 г/л

Витамин В1
0.005 г/л

Трипафлавин
0.01 г/л

Налидиксовая кислота
0.04 г/л

Агар-агар
13.0 г/л 

рН 7.4
29. Селективная среда для выделения листерий Oxford

(по прописи Merck)

Пептон
23.0 г/л

Крахмал
1.0 г/л

Хлористый натрий
5.0 г/л

Агар-агар
13.0 г/л

Эскулин
1.0 г/л

Аммонии железо (III) сульфат
0.5 г/л

Хлористый литий
15.0 г/л

рН – 7.0

30. Селективная среда UVMI-Broth на основе бульона

(по прописи Merck).

Триптоза
10.0 г/л

Пептон
5.0 г/л

Дрожжевой экстракт
5.0 г/л

Na2HPO4
12.0 г/л

NaCl
12.0 г/л

K2HPO4
1.35 г/л

Эскулин
10.0 г/л

Налидиксовая кислота
20.0 мг/л

Акрифлавин
12.0 мг/л

Каждый из указанных методов подготовки пищевых продуктов и проведения бактериологического исследования не лишен недостатков. Часть этих методов, способов и питательных сред дает отличные результаты в некоторых лабораториях, но не во всех. Это можно объяснить различным качеством применяемых химикатов. Некоторая громоздкость рекомендованных схем проведения бактериологического посева обусловлена стремлением получить максимально гарантированный ответ на вопрос о контаминации пищевых продуктов листериями.

Биохимические методы дифференциации листериозных бактерий*
Те или иные изменения в метаболизме бактерий могут быть по разному «использованы» микробиологами.

Исследования, проведенные в лаборатории бактериологии ВНИИВВиМ, показали, что для различных штаммов L. monocitogenes характерен окислительный тип метаболизма: некоторые показатели его могут являться тестами при дифференциации штаммов листерий и идентификации их среди близкородственных микроорганизмов.

Способ дифференциации вакцинного штамма «АУФ» от вирулентных эпизоотических штаммов листерий
Подобная проблема возникает при выделении листериозной культуры из мяса и мясопродуктов, получаемых от вакцинированного вакциной «АУФ» животного, и необходимости последующей быстрой санитарной оценки данного продукта.

В основу дифференциации можно положить 3 метода:

А) определение L.D50 полученного штамма, что требует длительного периода времени и лабораторных животных;

Б) метод, предлагаемый нами – определение активности лактатдегидрогеназы листерий.
Активность ЛДГ штамма «АУФ» в многочисленных опытах варьировала в пределах 5.5 ед., тогда как вирулентные штаммы листерий 2-й серогруппы имеют этот показатель в пределах 0.4-0.9 ед., а у штаммов 1-й серогруппы уровень активности ЛДГ – 0.3-1.4 ед.

1.Б. Метод определения активности лактатдегидрогеназы листерий (L-лактат; НАД-оксидоредуктаза).

1.Б.1. Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) катализирует обратимую реакцию превращения пировиноградной кислоты в молочную, используя НАДН2 в качестве донора водорода:

СН3—С—СОО– + НАДН + Н ( СН3—НСОН—СОО– + НАД+ 


||
ЛДГ


О
Молекула фермента представляет собой тетрамер, построенный из мономеров двух типов.

1.Б.2. Принцип метода.

Определяют скорость изменения оптической плотности никотинамидадениндинуклеотида восстановленного (НАДН2), инкубируемого с пируватом, при 340 нм.

1.Б.3. Проведение исследования.

1.Б.3.1. Материалы:
цитоплазменная фракция клеток листерий; 
2%-ный мясопептонный бульон, рН 7.2; 
агар «Д», рН 7.2.

1.Б.3.2. Реактивы:

0.05 М фосфатный буфер с 0.0003 М пировинограднокислого натрия, рН 7.5; раствор никотинамидадениндинуклеотида восстановленного 0.0009 М (НАДН2).

1.Б.3.3. Аппаратура:

центрифуга до 5000 g; гомогенизатор (дезитегратор);

спектрофотомер (СФ-4а, Pye Unicam); секундомер.

1.Б.3.4. Получение фракции цитоплазмы бактерий.

Суточную культуру бактерий смывают с поверхности плотной питательной среды (агар «Д») фосфатным буфером рН 7.2, осаждают центрифугированием при 3000 g в течение 20 минут. Надосадочную жидкость удаляют, а осадок ресуспендируют в 50 мл фосфатного буфера и дважды отмывают от среды центрифугированием. Полученный осадок ресуспендируют в фосфатном буфере до получения суспензии, содержащей 100 млрд. клеток в 1 мл. Затем полученную суспензию подвергают ультразвуковой обработке на дезинтеграторе MSE в течение 20 минут при амплитуде 6 мк и охлаждении смесью льда со спиртом. Полученный гомогенат 30 минут центрифугируют при 5000 g для осаждения целых клеток и клеточных обломков. Надосадочная фракция – фракция цитоплазмы – является опытным образцом для определения фермента.

1.Б.3.5. Ход определения.

В чистые пробирки наливают по 3 мл фосфатного буфера, содержащего пируват, и добавляют 0.05 мл цитоплазменной фракции. Выдерживают смесь в течение 5 минут при комнатной температуре. Затем в инкубационную смесь добавляют 0.05 мл НАДН2, быстро перемешивают, измеряют на спектрофотометре при 340 нм начальный уровень поглощения и через каждую минуту в течение 3 минут.

1.Б.3.6. Расчет активности фермента.

От показателя начального уровня поглощения вычитают уровень поглощения за 3 минуты инкубирования, делят на 3 и на количество белка, содержащегося в 0.05 мл опытного образца.

Пример. Начальный уровень поглощения при 340 нм равен 0.650, а через 3 минуты – 0.360. Таким образом, разница в уровне поглощения за каждую минуту в течение 3-х минут инкубирования составляет 0.096 ед. = (0.650 – 0.360) / 3. В 0.05 мл объема опытного образца (фракция цитоплазмы) содержится 1 мг белка.

Тогда величину активности ЛДГ получаем по формуле:
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В) по величине активности фермента каталазы:
Дифференциация слабовирулентного вакцинного штамма «АУФ» от вирулентных штаммов L. monocytogenes среди штаммов 1-го серовара. Установлено, что среди штаммов этой группы высокой активностью каталазы обладает слабовирулентный штамм «АУФ» (3.5 мг Н2О2 / 1 млрд. клеток/1 мин), а низкой активностью – вирулентные штаммы (активность каталазы для вирулентного штамма 766 составляет 0.9 мг Н2О2 / 1 млрд. клеток/1 мин). Среди штаммов 2-го серовара высокий уровень каталазной активности характерен для вирулентных штаммов: в клетках штаммов 634 и 9-72 активность каталазы равна 3-4 мг Н2О2 / 1 млрд. клеток/1 мин. Слабовирулентный штамм 2 серовара К-1 обладает активностью каталазы, характерной для вирулентных штаммов 1-го серовара – 0.9 мг Н2О2 / 1 млрд. клеток/1 мин.

1.В. Метод определения активности каталазы листерий.

1.В.1. В процессе окисления ряда веществ в клетках под действием оксидазы образуется перекись водорода:
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, 
где АН2 – восстановленный субстрат, А – окисленный субстрат. Перекись водорода в повышенных концентрациях оказывает токсическое действие на цитоплазму клеток. Под действием фермента каталазы перекись водорода разлагается на воду и кислород:
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Каталаза – двухкомпонентный фермент, состоящий из белка и простетической группы, содержащей железо.

1.В.2. Принцип метода.

Каталаза расщепляет перекись водорода. Нерасщепившаяся перекись водорода связывается раствором калия йодистого, количество которого определяется путем титрования гипосульфитом (Na2S2O3)

1.В.3. Проведение исследований.

1.В.3.1. Материалы, растворы и реактивы: 

целые клетки микроорганизмов в концентрации 20 млрд. клеток в 1 мл; лед; 1%-ный раствор перекиси водорода на фосфатном буфере 1/15 М, рН 6.8; 20%-ный раствор химически чистой серной кислоты; 0.1 Н-раствор гипосульфита (давность приготовления не менее 11 дней); 10%-ный раствор калия йодистого; 1/15 М фосфатный буфер рН 7.2 и 6.8.

1.В.3.2. Аппаратура:

центрифуга до 5000 g; центрифужные пробирки; колбы стеклянные на 25 – 100 мл; бюретка на 10 мл.

1.В.3.3. Получение опытного образца.

Бактерии выращивают на 2%-ном мясопептонном агаре рН 7.2 в течение 24 часов при 37°C, смывают фосфатным буфером рН 7.2, центрифигируют дважды при 3000 g и осадок после 2-го центрифугирования ресуспендируют в фосфатном буфере рН 6.8 до концентрации 20 млрд. в 1 мл. В колбы объемом 25-100 мл, стоящие на льду, добавляют 0.1 мл бактериальной суспензии и 2 мл 1%-ного раствора перекиси водорода. Через 1 минуту реакцию останавливают внесением 5 мл 20%-ной H2SO4. Затем к смеси добавляют 5 мл 10%-ного раствора КI и 1 каплю 1%-ного раствора молибдата аммония.

1.В.3.4. Контроль опыта.

В колбы вместо клеточной суспензии добавляют 0.1 мл Н2О и остальные компоненты, необходимые для проведения реакции.

1.В.3.5. Титрование.

В колбы добавляют 0.1 Н-раствора гипосульфита натрия до появления светло-желтого окрашивания.

1.В.3.6. Расчет активности.

Количество 0.1 Н-раствора гипосульфита (мл), пошедшее на титрование опытного образца, вычитают из количества гипосульфита, пошедшего на титрование контрольной пробы. Разницу умножают на коэффициент 1.7 и делят на количество клеток, содержащихся в 0.1 мл пробы:
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в мг Н2O2 / 1 млрд. клеток / 1 мин, К – контрольная проба, Оп – опытная проба.

Способ дифференциации бактерий родов Listeria и Corynebacterium
Подобная проблема возникает при бактериологическом исследовании пищевого продукта и необходимости его быстрой санитарной оценки. В основу дифференциации можно положить 2 метода:

А) классический – бактериологические исследования по определению культурально-ферментативных свойств выделенных бактерий с использованием лабораторных животных;
Б) метод, предлагаемый нами – определение активности дегидрогеназ у изучаемых бактерий.
При равных условиях культивирования коринебактерии запасают эндогенные субстраты, в результате чего происходит эндогенное дегидрогенирование, внешне проявляемое в быстром изменении окраски бактериальной суспензии с белого цвета на красный. У листерий эндогенного дегидрогенирования в эти же сроки и в такой интенсивности не происходит и окраска бактериальной суспензии, не изменяясь, остается белой.

2. Метод определения активности дегидрогеназ у изучаемых бактерий.

2.1. Дегидрогеназы – окислительно-восстановительные ферменты, участвующие в дыхании.

Общая схема действия дегидрогеназ следующая:
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Восстановленное вещество АН2, которое служит донором водорода, под действием дегидрогеназ передает его веществу В. Вещество А окисляется, а вещество В восстанавливается. Дегидрогеназа функционирует в этой системе как промежуточный переносчик водорода.

2.2. Принцип метода.

Дегидрогеназы отщепляют водород от различных субстратов (органических кислот, спиртов, углеводов) и восстанавливают 2,3,5-трифенилтетразолийхлорид до формазана. Интенсивность окраски образовавшегося формазана свидетельствует об активности дегидрогеназ, поскольку между количеством образовавшегося формазана и оптической плотностью существует линейная зависимость.

2.3. Проведение исследований.

2.3.1. Материалы:

суспензия целых клеток микроорганизмов (15-20 млрд. в 1 мл); 2%-ный агар «Д».

2.3.2. Реактивы:

1/15 М фосфатный буфер рН 8.2; 2%-ный раствор глюкозы, приготовленный на фосфатном буфере 1/15 М, рН 8.2;

1%-ный раствор трифенилтетразолия хлористого (ТТХ).

2.3.3. Аппаратура:
центрифуга (до 5000 g); центрифужные пробирки; пипетки; термостат (+37°С).

2.4. Получение бактериальной массы.

Бактерии выращивают на агаре «Д» в течение 24-х часов при +37°C, смывают фосфатным буфером рН 8.2 и дважды отмывают от питательной среды центрифугированием при 3000 g в течение 15 минут. Полученный осадок ресуспендируют в фосфатном буфере рН 8.2. Концентрация клеток в опытном образце должна составлять 15-20 млрд. в 1 мл.

2.5. Ход определения.

В пробирки наливают 0.25 мл 2%-ного раствора глюкозы, добавляют 1 мл бактериальной суспензии, 0.05 мл 1%-ного раствора ТТХ, тщательно перемешивают и инкубируют при +37°C в течение 5 минут. При изменении белого цвета бактериальной суспензии на красный изучаемую культуру относят к роду Corinebacterium. При сохранении белой окраски бактериальная культура относится к роду Listeria.

Способ дифференциации листерий видов L. monocitogenes и L. grayi
Подобная проблема возникает при выделении листериозной культуры из пищевого продукта и необходимости последующей быстрой санитарной оценки. В основу дифференциации можно положить 2 метода:

А) классический – бактериологические исследования по определению культурально-ферментативных свойств бактерий с использованием лабораторных животных;
Б) метод, предлагаемый нами – определение активности аденозишрифосфотазы листерий, что значительно быстрее.

Гомогенаты культур L. monocitogenes, полученные путем обработки ультразвуком либо тритоном Х 100, содержат высокоактивную Mg++-активируемую АТФ-азу, но не содержат Ca++‑зависимого фермента. L. grayi, в отличие от штаммов L. monocitogenes, содержит Nа+К+АТФ-азу.

3. Метод определения активности аденозинтри-фосфатазы листерий.

3.1. Аденозинтрифосфатаза – фермент, осуществляющий гидролиз аденозинтрифосфата:
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В результате этого гидролиза отщепляется неорганический фосфор. По количеству образовавшегося фосфора судят об активности фермента.

3.2. Принцип метода основан на определении неорганического фосфора, образующегося в результате гидролиза АТФ под действием фермента.

3.3. Проведение исследований.

3.3.1. Материалы, растворы, реактивы:

цитоплазменная фракция клеток; гомогенаты клеток, полученные после воздействия тритона Х 100, ультразвука; тритон Х 100 (20%-ный раствор); 0.04 М раствора трис-HCl рН 10.0; 0.05 М раствор МgCl2, СаСl2, NаСl, КСl; 10 Н раствор Н2SО4; 1%-ный раствор молибдата аммония; 0.05%-ный раствор эйконогена в присутствии Nа2S2O3 (25 мг эйконогена растворяют в 10 мл воды, добавляют кристалы Nа2S2О3 после растворения эйконогена приливают еще 40 мл бидистиллированной воды); смесь молибдата аммония и серной кислоты (1 часть 10 Н Н2SO4 + 2 части 2.5%-ного раствора молибдата аммония); бидистиллированная вода рН 7.0-7.2; стандартный раствор фосфора, содержащий 0.08 мг в 1 мл; 12%-ный раствор трихлоруксусной кислоты; 0.01 М раствор аденозинтрифосфата натрия.

3.3.2. Аппаратура:

фотоэлектроколориметр; водяная баня на +37°C; часы песочные на 5 минут; мерные пробирки на 10 мл; дезинтегратор; центрифуга до 5000 g.

3.3.3. Получение опытного образца.

Суспензию клеток готовят из суточной агаровой культуры микроорганизмов, выращеных на агаре «Д». Биомассу смывают с агара трио-буфером рН 8.0, дважды центрифугируют при 3000 g. Затем клетки обрабатывают: а) ультразвуком; б) тритоном Х 100. В работе используют параллельно гомогенат клеток после обработки тритоном Х 100 и надсадочную жидкость, полученную после центрифугирования ультразвукового гемогената культуры при 5000 g.

Опытные образцы в количестве 0.5 мл помещают в инкубационную среду, содержащую 1.1 мл трио-буфера рН 10.0, 0.4 мл МgСl2, 0.5 мл АТФ и инкубируют в течение 30 минут при +37°C. Затем пробирки помещают в воду со льдом, добавляют 2.5 мл 12%-ного раствора ТХУ, выдерживают 10 минут и фильтруют. В фильтратах определяют фосфор неорганический.

3.3.4. Определение фосфора.

В мерную пробирку объемом 10 мл наливают 1.5 мл смеси молибденовокислого аммония и серной кислоты, прибавляют 1 мл полученного фильтрата (п. 3.3.3.), вносят 0.4 мл раствора эйконогена и доливают дистиллированной водой до отметки 10 мл. Смесь инкубируют 5 минут при +37°C и определяют эстинкцию при 670 нм.

3.3.5. Расчет активности фермента.

Из показателя экстинкции опытного образца вычитают экстинкцию контроля на субстрат и контроля опытного образца. Полученную разницу делят на показатель экстинкции стандартного раствора, умножают на количество Фн в стандартном растворе и делят на количество белка в 0.5 мл пробы.

Пример: Допустим, что экстинкция опытного образца – 0.300;

экстинкция контроля субстрата, содержащего в инкубационной смеси вместо опытного образца 0,5 мл трис-НСl буфера – 0,040;

экстинкция стандартного раствора фосфора – 0,400; экстинкция контроля опытного образца (этот контроль содержит все компоненты, входящие в опытный образец, но инкубируемый при 0°С и в присутствии 12%-ного раствора ТХУ) – 0,060; содержание белка в пробе – 4 мг/мл.
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Таблица 1
Свойства, по которым различают род Listeria

Таксон
Подвижность
Кислородные 
требования
Рост при З6°С
Каталаза
Продуцирование H2S
Кислота из глюкозы

Brochothrix
—
факультативные
—
+
—
+

Erysipelothrix
—
факультативные
+
—
+
+

Listeria
+
факультативные
+
+
—
+

Lactobacillus
—
факультативные
+
—
—
+

Kurthia
+
аэробные
+
+
—
—

Таблица 2
Дифференциальные свойства общепринятых видов рода Listeria

NN п/п
Дифференцирующие 
свойства
L. monocytogenes
L. innocua
L. seeligeri
L. welshimeri
L. ivanovii
L. grayi
L. murrayi

1.
(-гемопиз
+
–
+
–
+
–
–

2.
САМР-тест (Staph. aureus)
+
–
+
–
–
–
–

3.
САМР-тест (Rhodococcua equi)
–
–
–
–
+
–
–

4.
Образование кислоты:









а) декстрин
–
–
–
–
–
+
+


б) галактоза
–
–
–
–
–
+
+


в) Д-лактоза
–
–
–
–
–
+
+


г) маннит
–
–
–
–
–
+
+


д) манноза
+
+
–
+
–
–
–


е) рамноза
+
–
–
–
–
–
–


ж) крахмал
–
–
–
–
–
+
+


з) Д-ксилоза
–
–
+
+
+
–
–

5.
Тест Фогес-Проскуаэра.
+
+
+
+
+
+
+

6.
Гидролиз гиппурата
+
+
–
–
+
–
–

7.
Гидролиз лецитиназы
–
–
–
–
+
–
–

8.
Патогенность для мышей
+
–
–
–
+
–
–

Обозначения:
+ 
90% и более штаммов положительные;

– 
90% и более штаммов отрицательные.
Таблица 3
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1/2b

1/2c

3a

3b

3c

4a

4ab

4b

4c

4d

4e

7

L. ivanovi

L. grayi

L. murray

L. seeligeri серологически неотличима от L. monocytogenes

L. weishimeri серологически неотличима от L. innocua 6b

Вид

1-я серогруппа

2-я серогруппа

Н-антигенные 

факторы

О-антигенные факторы

Серовар



схема Paterson, модифицированная и расширенная Seeliger and Donker-Voet

Серовары рода Listeria (L.monocytogenes, L.ivanovi, L.innocua, L.seeligeri, L.weishimeri, L.grayi, l.myrrayi)

Антигенная структура листерий

L. monocytogenes

L. innocua

5

6a("4f")

6b("4g")
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ДМИТРИЙ АРКАДЬЕВИЧ ВАСИЛЬЕВ
* Методы разработаны совместно с А.А. Цыгановой, В.М. Котляровым.
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Лист1

		Антигенная структура листерий

		Серовары рода Listeria (L.monocytogenes, L.ivanovi, L.innocua, L.seeligeri, L.weishimeri, L.grayi, l.myrrayi)

		схема Paterson, модифицированная и расширенная Seeliger and Donker-Voet

		Вид		Серовар				О-антигенные факторы																														Н-антигенные факторы

								I		II		III		IV		V		VI		VII		VIII		IX		X		XI		XII		XIII		XIV		XV		A		B		C		D		E

		L. monocytogenes		1/2a		1-я серогруппа

				1/2b

				1/2c

				3a

				3b

				3c

				4a		2-я серогруппа

				4ab

				4b

				4c

				4d

				4e

				7

		L. ivanovi		5

		L. innocua		6a("4f")

				6b("4g")

		L. grayi

		L. murray

		L. seeligeri серологически неотличима от L. monocytogenes

		L. weishimeri серологически неотличима от L. innocua 6b






_985682881.unknown

_985681313.unknown

_985681711.unknown

_985680640.unknown

