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Аннотация 
Введение. Листериоз расценивается как одна из опасных вакцинонеуправляемых инфекций, характери-
зующаяся тяжестью клинического процесса и высокой летальностью. Актуальным направлением остаёт-
ся совершенствование методов лабораторной диагностики, особенно при листериозном менингите, для 
выявления возбудителя в оптимально сжатые сроки.
Цель исследования — изучить поведение музейных и клинических штаммов различных видов листе-
рий на ГБМ-агаре — питательной среде для выделения возбудителей гнойных бактериальных менинги-
тов — для усовершенствования бактериологического метода при выделении и идентификации Listeria 
monocytogenes.
Материалы и методы. В работе использованы 1125 образцов клинического материала и пищевых про-
дуктов, 95 выделенных и 5 референтных штаммов Listeria spp., питательные среды для выделения листе-
рий: агар Listeria пo Оттавиани и Агости (ALOA); питательный бульон для выделения и культивирования 
листерий (ПБЛ), питательный агар для выделения листерий (ПАЛ), ГБМ-агар.
Результаты. Из 1125 образцов, поступивших на исследование, с использованием ПБЛ, ПАЛ и ALOA вы-
делены штаммы: L. monocytogenes — 89, L. welshimeri — 2, L. innocua — 3, L. seeligeri — 1. Все изоляты 
и тест-штаммы субкультивировали на традиционные селективные среды (ПАЛ, ALOA) и дополнительно 
на ГБМ-агар, модифицированный внесением селективной добавки для выделения L. monocytogenes и 
желточной эмульсии. На модифицированном ГБМ-агаре выросшие колонии, относящиеся к роду Listeria, 
были крупнее и имели отличительные морфологические признаки от колоний, полученных на классиче-
ских листериозных средах, что позволило провести первичную дифференциацию L. monocytogenes от 
непатогенных видов листерий и других возбудителей гнойных бактериальных менингитов.
Заключение. Показана возможность использования в алгоритме культурального метода новой питатель-
ной среды (модифицированный ГБМ-агар), обладающей улучшенными ростовыми свойствами в отноше-
нии L. monocytogenes, внедрение которой послужит дополнительным эффективным средством для диф-
ференциации листерий при проведении исследований в санитарной и клинической микробиологии.

Ключевые слова: листерии, Listeria monocytogenes, питательные среды, модифицированный ГБМ- 
агар, пищевая инфекция
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Abstract
Introduction. Currently, listeriosis is regarded as one of the dangerous infections that cannot be prevented by 
vaccination and is characterized by the severity of the clinical process and high mortality. Improving laboratory 
diagnostic methods especially in listeriosis meningitis to identify the pathogen in the shortest possible time 
remains an urgent problem.
The aim of the study was to investigate the behavior of collection and clinical strains of various listeria species 
on GBM-agar — a nutrient medium for isolating pathogens of purulent bacterial meningitis — in order to improve 
the bacteriological method for isolating and identifying Listeria monocytogenes.
Materials and methods. In the current study, 1125 samples of clinical material and food produces were used.  
Of these, 95 were isolated and 5 were reference strains of Listeria spp. The following culture media to isolate 
listeria were used: Agar Listeria by Ottaviani and Agosti (ALOA); Listeria enrichment broth (LEB), Listeria isolation 
agar (LIA), GBM-agar.
Results. Of the 1125 samples involved the following strains were isolated using LEB, LIA and ALOA media:  
L. monocytogenes — 89, L. welshimeri — 2, L. innocua — 3, L. seeligeri — 1. All isolates and reference strains 
were subcultured by using conventional selective media (LIA, ALOA) and additionally GBM-agar modified by 
adding a selective additive to isolate L. monocytogenes, and yolk emulsion. Colonies grown on the modified GBM-
agar and belonging to the Listeria genus were larger and had distinctive morphological traits making them differ 
from colonies obtained by means of conventional listeriosis media. This allowed for the primary differentiation of  
L. monocytogenes from non-pathogenic listeria species and some other pathogens of purulent bacterial meningitis.
Conclusion. It is shown that the algorithm of the culture method can use a new nutrient medium (modified GBM 
agar) possessing improved growth properties for L. monocytogenes, the introduction of which will serve as an 
additional effective means for differentiating listeria during research in sanitary and clinical microbiology.
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Введение
Листериоз является не только медико-социаль-

ной, но и экономической проблемой. Несмотря на 
то что в последние годы заболеваемость листери-
озом держится на уровне спорадических случаев, 
листериоз расценивается как одна из опасных вак-
цинонеуправляемых инфекций, характеризуется тя-
жестью клинического процесса и высокой леталь-
ностью (до 20%) [1, 2].

Заболеваемость листериозом обусловлена кон-
таминацией и активным размножением листерий 
в продуктах питания, повышением восприимчиво-
сти к листериям у групп риска на фоне нарушений 

клеточного иммунитета [1, 3]. В последние годы 
получены данные о циркуляции листерий в расти-
тельных, почвенных, водных субстратах, их высо-
ких адаптивных возможностях в широком темпера-
турном диапазоне, влажности и рН среды. Имеются 
данные о контаминации возбудителем листериоза 
водных источников вблизи животноводческих пред-
приятий [4].

У здоровых людей инфицирование обычно 
протекает бессимптомно или в виде гастроэнтерита 
[1, 2, 5]. У пожилых людей с ослабленным имму-
нитетом, беременных женщин и новорождённых 
или у пациентов, получающих иммуносупрессив-
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ную терапию, листериоз может проявляться в виде 
бактериемии или сепсиса, поражения центральной 
нервной системы и т. д., приводя к серьёзным или 
потенциально смертельным заболеваниям, включая 
сепсис или менингит [2, 6, 7–12].

Клинические проявления этих форм заболе-
вания, включая листериозный менингит, неспеци-
фичны, в основном это повышение температуры, 
головная боль, рвота и расстройства сознания, что 
аналогично другим типам гнойного менингита [2, 
3, 6, 7]. 

Листериоз вызывают грамположительные, фа-
культативно анаэробные, энтероинвазивные бак-
терии рода Listeria. Основным возбудителем забо-
леваний человека является L. monocytogenes, кото-
рый способен вызвать листериоз и у животных [1]. 
Основной возбудитель листериоза у животных — 
L. ivanovii, который в редких случаях может при-
вести к заболеванию у людей [19]. Известны еди-
ничные случаи листериоза, вызванные L. innocua и  
L. seeligeri [20, 21].

При лабораторной диагностике листериозов и 
санитарно-бактериологических исследованиях ве-
дущую роль занимает бактериологический метод  
с использованием питательных сред [13].

Выделение листерий из нестерильного клини-
ческого материала и пищевых продуктов удаётся 
лишь с помощью селективных питательных сред 
или процедуры обогащения. В качестве селективных 
сред обогащения используют питательный бульон 
для выделения и культивирования листерий (ПБЛ), 
бульон Фрейзера, бульон UVM, в качестве селектив-
ных дифференциально-диагностических сред: пита-
тельный агар для выделения листерий (ПАЛ), агар 
Listeria пo Оттавиани и Агости (ALOA), Бриллианс 
Listeria агар, Оксфорд агар, Палкам агар и др. 

Среды ПАЛ, Палкам агар не обеспечивают ви-
довую дифференциацию листерий. На таких средах 
выделение листерий основано на их способности 
гидролизовать эскулин с образованием эскулети-
на, который в присутствии ионов железа образует 
чёрный комплекс; в результате листерии всех видов 
формируют колонии сероватого цвета с чёрной зо-
ной вокруг. 

Хромогенные среды (ALOA и Бриллианс 
Listeria агар) со специальной селективной и хро-
могенной добавками позволяют выделять листерии 
разных видов в виде колоний сине-зелёного цвета 
и дифференцировать L. monocytogenes и некоторые 
штаммы L. ivanovii от других видов Listeria по об-
разованию характерного ореола вокруг колоний за 
счёт способности продуцировать фосфолипазу С. 

Селективность сред по отношению к сопут-
ствующей микрофлоре обеспечивается включением 
в их состав хлорида лития, акрифлавина, циклогек-
симида, налидиксиновой кислоты, полимиксина и 
других антибиотиков [14]. 

Для выделения листерий из стерильных в 
норме биологических субстратов (кровь, спинно-
мозговая жидкость и др.), что характерно при бак-
териологическом исследовании менингита, могут 
быть использованы кровяной и шоколадный агары,  
а также ГБМ-агар — питательная среда для выде-
ления и культивирования возбудителей гнойных 
бактериальных менингитов без селективных доба-
вок [15]. Листерии на этих средах через 24–48 ч куль-
тивирования вырастают в виде круглых выпуклых 
полупрозрачных непигментированных колоний  
с гладкой поверхностью.

Богатая основа ГБМ-агара, содержащая ги-
дролизат казеина, пептон, дрожжевой экстракт, 
стимулятор роста гемофильных микроорганизмов, 
глюкозу, способна поддерживать рост листерий раз-
личных видов.

Поскольку основное назначение ГБМ-агара 
связано с культивированием и выделением трех 
основных возбудителей бактериальных менинги-
тов: Haemophilus influenzae type B, Streptococcus 
pneumoniae, Neisseria meningitidis, в его состав вхо-
дят селективные добавки только для них. Селек-
тивные добавки для листерий имеют иной состав 
антибиотиков и содержат краситель акрифлавин, 
обладающий антисептическими свойствами и спо-
собный придавать колониям L. monocytogenes зелё-
ный цвет.

Предварительные исследования клинического 
материала от больных менингитом показали, что 
использование ГБМ-агара с селективной добавкой 
для листерий позволяет выделить возбудитель ли-
стериоза в более короткие сроки, чем обычные ли-
стериозные среды. 

Для внедрения питательной среды в схему ла-
бораторной диагностики листериоза необходимы 
исследования с использованием широкого набора 
штаммов, относящихся к L. monocytogenes и другим 
видам листерий.

Цель исследования — изучить поведение 
музейных и клинических штаммов различных ви-
дов листерий на ГБМ-агаре для усовершенствова-
ния бактериологического метода при выделении  
и идентификации L. monocytogenes в клинической  
и санитарной микробиологии.

Материалы и методы
В работе использованы: клинический матери-

ал (секционный материал, кровь, спинномозговая 
жидкость, отделяемое цервикального канала), про-
довольственное сырье и пищевые продукты, по-
ступившие в испытательный лабораторный центр 
ГНЦ прикладной микробиологии и биотехноло-
гии (ГНЦ ПМБ) (всего 1125 образцов); музейные 
тест-штаммы микроорганизмов, полученные из 
Государственной коллекции патогенных микроор-
ганизмов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск»:  
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L. monocytogenes 766, L. monocytogenes NCTC11994, 
L. ivanovii ATCC19119, L. innocua NCTC 11288,  
L. seeligeri АТСС 35967, Escherichia coli АТСС 25922, 
Proteus vulgaris HX 19 222, Staphylococcus aureus 
Wood-46, S. pneumoniae ATCC 6305, N. meningitidis 
ATCC 13102, H. influenzae ATCC 49247. Пробопод-
готовка образцов и их исследования осуществлены 
с использованием алгоритмов и методов, рекомен-
дованных СанПиН 3.3686-211, МУК 4.2.1122-022,  
ГОСТ 32031-20223. Исследование проводилось при 
добровольном информированном согласии паци-
ентов или их законных представителей. Протокол 
исследования одобрен Этическим комитетом ГНЦ 
ПМБ (протокол № ВП-2025/3 от 17.05.2025).

Для накопления листерий использованы пита-
тельные среды производства ГНЦ ПМ: питательный 
бульон для культивирования и выделения листерий 
c внесением селективной добавки  (Среда ПБЛ, 
ГНЦПМБ, РУ № ФСР 2010/09161); в качестве диф-
ференциально-диагностических — питательный 
агар для культивирования и выделения листерий c 
внесением селективной добавки (Среда ПАЛ, ГНЦ 
ПМБ, РУ № ФСР 2010/09162); Listeria Ottaviani 
Agosti HiCynth Agar (ALOA, «HiMedia», РУ № ФСЗ 
2009/03705) c внесением добавок Enrichment 
Supplement (FD214), Selective Supplement (FD 
212A); питательная среда для выделения воз-
будителей гнойных бактериальных менингитов  
(ГБМ-агар, ГНЦ ПМБ, РУ № РЗН 2016/4872) с вне-
сением селективной добавки (полимиксина В суль-
фат — 0,01 г/л; налидиксовая кислота — 0,025 г/л; 
акрифлавин — 0,01 г/л) (далее — модифицирован-
ный ГБМ-агар). 

Для определения лецитиназной активности ис-
пользовали питательную среду для количественно-
го определения микробной загрязнённости (среда 
№ 1 ГРМ, ГНЦ ПМБ, РУ № ФСР 2011/11415) и мо-
дифицированный ГБМ-агар с внесением ex tempore 
5% желточной эмульсии, и эти же среды с внесени-
ем активированного угля в концентрации 0,5%. 

Идентификацию изолятов проводили на ав-
томатической системе «MALDI Biotyper» («Bruker 
Daltonik»).

Результаты 
Исследования проведены в 2 этапа. Первый 

этап был посвящён выделению возбудителя листе-
риоза из клинического материала, продовольствен-

1 СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требо-
вания по профилактике инфекционных болезней» (введён в 
действие 01.09.2021).

2 МУК 4.2.1122-02 «Организация контроля и методы выявле-
ния бактерий Listeria monocytogenes в пищевых продуктах: 
методические указания». М.; 2002.

3 ГОСТ 32031-2022 «Продукты пищевые. Методы выявле-
ния бактерий Listeria monocytogenes и других видов Listeria 
(Listeria spp.)». 

ного сырья и пищевых продуктов. Подготовленные 
к исследованию образцы высевали на среду обога-
щения — ПБЛ. Через 24 и 48 ч инкубации при 37 ± 
1°С со среды ПБЛ проводили высевы культураль-
ной жидкости на специальные питательные сре-
ды для выделения листерий (ПАЛ, ALOA). После 
инкубации отобраны характерные колонии, пред-
положительно относящиеся к листериям, и суб-
культивированы на среде № 1 ГРМ для последую-
щей идентификации с помощью автоматической 
системы «MALDI Biotyper». В ходе исследования 
выделены 89 изолятов L. monocytogenes, 2 изолята  
L. welshimeri, 3 изолята L. innocua, 1 изолят L. seeligeri.

На втором этапе изучили поведение всех вы-
деленных изолятов, в том числе от больных менин-
гитом, и тест-штаммов листерий на ГБМ-агаре в 
сравнении с поведением их на классических пита-
тельных средах (ПАЛ, ALOA) в условиях равно-
значности.

На среде ПАЛ выделенные культуры и 
тест-штаммы L. monocytogenes через 24 ч форми-
ровали мелкие, сероватого цвета колонии диаме-
тром до 1,0 мм; на 2-е сутки их размер увеличивал-
ся до 1,2–1,4 мм. На среде ALOA L. monocytogenes 
вырастали в виде колоний сине-зелёного цвета, 
окружённых непрозрачным ореолом диаметром 
0,6–0,8 мм на 1-е сутки инкубации посевов и ди-
аметром до 2,0 мм — на 2-е сутки. На модифи-
цированном ГБМ-агаре уже через 18 ч инкуба-
ции L. monocytogenes диаметр колоний достигал  
1,5–2,5 мм (рис. 1). Колонии приобретали при этом 
зеленоватый цвет, в отличие от колоний, получен-
ных на классической среде ПАЛ.

Рост других видов листерий на ГБМ-агаре 
отличался от роста L. monocytogenes. При изуче-
нии характера их роста музейные тест-штаммы: 
L. ivanovii ATCC19119, L. innocua NCTC 11288, 
L. seeligeri АТСС 35967 и выделенные культуры ли-
стерий: L. welshimeri, L. innocua, L. seeligeri высева-
ли на модифицированный ГБМ-агар и среды срав-
нения ПАЛ и ALOA. Через 18–24 ч инкубации на 
модифицированном ГБМ-агаре рост данных видов 
листерий обнаруживался в виде гладких колоний 
молочного цвета диаметром 1,6–2,0 мм, в отличие 
от сред ПАЛ и ALOA, на которых наблюдался рост 
мелких колоний диаметром 0,3–0,8 мм. 

При посеве из смеси тест-штамма L. mono-
cytogenes 766 и L. innocua NCTC 11288 на моди-
фицированный ГБМ-агар и последующей инкуба-
ции при 37 ± 1°С в течение 18 ч обнаружено, что 
среда обладает дифференцирующими свойствами: 
рост тест-штамма L. monocytogenes 766 наблюдался  
в виде колоний зеленоватого цвета диаметром  
1,8–2,2 мм; L. innocua NCTC 11288 — в виде коло-
ний молочного цвета диаметром 1,5–1,8 мм (рис. 2). 

Кроме того, при добавлении в модифициро-
ванную среду ГБМ-агар желточной эмульсии обе-
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спечивалась чёткая дифференциация тест-штамма 
L. ivanovii ATCC19119, обладающего лецитиназ-
ной активностью, от тест-штамма L. innocua NCTC 
11288, не имеющего лецитиназы (рис. 3).

Исследования клинического материала, про-
довольственного сырья и пищевых продуктов на 
наличие листерий включают стадию по определе-
нию лецитиназной активности, наличие которой яв-
ляется показателем патогенности, для подтвержде-
ния принадлежности выделенных бактерий к виду 
L. monocytogenes. Оригинальность бактериологи-
ческого метода основана на сопоставлении леци-
тиназной активности культуры в присутствии или 
при отсутствии активированного угля. В данной 
работе предпринята попытка определить лецити-
назную активность листерий в соответствии с ме-
тодикой, регламентированной нормативными до-
кументами МУК 4.2.1122-02 и ГОСТ 32031-2022 
при использовании модифицированного ГБМ-ага-
ра с внесением желточной эмульсии с активиро-
ванным углём и без него. Выделенные культуры 
L. monocytogenes и тест-штаммы L. monocytogenes 
766 и L. ivanovii ATCC19119 высевали на среду 
из разведений 10–6. Посевы инкубировали при  
37 ± 1°С в течение 24 ч и просматривали их в про-
ходящем свете. В качестве контрольной среды 
сравнения применяли традиционно используемую 
для этих целей среду № 1 ГРМ.

На среде № 1 ГРМ с внесением желточной 
эмульсии в присутствии угля через 24 ч наблюда-
лась плотная зона помутнения вокруг колоний вы-
деленных штаммов L. monocytogenes, тест-штам-
ма L. monocytogenes 766 и L. ivanovii ATCC19119 
шириной более 2,0 мм, характерной для проявле-
ния лецитиназной активности культур. На той же 
среде без активированного угля вокруг колоний 
L. monocytogenes зон помутнения не отмечалось,  
в отличие от колоний L. ivanovii ATCC19119. 

На модифицированном ГБМ-агаре с желточной 
эмульсией без угля также наблюдалось чётко разли-

Рис. 1. Рост выделенных культур L. monocytogenes на 
ПАЛ (1), ALOA (2) и модифицированном ГБМ-агаре (3). Рис. 2. Рост смеси тест-штаммов L. monocytogenes 766  

и L. innocua NCTC 11288 на модифицированном  
ГБМ-агаре.

Рис. 3. Рост смеси тест-штаммов L. ivanovii ATCC19119 и 
L. innocua NCTC 11288 на модифицированном ГБМ-агаре 

с внесением желточной эмульсии.

Рис. 4. Рост тест-штамма L. ivanovii ATCC19119  
на модифицированной среде ГБМ-агар с внесением 

желточной эмульсии.
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чимое проявление лецитиназной активности только 
вокруг колоний L. ivanovii ATCC19119 (рис. 4). 

Внесение в модифицированный ГБМ-агар ак-
тивированного угля в тех же концентрациях при-
водило к более интенсивному почернению среды, 
что не дало возможности рассмотреть и правильно 
интерпретировать результаты по выявлению леци-
тиназной активности. 

При определении селективных свойств мо-
дифицированного ГБМ-агара обнаруживалось по-
давление роста тест-штаммов E. coli АТСС 25922, 
P.  vulgaris HX 19 222, S. aureus Wood-46, S. pneu-
moniae ATCC 6305, N. meningitidis ATCC 13102, 
H. influenzae ATCC 49247 из разведений 10–4. 

Обсуждение
Менингит, вызванный L. monocytogenes, яв-

ляется серьёзным и опасным для жизни заболева-
нием. В последние годы L. monocytogenes является 
третьей по распространённости причиной бак-
териального менингита у пожилых людей после 
S. pneumoniae и N. meningitidis из-за снижения за-
болеваемости менингитом, вызванным H. influenzae 
типа b в связи с вакцинацией [18]. Заболевание 
чаще встречается у пожилых людей, клинические 
проявления при этом виде менингита не специфич-
ны, поэтому для правильной постановки диагноза 
важно учитывать результаты бактериологического 
исследования, направленного на выделение и иден-
тификацию возбудителя. 

Питательная среда ГБМ-агар, предназначен-
ная для выделения основных возбудителей гнойных 
бактериальных менингитов, хорошо зарекомендо-
вала себя при исследовании клинического мате-
риала на наличие S. pneumoniae, N. meningitidis и 
H. influenzae типа b [15]. Поэтому представляло ин-
терес изучение возможности использования данной 
питательной среды для выделения листерий, но при 
ис пользовании для этого специальной селективной 
добавки для листерий. Входящие в её состав ан-
тибиотики ингибируют рост основных возбудите-
лей гнойного бактериального менингита, а также 
ряда других микроорганизмов (например, E. coli,  
P. vulgaris, S. aureus). Среду с селективной добавкой 
назвали модифицированным ГБМ-агаром.

В нашем исследовании изучено поведение 
различных видов листерий на модифицированном 
ГБМ-агаре: 89 изолятов L. monocytogenes, 2 изолята 
L. welshimeri, 3 изолята L. innocua, 1 изолят L. seeligeri 
и 5 тест-штаммов Listeria spp. На модифицирован-
ном ГБМ-агаре колонии L. monocytogenes приобре-
тали зеленоватый цвет и уже через 18 ч инкубации 
значительно превосходили по размеру колонии на 
классической среде ПАЛ и даже ALOA. При этом 
непатогенные листерии формировали некрупные 
колонии молочного/кремового цвета. Такая спо-
собность модифицированного ГБМ-агара позволит 

ускорить выделение и дифференциацию основного 
возбудителя листериоза — L. monocytogenes — от 
других видов листерий по морфологическим осо-
бенностям колоний (цвет и размер).

Добавление в модифицированный ГБМ-агар 
желточной эмульсии обеспечивало чёткую диффе-
ренциацию тест-штамма L. ivanovii ATCC19119, 
обладающего лецитиназной активностью, от 
тест-штамма L. innocua NCTC 11288, не имею-
щего лецитиназы. Однако добавление активиро-
ванного угля, который активизирует проявление 
лецитиназной активности у L. monocytogenes на 
среде № 1 ГРМ, зон помутнения вокруг колоний 
L. monocytogenes не наблюдали. Возможно, такая 
ситуация объясняется более интенсивным почер-
нением ГБМ-агара, который из-за входящего в его 
состав стимулятора роста гемофильных микроор-
ганизмов уже окрашен в тёмно-коричневый цвет.  
И на такой тёмной питательной среде трудно рас-
смотреть и правильно интерпретировать результаты 
по выявлению лецитиназной активности. 

И.С. Тартаковским и соавт. было отмечено, 
что идентификация L. monocytogenes по выявлению 
лецитиназной активности часто затруднена вслед-
ствие морфологических и биохимических особен-
ностей возбудителя листериоза [13]. В работах оте-
чественных и зарубежных авторов упоминается, 
что при культивировании на питательных средах, 
содержащих желточную эмульсию, лецитиназная 
активность листерий выявляется чрезвычайно сла-
бо или вообще не наблюдается. Добавление активи-
рованного угля может сорбировать секретируемый 
листериями продукт, ингибирующий продуцирова-
ние фермента лецитиназы [13, 16, 17].

Заключение
Показана возможность использования в алго-

ритме культурального метода новой питательной 
среды (модифицированный ГБМ-агар), обладаю-
щей улучшенными ростовыми свойствами в отно-
шении L. monocytogenes. Её внедрение послужит 
дополнительным эффективным средством для диф-
ференциации листерий при проведении исследова-
ний в санитарной и клинической микробиологии. 
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