
Воз бу ди те ля ми хо ле ры — осо бо опас ной ин -
фек ци он ной бо лез ни, ха рак те ри зу ю щей ся ди а рей -
ным син д ро мом и вы ра жен ной де гид ра та ци ей —
яв ля ют ся ток си ген ные штам мы хо лер ных виб ри о -
нов Vibrio cholerae O1 и O139 се рог рупп. Так, те ку -
щая седь мая пан де мия хо ле ры, на чав ша я ся в
1961 г., бы ла выз ва на ти пич ны ми ток си ген ны ми
штам ма ми V. cholerae O1 се рог руп пы би о ва ра эль -
тор [1]. Имея на мо мент воз ник но ве ния вы со кий

эпи де ми чес кий по тен ци ал, виб ри о ны эль тор вы -
тес ни ли с эн де мич ной тер ри то рии воз бу ди те ля
пре ды ду щей пан де мии — хо лер ных виб ри о нов
клас си чес ко го би о ва ра — и быс т ро рас п рос т ра ни -
лись по мно гим стра нам Азии, Аф ри ки и Ла тин с -
кой Аме ри ки. Нес мот ря на то, что хо лер ные виб -
ри о ны клас си чес ко го и эль тор би о ва ров от но сят -
ся к од ной се рог руп пе О1, они от ли ча ют ся как по
фе но ти пи чес ким, так и ге не ти чес ким свой с т вам.
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Ко н с  т ру и  ро ва  ние муль ти п лек с  ной ПЦР дл я иде н ти фи  ка  ци и
ток  си ген  ных ш там м ов ге  не  ти ч ес  ких  ва ри  ан тов Vibri o cho lerae
эль  тор и  их д иф фе  рен ци  а ции по эпи де  ми  чес ко  му по  тен ци  а  лу

Раз ра бо тан спо соб вы яв ле ния ток си ген ных штам мов ге но ва ри ан тов V. cholerae О1
се рог руп пы би о ва ра эль тор и их диф фе рен ци а ции на штам мы с вы со ким и низ ким
эпи де ми чес ким по тен ци а лом. С этой целью оп ре де ля ли струк ту ру ос т ро ва пан де -
мич нос ти VSP-II ме то дом муль тип лек с ной ПЦР, ко то рую про во ди ли в один при ем в 
двух ре ак ци он ных сме сях. Для ток си ген ных штам мов ге но ва ри ан тов V. cholerae О1
би о ва ра эль тор с ин так т ным ос т ро вом пан де мич нос ти VSP-II и низ ким эпи де ми чес -
ким по тен ци а лом ха рак тер но на ли чие ам п ли ко нов ге нов rfbO1, rstC, ctxA, ctxВСlass,
vc0502 и vc0514; у ток си ген ных ге но ва ри ан тов V. cholerae О1 би о ва ра эль тор, об ла -
да ю щих вы со ким эпи де ми чес ким по тен ци а лом и име ю щих VSP-II c про тя жен ной
де ле ци ей, оп ре де ля ют ся ам п ли ко ны фраг мен тов ге нов rfbO1, rstC, ctxA, ctxВСlass и
vc0514. Вы со кая спе ци фич ность муль тип лек с ной ПЦР под т вер ж де на при тес ти ро -
ва нии близ ко род с т вен ных ви дов виб ри о нов, а так же эн те ро бак те рий. С по мощью
раз ра бо тан ной муль тип лек с ной ПЦР про ве де но ис с ле до ва ние 52 кол лек ци он ных
штам мов V. cho lerae и вы яв ле но 8 ток си ген ных штам мов ге но ва ри ан тов V. cholerae
О1 би о ва ра эль тор, за ве зен ных в Рос сий с кую Фе де ра цию в 2004—2012 г. и об ла да ю -
щих вы со ким эпи де ми чес ким по тен ци а лом. Скон с т ру и ро ван ная муль тип лек с ная
ПЦР мо жет быть ис поль зо ва на при про ве де нии эпи де ми о ло ги чес ких рас с ле до ва -
ний и по лу че нии пол ной ха рак те рис ти ки за ве зен ных штам мов V. cholerae, а так же
при пас пор ти за ции штам мов хо лер но го виб ри о на, хра ня щих ся в Го су дар с т вен ной
кол лек ции па то ген ных бак те рий ФКУЗ Рос НИП ЧИ «Мик роб».

Клю че вые сло ва: ге не ти чес ки из ме нен ные штам мы, муль тип лек с ная ПЦР, эпи де ми чес кий по тен ци ал, Vibrio cholerae.

                                 
Пле ха нов Ни ки та Алек сан д ро вич, Зад но ва Свет ла на Пет ров на, Ага фо нов Дмит рий Алек сан д ро вич, Смир но ва Ни на Ива нов на.

Спи сок со кра ще ний: био вар — био ва ри ант; БСА — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; п.н. — па ра нук ле о ти дов; ПЦР — по ли ме -
раз ная цеп ная ре ак ция; ХТ — хо лер ный ток син; dNTP — дез ок си ри бо нук ле о зид т ри фос фат(ы); VSP (Vib rio Se venth Pan de mic
Is land) — ост ров пан де мич но сти Vib rio.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



Од но из важ ных ге не ти чес ких от ли чий ка са ет ся
струк ту ры про фа га ви ру лен т нос ти CTX, вклю ча -
ю ще го ге ны ctхAB, ко ди ру ю щие би о син тез хо лер -
но го ток си на (ХТ), от вет с т вен но го за раз ви тие ди -
а реи. В ге но ме про фа га CTX виб ри о нов эль тор
со дер жат ся ге ны ctхAB3, а у клас си чес ких виб ри о -
нов — ctхAB1 [2]. В ре зуль та те та ких раз ли чий хо -
лер ные виб ри о ны клас си чес ко го би о ва ра про ду ци -
ру ют ХТ I (клас си чес ко го) ти па, а эль тор виб ри о -
ны — ХТ II ти па. 

Про дол жа ю щи е ся мик ро э во лю ци он ные из -
ме не ния виб ри о нов эль тор при ве ли к по яв ле нию в 
1990-х го дах ге не ти чес ки из ме нен ных штам мов,
или ге но ва ри ан тов, V. cholerae би о ва ра эль тор с по -
вы шен ной ви ру лен т нос тью [3, 4]. Важ ной осо бен -
нос тью этих ге но ва ри ан тов яв ля ет ся про дук ция
зна чи тель но го ко ли чес т ва хо лер но го ток си на клас -
си чес ко го ти па в ре зуль та те при сут с т вия про фа га
CTX с ге на ми ctxAB1.

Од на ко ге ном ге но ва ри ан тов V. cholerae би о -
ва ра эль тор под вер жен даль ней шим из ме не ни ям.
В нас то я щее вре мя воз ник ли но вые штам мы ге но -
ва ри ан тов, ге не ти чес кой осо бен нос тью ко то рых
яв ля ет ся на ли чие об шир ной де ле ции (21 ген из
30 име ю щих ся) в цен т раль ной час ти ос т ро ва пан -
де мич нос ти VSP-II [5]. В пос лед нее де ся ти ле тие
имен но дан ные штам мы вы зы ва ют за бо ле ва ние на
эн де мич ной тер ри то рии, а так же яви лись при чи ной
всех им пор ти ро ван ных слу ча ев хо ле ры на тер ри -
то рии Рос сий с кой Фе де ра ции в 2004—2012 г. [6,
7]. Гло баль ное рас п рос т ра не ние ге но ва ри ан тов,
име ю щих де ле цию в VSP-II, и вы тес не ние ими ра -
нее воз ник ших ге но ва ри ан тов с ин так т ным
VSP-II ука зы ва ют на на ли чие у но вых штам мов ге -
но ва ри ан тов бо лее вы со ко го эпи де ми чес ко го по -
тен ци а ла по срав не нию с ра нее воз ник ши ми ге но -
ва ри ан та ми. Та ким об ра зом, учи ты вая, что в ми ре
цир ку ли ру ют штам мы ге но ва ри ан тов с раз ной
струк ту рой ге но ма и раз ным эпи де ми чес ким по -
тен ци а лом, спо соб ные на нес ти раз ной сте пе ни
ущерб здо ровью на се ле ния и эко но ми ке стра ны,
ак ту аль ным яв ля ет ся раз ра бот ка муль тип лек с ных 
ПЦР, поз во ля ю щих быс т ро и од нов ре мен но вы яв -
лять штам мы раз лич ных ге но ва ри ан тов и оп ре де -
лять их эпи де ми чес кий по тен ци ал.

В нас то я щее вре мя раз ра бо та но и вы пус ка -
ет ся зна чи тель ное ко ли чес т во ПЦР-тес т - сис тем
для ин ди ка ции и иден ти фи ка ции воз бу ди те ля хо -
ле ры, оп ре де ле ния се рог руп пы, би о ва ра, ток си -
ген нос ти (ви ру лен т нос ти) и эпи де ми чес кой зна чи -
мос ти вы де ля е мых штам мов. Соз да ны так же тес т -

- сис те мы, с по мощью ко то рых мож но про во дить
де тек цию ге но ва ри ан тов V. cholerae би о ва ра эль -
тор [8] и ус та нав ли вать их эпи де ми чес кий по тен -

ци ал [9]. Од на ко тес т - сис те мы, поз во ля ю щие од -
нов ре мен но вы яв лять штам мы раз лич ных ге но ва -
ри ан тов V. cholerae би о ва ра эль тор и оп ре де лять
их эпи де ми чес кий по тен ци ал, от сут с т ву ют.

Целью ра бо ты бы ла раз ра бот ка муль тип лек -
с ной ПЦР для иден ти фи ка ции ток си ген ных штам -
мов ге но ва ри ан тов V. cholerae би о ва ра эль тор и
диф фе рен ци а ции их на ос но ве ана ли за струк ту ры
ос т ро ва пан де мич нос ти VSP-II на штам мы с вы со -
ким и низ ким эпи де ми чес ким по тен ци а лом. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

В ра бо те ис поль зо ва ли 52 кли ни чес ких
штам ма V. cholerae, вы де лен ных в раз ные го ды на
тер ри то рии Рос сий с кой Фе де ра ции и за ру беж ных 
стран и хра ня щих ся в ли о филь но вы су шен ном
сос то я нии в Го су дар с т вен ной кол лек ции па то ген -
ных бак те рий ФКУЗ Рос НИП ЧИ «Мик роб». Для
куль ти ви ро ва ния бак те рий ис поль зо ва ли буль он и 
агар LB (рН 7,2) (Sigma-Aldrich, США). 

Для вы де ле ния ДНК клет ки хо лер ных виб -
ри о нов, вы ра щен ные на LB-агаре в те че ние 18 ч,
ре сус пен ди ро ва ли в 0,85%-ном рас т во ре нат рия
хло ри да до кон цен т ра ции 109 мик роб ных кле ток в 
1 мл и за тем раз во ди ли де и о ни зо ван ной во дой до
кон цен т ра ции 1107 кл/мл. Пос ле это го к сус пен -
зии до бав ля ли мер ти о лят нат рия (Promega, США)
до ко неч ной кон цен т ра ции 0,01% и прог ре ва ли
при 56 в те че ние 30 мин. Да лее 100 мкл об раз ца
пе ре но си ли в мик ро цен т ри фуж ные про бир ки объ -
е мом 1,5 мл, до бав ля ли ли зи ру ю щий бу фер на ос -
но ве 6 М гу а ни ди ни зо ти о ци а на та (Helicon, Рос -
сия) в объ е ме, ука зан ном в ин с трук ции к на бо ру
для вы де ле ния ДНК, и ин ку би ро ва ли 15 мин при
тем пе ра ту ре (65±1). Пос ле вы пол не ния дан но го
эта па ма те ри ал счи тал ся обез за ра жен ным. Даль -
ней шее вы де ле ние ДНК осу щес т в ля ли ме то дом
нук ле о сор б ции на си ли ка ге ле в при сут с т вии гу а -
ни ди ни зо ти о ци а на та с ис поль зо ва ни ем ком мер -
чес ко го на бо ра “ДНК-СОРБ-В” (ФБУН ЦНИИЭ
Рос пот реб над зо ра, Рос сия). Ра бо ту про во ди ли в
со от вет с т вии с ин с трук ци ей к на бо ру, на чи ная с
эта па до бав ле ния нук ле о сор бен та. На пос лед нем
эта пе по лу чен ную ДНК сус пен ди ро ва ли  в ТЕ- бу -
фе ре (10 мМ трис-HCl (Sigma-Aldrich), 1 мМ ЭД -
ТА (Helicon), рН 8,0) и хра ни ли при 4°.

Ам п ли фи ка цию ДНК про во ди ли с по -
мощью прог рам ми ру е мо го тер мос та та “Тер цик”
(«ДНК-тех но ло гия», Рос сия); ре зуль та ты ана ли зи -
ро ва ли методом элек т ро фо ре за в 2%-ном ага роз -
ном ге ле (ООО НТК "Ди аМ", Рос сия) с до бав ле ни -
ем бро мис то го эти дия (Serva, Гер ма ния).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На пер вом эта пе ра бо ты бы ли выб ра ны
ДНК- ми ше ни для оп ре де ления се рог руп пы, би о -
ва ра, вы яв ле ния ток си ген нос ти ис с ле ду е мо го
штам ма хо лер но го виб ри о на и иден ти фи ка ции ге -
но ва ри ан тов V. cholerae би о ва ра эль тор. В ка чес т -
ве ге не ти чес ких мар ке ров для детекции се рог руп -
пы О1 бы ли ис поль зо ва ны фраг мен ты ге нов rfbE
(vc0244) и rfbG (vc0245), вхо дя щие в сос тав ло ку -
са rfbО, ко ди ру ю ще го би о син тез О1-антигена
[10], для де тек ции О139 ан ти ге на — фраг мент ге -
на rfbR, вхо дя щий в сос тав ге нов, ко ди ру ю щих ан -
ти ген О139 [11]. Для оп ре де ле ния би о ва ра был
выб ран ген rstC из про фа га RS1, при сут с т ву ющий 
толь ко в штам мах V. cholerae О1 се рог руп пы би о -
ва ра эль тор и О139-серогруппы [12]. Ток си ген -
ность штам мов ус та нав ли ва ли по на ли чию фраг -
мен та ге на ctxA, ко ди ру ю ще го ток си чес кую А-
 субъ е ди ни цу хо лер но го ток си на [13]. Иден ти фи ка -
цию ге но ва ри ан тов осу щес т в ля ли по при сут с т -
вию ал ле ля ctxB1 в ток си ген ных штам мах V. cho -
lerae би о ва ра эль тор [14].

В ка чес т ве пер вой ми ше ни для оп ре де ле ния 
эпи де ми чес ко го по тен ци а ла был выб ран ген
vc0514, ло ка ли зо ван ный в 3-кон це вом ре ги о не
VSP-II и ко ди ру ю щий ме ти лак цеп тор ный бе лок
хе мо так си са, на ли чие ко то ро го ха рак тер но для
всех ти пов VSP-II. В ка чес т ве вто рой ми ше ни был 
выб ран ген vc0502, рас по ло жен ный в цен т раль -
ной час ти VSP-II и ко ди ру ю щий пи ли IV ти па, от -
сут с т ву ю щий у штам мов с про тя жен ной де ле ци ей 
дан но го ге ном но го ос т ро ва с вы со ким эпи де ми чес -
ким по тен ци а лом [5]. Вы бор ука зан ных ге нов - ми -
ше ней был обус лов лен тем, что их ис поль зо ва ние
обес пе чи ва ет диф фе рен ци а цию штам мов с низ ким 
и вы со ким эпи де ми чес ким по тен ци а лом на ос но -
ве раз ли чий в струк ту ре раз ных ти пов VSP-II. Для 
штам мов с низ ким эпи де ми чес ким по тен ци а лом,
со дер жа щих ин так т ный VSP-II или VSP-II с ко рот -
кой де ле ци ей, ха рак тер но на ли чие двух ге нов vc0502
и vc0514. У штам мов с вы со ким эпи де ми чес ким
по тен ци а лом, име ю щих VSP-II с про тя жен ной де -
ле ци ей, тес ти ру ет ся лишь ген vc0514 [9].

Ис поль зо ва на струк ту ра прай ме ров к учас т -
кам ге нов rfbO1, rfbR, rstC, ctxA, VSPIIpilin,
VSPIIchem, ал лель - с пе ци фи чес ких прай ме ров для
ге на ctxB1 (ctxBClass) из ли те ра тур ных ис точ ни ков. 
Прай ме ры rfbO1-F—rfbO1-R об ра зу ют ам п ли кон раз -
ме ром 638 п.н. [15]; прай ме ры rfbR-F—rfbR-R спо -
соб с т ву ют фор ми ро ва нию ПЦР-п ро дук та раз ме -
ром 428 п.н. [16]; прай ме ры rstC-F—rstC-R обес пе -
чи ва ют об ра зо ва ние фраг мен та раз ме ром 238 п.н.
[12]; прай ме ры ctxА-F—ctxА-R ам п ли фи ци ру ют

фраг мент ДНК раз ме ром 564 п.н. [13], а прай ме ры 
ctxBClass-F—ctxBClass-R — фраг мент ДНК раз ме -
ром 189 п.н. [14]. Прай ме ры VSPIIpilin-F 
(5-CTGTGA TTCGGGCTTTATCGG-3) и VSPIIpilin-R
(5-GC G T A AACTGAGCCAA TAAGC-3) для учас -
т ка ге на vc0502 обес пе чи ва ют об ра зо ва ние фраг -
мен та раз ме ром 761 п.н., прай ме ры VSPIIchem-F
(5-CT TGATGGAGCGGAGAAAAC-3) и VSPIIchem-R
(5-CGATGAATAGCCTGTTGAAC-3) для учас т ка
ге на vc0514 спо соб с т ву ют фор ми ро ва нию ПЦР-п -
ро дук та раз ме ром 604 п.н. [9].

Да лее от дель но для каж дой па ры прай ме -
ров бы ла по доб ра на ми ни маль ная кон цен т ра ция
для об ра зо вы ва ния ПЦР-п ро дук тов и эк с пе ри мен -
таль ным пу тем ус та нов ле ны со от но ше ния кон цен -
т ра ции прай ме ров в ре ак ци он ной сме си. Для луч -
ше го раз де ле ния ам п ли ко нов и по лу че ния лег ко
ин тер п ре ти ру е мых ре зуль та тов муль тип лек с ная
ПЦР бы ла раз де ле на на две ре ак ци он ные сме си. В 
пер вую смесь (№ 1) вклю че ны прай ме ры к ге нам
rfbO1, rfbR, rstC и ctxA; во вто рую (№ 2) — прай ме -
ры к ге нам ctxВСlass, vc0502 и vc0514 в кон цен т ра -
ции 6,9; 3,7; 4,9 пмоль/мкл, со от вет с т вен но (ри су -
нок). Под бор прай ме ров про во ди ли та ким об ра -
зом, что бы ми ни ми зи ро вать ве ро ят ность их нес пе -
ци фи чес ко го от жи га. Раз мер по лу ча е мых фраг -
мен тов был выб ран с целью уп ро ще ния про цес са
ви зу а ли за ции и уче та ре зуль та тов. Из ри сун ка вид -
но, что эк с пер имент с дву мя ре ак ци он ны ми сме ся -
ми для ПЦР поз во ля ет по лу чать лег ко ин тер п ре ти -
ру е мые ре зуль та ты и вес ти их учет.

На сле ду ю щем эта пе был от ра бо тан оп ти -
маль ный сос тав пер вой и вто рой ре ак ци он ных
сме сей, вклю ча ю щих 10-кратный ПЦР-бу фер (рН
8,8) с БСА (200 мкг/мл), 2 мМ dNTP, 25 мМ рас т -
вор MgCl2, Taq-полимеразу (5 ед/мкл), де и о ни зо -
ван ную во ду и смесь прай ме ров со от вет с т вен но
№1 или №2. Объ ем ре ак ци он ной сме си сос тав лял
15 мкл в рас че те на од ну ре ак цию.

Для вы бо ра оп ти маль ной тем пе ра ту ры и
дли тель нос ти от жи га прай ме ров бы ли про ве де ны
ряд ПЦР в ин тер ва ле тем пе ра тур от 55 до 60°. При 
этом об ра зо ва ние чет ких ам п ли фи ка тов с учас ти -
ем всех ис поль зо ван ных прай ме ров про ис хо ди ло
при тем пе ра ту ре 58°, ко то рая и бы ла выб ра на для
даль ней ше го про ве де ния ис с ле до ва ний. За тем
был эк с пе ри мен таль но оп ре де лен ре жим ам п ли -
фи ка ции (ко ли чес т во цик лов и про дол жи тель -
ность ста дий) с ис поль зо ва ни ем прог рам ми ру е мо -
го ам п ли фи ка то ра «Тер цик». Ам п ли фи ка цию кон -
т роль ных об раз цов про во ди ли од нов ре мен но с ис -
с ле ду е мы ми про ба ми в том же при бо ре и при тех
же ус ло ви ях. 
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Ам п ли фи ци ро ван ную ДНК пос ле ПЦР де -
тек ти ро ва ли ме то дом го ри зон таль но го гель -э лек т -
ро фо ре за в 2 %-ном ага роз ном ге ле. Учет ре зуль та -
тов ПЦР про во ди ли пу тем срав не ния по лу чен ных
ам п ли ко нов с кон т роль ны ми об раз ца ми; ре зуль та -
ты иден ти фи ка ции при ве ди ны в табл. 1. 

На сле ду ю щем эта пе ра бо ты бы ла оп ре де ле -
на спе ци фич ность скон с т ру и ро ван ной ПЦР, ко то -
рую про ве ря ли с ис поль зо ва ни ем штам мов близ -
ко род с т вен ных ви дов — Vibrio mimicus, V. anguil -
larum, V. parahaemolyticus, а так же эн те ро бак те -
рий — Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Shi -
gella flexneri (табл. 2). Ре зуль та ты тес ти ро ва ния
ука зан ных штам мов бы ли от ри ца тель ны ми, что
ука зы ва ет на 100%-ную спе ци фич ность раз ра бо -
тан ной муль тип лек с ной ПЦР.

Да лее в ис с ле до ва ние были взя ты ток си ген -
ные штам мы V. cholerae се рог руп пы О1 (клас си -
чес ко го и эль тор би о ва ров) и се рог руп пы О139,
струк ту ра ге но ма ко то рых была хо ро шо изу че на
ра нее ме то дом ПЦР и сек ве ни ро ва ния: V. cholerae
569В О1 се рог руп пы клас си чес ко го би о ва ра, ти -
пич ный штамм М738 О1 се рог руп пы би о ва ра эль -
тор, ге но ва ри ант М1266 эль тор би о ва ра с ин так т -
ным ос т ро вом пан де мич нос ти VSP-II и низ ким
эпи де ми чес ким по тен ци а лом, ге но ва ри ант М1509
би о ва ра эль тор, со дер жа щий VSP-II c про тя жен -
ной де ле ци ей и име ю щий вы со кий эпи де ми чес -
кий по тен ци ал. Дан ные штам мы в даль ней шем

были выб ра ны в ка чес т ве по ло жи тель ных кон т ро -
лей. При их тес ти ро ва нии с по мощью соз дан ной
ПЦР вы яв ле но, что штамм V. cholerae 569В об ра зо -
вы вал ам п ли ко ны раз ме ром 638 п.н. и 564 п.н. в ре -
ак ци он ной сме си №1 и 189 п.н. в ре ак ци он ной
сме си №2, что сви де тель с т ву ет о при сут с т вии в
его ге но ме ге нов rfbO1, ctxA и ctxBClass (см. ри су -
нок, до рож ка 1) и под т вер ж да ет, что ис с ле ду е мый
штамм при над ле жит к О1-серогруппе клас си чес -
ко го би о ва ра (rfbO1+, rfbR–, rstC–, ctxA+, ctxBClass+,
vc0502 –, vc0514 –). У штам ма V. cholerae М738 вы -
яв ле ны ам п ли ко ны 638 п.н., 564 п.н. и 238 п.н. в ре -
ак ци он ной сме си №1, а так же 761 п.н. и 604 п.н. в
ре ак ци он ной сме си №2, что сви де тель с т ву ет о
при сут с т вии в его ге но ме ге нов rfbO1, ctxA, rstC,
vc0502 и vc0514 (см. ри су нок, до рож ка 2) и до ка зы -
ва ет при над леж ность дан но го штам ма к ти пич -
ным ток си ген ным штам мам О1-серогруппы би о -
ва ра эль тор (rfbO1+, rfbR –, rstC+, ctxA+, ctxBClass–,
vc0502+,vc0514+). У штам ма V. cholerae М1266 об -
на ру же ны ам п ли ко ны 638 п.н., 564 п.н. и 238 п.н. в 
ре ак ци он ной сме си №1, а так же 761 п.н., 604 п.н.
и 189 п.н. в ре ак ци он ной сме си №2 (см. ри су нок
до рож ка 3). Дан ный штамм яв ля ет ся ток си ген -
ным ге но ва ри ан том би о ва ра эль тор с ин так т ным
ос т ро вом пан де мич нос ти VSP-II и низ ким эпи де -
ми чес ким по тен ци а лом (rfbO1+, rfbR–, rstC+,
ctxA+, ctxBClass+, vc0502+, vc0514+). По при сут с т -
вию ам п ли ко нов 638 п.н., 564 п.н. и 238 п.н. в ре ак -
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Оп ре де ле ние фраг мен тов ге нов rfbO1, rfbR, rstC и ctxA в пер вой ре ак ци он ной сме си (А) и ctxBClass, vc0502 и vc0514 во вто -
рой ре ак ци он ной сме си (Б) у кон т роль ных штам мов V. сholerae: до рож ка 1 — ток си ген ный штамм V. cholerae 569В О1 се рог руп -
пы клас си чес ко го би о ва ра; 2 — М738, ти пич ный ток си ген ный штамм О1 се рог руп пы би о ва ра эль тор; 3 — ток си ген ный ге но ва -
ри ант V. cholerae М1266 О1 се рог руп пы би о ва ра эль тор с ин так т ным ос т ро вом пан де мич нос ти VSP-II и низ ким эпи де ми чес -
ким по тен ци а лом; 4 — ток си ген ный ге но ва ри ант V. cholerae М1509 О1 се рог руп пы би о ва ра эль тор с вы со ким эпи де ми чес ким
по тен ци а лом, не су щим VSP-II c про тя жен ной де ле ци ей; 5 — ток си ген ный штамм V. cholerae Р16064 О139 се рог руп пы; до рож -
ка 6 — от ри ца тель ный кон т роль (де и о ни зо ван ная вода)



ци он ной сме си №1, а так же 604 п.н. и 189 п.н. в ре -
ак ци он ной сме си №2 (см. ри су нок до рож ка 4)
штамм V. cholerae М1509 иден ти фи ци ро ван как
ток си ген ный ге но ва ри ант би о ва ра эль тор, со дер -
жа щий VSP-II c про тя жен ной де ле ци ей и име ю -
щий вы со кий эпи де ми чес кий по тен ци ал (rfbO1+,
rfbR–, rstC+, ctxA+, ctxBClass+, vc0502–, vc0514+).
По дан ным ПЦР-тес ти ро ва ния (rfbO1–, rfbR+,
rstC+, ctxA+, ctxBClass–, vc0502+, vc0514+) штамм V. 
cholerae Р16064 от не сен к ток си ген ным изо ля там
се рог руп пы О139 (см. ри су нок, до рож ка 5). 

Та ким об ра зом, соз дан ная муль тип лек с ная
ПЦР яв ля ет ся вы со кос пе ци фич ной и поз во ля ет
вы яв лять штам мы ге но ва ри ан тов V. cholerae О1 се -
рог руп пы би о ва ра эль тор в чис той куль ту ре в ко ли -
чес т ве 1107 кл/мл, ус та нав ли вать струк ту ру их ос -
т ро ва пан де мич нос ти VSP-II и на ос но ве ее ана ли -
за оп ре де лять эпи де ми чес кий по тен ци ал штам -
мов ге но ва ри ан тов. 

На зак лю чи тель ном эта пе с по мощью соз -
дан ной муль тип лек с ной ПЦР было ис с ле до ва но
52 кол лек ци он ных штам ма V. cholerae. При их ана -
ли зе бы ло вы яв ле но 34 изо ля та, от но ся щих ся к
ток си ген ным ге но ва ри ан там V. cholerae се рог руп -
пы О1 би о ва ра эль тор. На ос но ва нии изучения
струк ту ры ос т ро ва пан де мич нос ти VSP-II дан ная
груп па штам мов была раз де ле на на две под г руп -
пы. Пер вая сос то я ла из 26 штам мов, ко то рые со -
дер жа ли в ре ак ци он ной сме си №2 два фраг мен та
раз ме ром 761 п.н. и 604 п.н., как у кон т роль но го
штам ма М1266. Дан ные штам мы име ют ин так т -
ный VSP-II и низ кий эпи де ми чес кий по тен ци ал. В
то же вре мя, у вто рой под г руп пы, вклю ча ю щей 8
изо ля тов, ам п ли фи ци ро вал ся толь ко фраг мент раз -
ме ром 604 п.н., как у кон т роль но го V. cholerae
М1509, со дер жа ще го VSP-II с про тя жен ной де ле ци -
ей (см. табл. 2). Эти изо ля ты, за ве зен ные в Рос сию 
в пос лед ние годы (2004—2012 г.), яв ля ют ся ге но -
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Та б ли  ца  1

Ре зу ль та ты иден ти фи ка ции и диф фе рен ци а ции ис сле ду е мых штам мов

Ре ак ци он ная смесь № 1 Ре ак ци он ная смесь № 2
Ре зу ль та ты

иден ти фи ка ции
и диф фе рен ци а ции

rfbO1 rfbR rstC ctxA ctxBClass vc0502 vc0514

638 п.н. 428 п.н. 238 п.н. 564 п.н. 189 п.н. 761 п.н. 604 п.н.

+ – + + + + + Ток си ген ный ге но ва ри ант
V. cholerae О1 би о ва ра
эль тор с низ ким эпи де -
ми чес ким по тен ци а лом

+ – + + + – + Ток си ген ный ге но ва ри ант
V. cholerae О1 би о ва ра
эль тор с вы со ким эпи де -
ми чес ким по тен ци а лом

+ – + + – + + Ти пич ный ток си ген ный
штамм V. cholerae О1 
би о ва ра эль тор 

+ – – + + – – Ток си ген ный штамм 
V. cholerae О1 клас си-
чес ко го би о ва ра 

– + + + – + + Ток си ген ный штамм
О139 се рог руп пы 

– – +/– +/– +/– +/– +/– Ток си ген ный или 
не ток си ген ный штамм 
V. cholerae се рог руп пы
неО1/неО139
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ва ри ан та ми с вы со ким эпи де ми чес ким по тен ци а -
лом, ко то рые прак ти чес ки вы тес ни ли ге но ва ри ан -
ты с низ ким эпи де ми чес ким по тен ци а лом во мно -
гих ре ги о нах мира.

Скон с т ру и ро ван ная ПЦР мо жет так же ис -
поль зо вать ся для вы яв ле ния ти пич ных штам мов
виб ри о нов эль тор, еще встре ча ю щих ся на тер ри то -
рии не ко то рых эн де мич ных стран, для вы яв ле ния
штам мов се рог руп пы О139, цир ку ли ру ю щих в нас -
то я щее вре мя толь ко на тер ри то рии Ин дии, а так же 
для иден ти фи ка ции ток си ген ных штам мов клас си -
чес ко го би о ва ра. Нес мот ря на то, что клас си чес кие 
виб ри о ны вы зы ва ют бо лее тя же лое те че ние бо лез -
ни, чем виб ри о ны эль тор, вспыш ки, выз ван ные дан -
ны ми виб ри о на ми, не фик си ру ют ся. Выс ка зы ва ет -
ся пред по ло же ние, что клас си чес кие виб ри о ны при -
сут с т ву ют во внеш ней сре де в не куль ти ви ру е мом
сос то я нии. Од на ко в пос лед ние годы ис с ле до ва те -
ли ста ли со об щать об их об на ру же нии [17, 18]. В
свя зи с этим мы соч ли не об хо ди мым пре дус мот -
реть воз мож ность ис поль зо ва ния дан ной ПЦР для
вы яв ле ния штам мов клас си чес ко го би о ва ра. Сре ди 
ис с ле до ван ных 5 штам мов от но си лись к ток си ген -
ным воз бу ди те лям V. cholerae О1-серогруппы клас -
си чес ко го би о ва ра, а 8 штам мов иден ти фи ци ро ва -
ны как ти пич ные штам мы V. cholerae се рог руп пы
О1 би о ва ра эль тор, при этом 2 изо ля та не со дер жа ли 
ген ctxA и были аток си ген ны ми. Вы яв ле но так же
5 ток си ген ных изо ля тов О139-серогруппы (см. табл. 2).
Скон с т ру и ро ван ная ПЦР мо жет быть ис поль зо ва -
на и для оп ре де ле ния ге но ва ри ан тов V. cholerae се -
рог руп пы O139, со дер жа щих ал лель ctxB1, ко то -
рые в 2002 г. были об на ру же ны на тер ри то рии Юж -
ной Ин дии [19]. Дан ные штам мы до нас то я ще го
вре ме ни не бы ли за ве зе ны на тер ри то рию Рос сии,
но если это про и зой дет, то с по мощью скон с т ру и ро -
ван ной нами ПЦР они обя за тель но бу дут вы яв ле ны.

На соз дан ную муль тип лек с ную ПЦР офор м -
ле на за яв ка на по лу че ние па тен та (№2014138534
от 23.09.2014 г.).

Та ким об ра зом, впер вые скон с т ру и ро ва на
муль тип лек с ная ПЦР, поз во ля ю щая вы яв лять ток -
си ген ные штам мы ге но ва ри ан тов V. cholerae се -
рог руп пы О1 би о ва ра эль тор, не су щие в ге но ме ген
ctxB клас си чес ко го ти па, и оп ре де лять их эпи де ми -
чес кий по тен ци ал. Дан ная муль тип лек с ная ПЦР
мо жет быть ис поль зо ва на при про ве де нии эпи де -
ми о ло ги чес ких рас с ле до ва ний и по лу че нии пол -
ной ха рак те рис ти ки за ве зен ных штам мов, а так же 
для пас пор ти за ции штам мов хо лер но го виб ри о на, 
хра ня щих ся в Го су дар с т вен ной кол лек ции па то -
ген ных бак те рий ФКУЗ Рос НИП ЧИ «Мик роб». 

Ра бо та вы пол не на в рам ках ФЦП «На ци о наль -
ная сис те ма хи ми чес кой и би о ло ги чес кой бе зо пас -
нос ти Рос сий с кой Фе де ра ции (2009—2014 г.) (го су -
дар с т вен ный кон т ракт №16-Д/3 от 25.06.2014 г.).

По лу че но 03.02.15
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N.A. PLEK HA NOV*, S.P. ZAD NO VA, D.A. AGA FO NOV, 
and N.I. SMIR NO VA

The Rus si an Re se arch An tip la gue In s ti tu te Mic ro be, 410005, Sa -
ra tov Rus sia

e-ma il: rus ra pi@mic ro be.ru

De ve lop ment of  a  Mul tip lex PCR for
Si mul ta neo  us Iden t i  fi  ca ti  on  of  Ge ne t i  cal  ly
Al te  red To xi  ge nic  Vib r io cho le  rae  Stra ins
and the ir Di f fe  ren t i  a t i  on  by  Epi de mic Po ten -
t i  al

A met hod for de tec ting to xi ge nic ge ne ti cal ly al te red stra -
ins of Vib rio cho le rae O1 se rog ro up el tor bi o ty pe and the ir dif fe -
ren ti a ti on into stra ins with high and low epi de mic po ten ti al has
been de ve lo ped. To this pur po se, the struc tu re of the Vib rio Pan -
de mic Is land-II (VSP-II) was de ter mi ned by mul tip lex PCR in
two re ac ti on mix tu res. The to xi ge nic stra ins of V. cho le rae O1 ge -
no va ri ants el tor bi o ty pe with in tact VSP-II and low epi de mic po -
ten ti al are cha rac te ri zed by gene am p li cons rfbO1, rstC, ctxA,
ctxBClass, vc0502, and vc0514. The to xi ge nic V. cho le rae O1 ge -
no va ri ants el tor bi o ty pe with high epi de mic po ten ti al and long de -
le ti on in VSP-II have am p li fi ed gene frag ments rfbO1, rstC, ctxA, 
ctxBClass, and vc0514. The high spe ci fi ci ty of this met hod was
con fir med by tes ting of clo se ly re la ted spe ci es of Vib rio ge nus
and En te ro bac te ri a ceae. The de ve lo ped mul tip lex PCR was used
in the in ves ti ga ti on of 52 col lec tib le V. cho le rae stra ins, 8 of
which were fo und to be to xi ge nic ge ne ti cal ly al te red stra ins of V.
cho le rae O1 se rog ro up bi o ty pe with high epi de mic po ten ti al that
were im por ted to the Rus si an Fe de ra ti on in 2004—2012. The de -
sig ned mul tip lex PCR can be used in the epi de mi o lo gi cal in ves ti -
ga ti ons and com p le te cha rac te ri za ti on of V. cho le rae im por ted
stra ins and cer ti fi ca ti on of Vib rio cho le rae stra ins, which are de -
po si ted in the Sta te Col lec ti on of Pat ho ge nic Bac te ria of the Rus -
si an Re se arch An ti-Pla gue In s ti tu te Mic ro be.

Key words: epi de mic po ten ti al, ge ne ti cal ly al te red stra -
ins, mul tip lex PCR, Vib rio cho le rae.
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