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Холера – тяжелая особо опасная инфекци-
онная болезнь человека, которая при отсутствии 
лечения может иметь летальный исход. Возбу-
дителем холеры являются токсигенные штам-
мы Vibrio  cholerae О1 серогруппы (классическо-
го и Эль Тор биоваров) и О139 серогруппы. Начи-
ная с 1961 г. и по настоящее время, продолжается 
седьмая пандемия холеры, вызванная штамма-
ми V. cholerae О1 биовара Эль Тор. В 90-х годах 
прошлого столетия возникли и повсеместно рас-

пространились генетически измененные штаммы 
(или геноварианты) V.  cholerae О1 биовара Эль 
Тор [1–4]. Указанные штаммы в отличие от типич-
ных вибрионов Эль Тор, вызвавших начало теку-
щей пандемии, имеют повышенную вирулент-
ность, что выражается в более тяжелых проявле-
ниях болезни и высоких показателях смертности. 
Еще одной важной особенностью геновариантов 
является множественная устойчивость к различ-
ным лекарственным препаратам [5–7].
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Разработан метод, позволяющий одновременно выявлять штаммы V. сholerae и определять наличие 
в их геноме генов устойчивости к четырем антибиотикам, используемым для лечения холеры 
(тетрациклину, триметоприму, хлорамфениколу и ципрофлоксацину) при помощи мультиканальной 
ПЦР с детекцией результатов в режиме реального времени. Чувствительность метода составляет 
1∙103 КОЕ/мл как в чистой культуре, так и при анализе имитированного клинического материала и 
проб из внешней среды. Эффективность ПЦР подтверждена при анализе 60 природных штаммов 
V. cholerae, изолированных в разные годы от людей и из внешней среды. Установлено, что все 
изученные штаммы V. cholerae О1 биовара Эль Тор, выделенные до 1993 г., не содержат тестируемых 
генов лекарственной устойчивости. В то же время 18 токсигенных клинических штаммов (90%), 
завезенных в Россию в 1993–2010 гг., отличаются множественной лекарственной устойчивостью: 
в их геноме выявлены гены резистентности к триметоприму (dfrA1) и хлорамфениколу (floR), 
а 11 штаммов содержат дополнительно ген tetR, определяющий устойчивость к тетрациклину. Кроме 
того, в последние годы (Калмыкия, 2011–2013 гг.) обнаруживаются нетоксигенные клинические 
и водные штаммы V. cholerae, несущие ген qnrVC (qnrVC1), ответственный за резистентность к 
ципрофлоксацину.
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Список сокращений: АБП – антибактериальный препарат; КОЕ – колониеобразующая единица; ПЦР − полиме-
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Tc – тетрациклин; Tp – триметоприм.
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Штаммы указанных геновариантов не толь-
ко циркулируют на эндемичных по холере тер-
риториях в странах Азии, Африки и Карибского 
бассейна, но и могут быть завезены в различные 
страны, в том числе в Россию. Начиная с 1993 г, 
все вспышки и единичные случаи холеры в Рос-
сийской Федерации были вызваны именно таки-
ми штаммами [8]. Единичные геноварианты вы-
деляются также и из открытых водоемов нашей 
страны при проведении мониторинговых иссле-
дований. Из внешней среды в большом количе-
стве изолируются также нетоксигенные штаммы 
V.  cholerae, способные вызывать кишечные ин-
фекции и содержащие в ряде случаев дополни-
тельные гены патогенности, а также имеющие 
различную устойчивость к антибактериальным 
препаратам. С 2007 по 2016 гг. было выделено бо-
лее 700 таких штаммов [9].

Схема лечения холеры в первую очередь 
включает регидратационную терапию, а в тяже-
лых случаях и химиотерапию антибактериаль-
ными препаратами. При этом используют меди-
каменты групп тетрациклинов, фторхинолоны и 
триметоприм (последний входит в состав комби-
нированных препаратов, таких как сульфаметок-
сазол/триметоприм и котримоксазол). Фторхино-
лоны как препараты резерва применяют в случае 
выявления штаммов с множественной лекар-
ственной устойчивостью.

Противомикробные препараты позволяют со-
кратить продолжительность и тяжесть заболе-
вания, но их использование приводит к возник-
новению устойчивых изолятов. Проблема воз-
никновения лекарственно-устойчивых штаммов 
патогенных микроорганизмов на сегодняшний 

день является одной из наиболее важных в со-
временном здравоохранении. Особенно остро эта 
проблема стоит в терапии особо опасных каран-
тинных инфекций, в том числе холеры. По дан-
ным ВОЗ, среди патогенных бактерий, включая и 
V. сholerae, отмечается неуклонный рост устойчи-
вости к АБП (Глобальная стратегия ВОЗ по сдер-
живанию устойчивости к противомикробным пре-
паратам. WHO/CDS/CSR/DRS/2001.2 (http://www.
who.int/drugresistance/WHO_Global_Strategy_Rus-
sian.pdf)). В связи с этим для проведения эффек-
тивной терапии больных холерой, а также полу-
чения сведений об устойчивости к лекарственным 
препаратам завозимых и выделяемых при мони-
торинговых исследованиях штаммов V.  сholerae 
необходим быстрый доступ к достоверной инфор-
мации о присутствии в геноме патогена генов ле-
карственной устойчивости.

Цель настоящего исследования состояла в 
разработке способа одновременного выявления 
штаммов V. сholerae О1 серогруппы и определе-
ния наличия в их геноме генов устойчивости к те-
рапевтически важным лекарственным препара-
там. Для этого была использована мультиканаль-
ная полимеразная цепная реакция с детекцией 
результатов в режиме реального времени.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бактериальные штаммы и условия 
культивирования

В работе были использованы 68 природ-
ных штаммов V. cholerae, выделенных на тер-
ритории России и за рубежом в различные годы 
(табл. 1).

Та бл и ц а  1 
Определение чувствительности к антибактериальным препаратам и наличия генов лекарственной 
устойчивости у штаммов V. cholerae O1 серогруппы Эль Тор биовара с помощью ПЦР

Sensitivity to antibacterial preparations and occurrence of drug resistance genes in V. cholerae strains of O1 
serogroup El Tor biovar determined by PCR

Обозначение 
штамма

Место, год и 
источник выделения

Наличие
 гена 
ctxA

Чувствительность  
к АБП

Наличие генов лекарственной 
устойчивости

Тс Сip Cm Тр rfbE tetR qnrVC 
(qnrVC1) floR dfrA1

ATCC14033 Синайский полуо-
стров, 1910, человек

– S S S S + – – – –

MAK757 Остров Целебес, 
1937, человек

+ S S S S + – – – –

CW6 Индия, 1966, вода + S S S S + – – – –

34 Каюм Афганистан, 1966, 
человек

– S S S S + – – – –
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Та бл и ц а  1  ( п р од о л ж е н и е )

Обозначение 
штамма

Место, год и 
источник выделения

Наличие
 гена 
ctxA

Чувствительность  
к АБП

Наличие генов лекарственной 
устойчивости

Тс Сip Cm Тр rfbE tetR qnrVC 
(qnrVC1) floR dfrA1

М818, М886, 
М1051

РФ, Астрахань, 1970, 
человек

+ S S S S + – – – –

М642 РФ, Астрахань, 1975, 
человек

+ S S S S + – – – –

М1394 РФ, Калмыкия, 1979, 
вода

– S S S S + – – – –

М1335, М1397, 
М1398

РФ, Астрахань, 1981, 
вода

– S S S S + – – – –

М1399, М1400 РФ, Астрахань, 1982, 
вода

– S R S S + – + – –

М1401 РФ, Астрахань, 1982, 
вода

– S S S S + – – – –

25, 33, 95, 113, 
121, 317

Гвинея, 1986, 
человек

+ S S S S + – – – –

99, 190 Гвинея, 1986, вода + S S S S + – – – –
М1402 РФ, Астрахань, 1988, 

вода
– S S S S + – – – –

М1264, М1272, 
М1298, М1299

РФ, Краснодар, 1993, 
человек

+ R S R R + + – + +

М1270, М1271 РФ, Казань, 1993, 
человек

+ R S R R + + – + +

М1275, М1278, 
М1279, М1297

РФ, Дагестан, 1993, 
человек

+ R S R R + + – + +

М1295, М1293 РФ, Дагестан, 1994, 
человек

+ S S S R + – – – +

М1286, М1287, 
М1288, 

РФ, Дагестан, 1994, 
человек

+ S S R R + – – + +

М1269 РФ, Магнитогорск, 
1994, человек

+ R S R R + + – + +

Р17644 РФ, Ачинск, 1997, 
человек

+ S S R R + – – + +

М1318, М1329, 
М1330, М1336

РФ, Астрахань,  
1998–2000, вода

– S S S S + – – – –

М1384, М1385, 
М1386

РФ, Астрахань, 2001, 
вода

– S S S S + – – – –

М1427 РФ, Астрахань, 2003, 
вода

– S S S S + – – – –

М1429 РФ, Башкирия, 2004, 
человек

+ S S R R + – – + +

Р18778, Р18793, 
Р18796, Р18806

РФ, Ростов-на-Дону, 
2005, человек

– S S S S + – – – –

P18899 РФ, Мурманск, 2006, 
человек

+ S S R R + – – + +

Л3226 РФ, Москва, 2010, 
человек

+ S S R R + – – + +
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Кроме того, использовали штаммы других ми-
кроорганизмов – Escherichia coli, Klebsiella pneu­
moniae, Shigella sonnei, Salmonella typhi, Salmo­
nella typhimurium, Salmonella enteritidis (Госу-
дарственная коллекция патогенных бактерий 
РосНИПЧИ «Микроб» (Саратов)), которые хра-
нились в лиофилизованном состоянии. Культиви-
рование бактерий осуществляли на агаре LB (Sig-
ma, США) при температуре 37 оС.

Определение чувствительности культур 
микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам

Чувствительность культур к АБП определя-
ли диско-диффузионным методом в соответствии 
с МУК 4.2.2495-09 «Определение чувствительно-
сти возбудителей опасных бактериальных инфек-
ций (чума, сибирская язва, холера, туляремия, бру-
целлез, сап, мелиоидоз) к антибактериальным пре-
паратам». Использовали препараты антибиотиков 
фирмы HiMedia Laboratories Pvt. Limited (Индия) 
и НИЦФ (Санкт-Петербург). Диски содержали 
АБП в следующих количествах (на 1 диск): хло-
рамфеникол – 30 мг, тетрациклин – 30 мкг, триме-
топрим – 25 мкг, ципрофлоксацин – 30 мкг.

Выделение ДНК
Очищенную ДНК получали с использованием 

коммерческого набора Axy Prep Bacterial Genomic 
DNA Miniprep Kit (Axygen, США) в соответствии 
с протоколом производителя. Предварительно 
бактериальные суспензии обрабатывали 0,01% 
раствором мертиолята натрия (Sigma-Aldrich, 
США) и прогревали при 56 ºC в течение 30 мин.

Полимеразная цепная реакция

ПЦР проводили на амплификаторе Rotor-Gene 
Q 5plex (Qiagen Inc, GMBH, Германия) с прай-
мерами и TaqMan-зондами, синтезированными в 
компании «Синтол» (Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение токсигенности штаммов  
V. cholerae, использованных в работе

На первом этапе работы все исследуемые 
штаммы V. cholerae биовара Эль Тор были про-
тестированы на наличие гена ctxA, кодирующе-
го токсическую А-субъединицу холерного токси-
на, при помощи ПЦР с детекцией результатов в 
режиме реального времени. Праймеры и зонд для 
фрагмента гена ctxA были рассчитаны нами ранее 
[10]. По результатам проведенного исследования 
было показано, что 34 из 60 изученных штаммов 
V. cholerae биовара Эль Тор содержали ген ctxA, 
т.е. были токсигенными. В то же время 26 штам-
мов, выделенных как от людей, так и из внешней 
среды были лишены гена ctxA и относились к не-
токсигенным (см. табл.1).

Определение чувствительности штаммов  
V. cholerae к антибактериальным препаратам

Далее у всех использованных штаммов дис-
ко-диффузионным методом определяли чувстви-
тельность к наиболее часто применяемым для ле-
чения холеры АБП (хлорамфеникол, тетрациклин, 
триметоприм, ципрофлоксацин). В результа-
те анализа показано, что 20 типичных штаммов 

Обозначение 
штамма

Место, год и 
источник выделения

Наличие
 гена 
ctxA

Чувствительность  
к АБП

Наличие генов лекарственной 
устойчивости

Тс Сip Cm Тр rfbE tetR qnrVC 
(qnrVC1) floR dfrA1

М1501 РФ, Калмыкия, 2011, 
человек

– S R S S + – + – –

М1518 РФ, Калмыкия, 2012, 
вода

– S R S S + – + – –

М1524 РФ, Калмыкия, 2013, 
вода

– S R S S + – + – –

М1522 РФ, Казань, 2014, 
вода

– S S S S + – – – –

Обозначения: S – чувствительность; R – резистентность; rfbE – ген, входящий в оперон rfb, кодирующий биосинтез О1 антиге-
на; tetR – ген устойчивости к тетрациклину; qnrVC (qnrVC1) – ген устойчивости к ципрофлоксацину; floR – ген устойчивости 
к хлорамфениколу; dfrA1 – ген устойчивости к триметоприму.

Designations: S, sensitivity; R, resistance; rfbE, gene, a part of rfb operon encoding O1 antigen biosynthesis; tetR, gene of tetracycline resis-
tance; qnrVC (qnrVC1), gene of ciprofloxacin resistance; floR, gene of chloramphenicol resistance; dfrA1, gene of trimethoprim resistance.

Та бл и ц а  1  ( о ко н ч а н и е )
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(91%) из выделенных в 1966–1988 гг. были чув-
ствительны к тестируемым АБП. Исключение со-
ставили два нетоксигенных штамма V.  cholerae 
М1399 и М1400, изолированные в 1982 гг. из 
внешней среды в Астрахани, которые оказались 
устойчивы к ципрофлоксацину (см. табл. 1).

Согласно данным литературы штаммы V. chol­
erae Эль Тор с множественной (> 3) лекарствен-
ной устойчивостью были зарегистрированы в 
90-х годах прошлого столетия [11, 12]. Действи-
тельно, согласно полученным нами сведениям 
токсигенные штаммы V. cholerae Эль Тор, заве-
зенные в Краснодар, Казань и Дагестан в 1993 г., 
были устойчивы к тетрациклину, хлорамфениколу 
и триметоприму. Интересно, что завезенные в бо-
лее поздние годы клинические штаммы, включая 
и современные изоляты, уже были чувствитель-
ны к тетрациклину. Исключение составил толь-
ко штамм М1269 (Магнитогорск, 1994), который 
был устойчив к данному антибиотику. Штаммы, 
изолированные в 1993–2010 гг. были также устой-
чивы к триметоприму и хлорамфениколу. Исклю-
чение составили два штамма – М1293 и М1295 
(Дагестан, 1994), которые были устойчивы к три-
метоприму, но чувствительны к левомицетину 
(хлорамфеникол). Необходимо отметить, что в Да-
гестане в 1994 г. холера была вызвана штаммами 
V. cholerae Эль Тор с разной чувствительностью к 
хлорамфениколу. Одна группа штаммов (М1286, 
М1287, М1288) была устойчива к данному анти-
биотику, другая (М1293, М1295) – чувствительна 
(см. табл. 1). Возможно, это связано с тем, что хо-
лера в Дагестане в 1994 г. была вызвана штамма-
ми, завезенными паломниками с разных эндемич-
ных территорий [13].

Все нетоксигенные штаммы, выделен-
ные как из внешней среды, так и от больных в 
1998–2014 гг., были чувствительны к изученным 
АБП. Однако в Калмыкии в 2011–2013 гг. были 
выделены штаммы, устойчивые к фторхинолону 
поколения II – ципрофлоксацину (см. табл. 1).

Выбор ДНК-мишеней и разработка 
программы амплификации

В настоящее время описано несколько ме-
ханизмов формирования лекарственной устой-
чивости у бактерий. В распространении генов 
лекарственной устойчивости участвуют такие 
структуры, как плазмиды, инсерционные после-
довательности (IS-элементы), транспозоны и 
интегроны с генными кассетами. Важная роль 
принадлежит и другим сложно организован-
ным структурам – интегративным коньюгатив-

ным (ICE) и мобилизуемым (IME) элементам, 
геномным островам. Возбудитель холеры по-
стоянно приобретает гены лекарственной устой-
чивости посредством внедрения мобильных ге-
нетических элементов. В его геноме выявляют-
ся плазмиды, интегроны 1-го и 2-го классов, а 
также SXT-(SulfamethoXazole-Trimethoprim)эле-
мент [14, 15]. При  этом часто гены, определяю-
щие устойчивость к конкретному препарату, мо-
гут входить в состав разных генетических элемен-
тов. Например, ген dfrA (dfrA1), определяющий 
устойчивость к триметоприму/сульфаметоксазо-
лу, выявляется в SXT-элементе, IncC-плазмидах 
и интегронах 1-го и 2-го классов [16, 17]. Кассе-
та с генами qnrVC, обеспечивающая устойчивость 
к ципрофлоксацину, может локализоваться как на 
плазмидах, так и в SXT-элементе [18, 19].

Учитывая, что адекватный выбор средств ле-
чения холеры может быть сделан только на основе 
предварительного определения чувствительнос
ти выделенных штаммов холерного вибриона к 
АБП, нами был сконструирован набор праймеров 
и зондов для ПЦР с детекцией результатов в ре-
жиме реального времени для одновременного вы-
явления штаммов V. сholerae и определения в их 
геноме генов лекарственной устойчивости. Бла-
годаря режиму реального времени мы планиро-
вали сократить срок определения генов лекар-
ственной устойчивости до 3–4 ч при одновремен-
ном выявлении всех четырех генов устойчивости. 
Для сравнения, анализ с помощью дискового ме-
тода, метода Е-тестов, методов разведения в жид-
кой питательной среде или в агаре требует от 
18 до 48 ч, а использование монолокусных ПЦР-
тест-систем с электрофоретической детекцией ре-
зистентности только к одному антибиотику – от 5 
до 8 ч [20]. Следует отметить, что в нашем слу-
чае вероятность ложноположительных результа-
тов сведена к минимуму (при конструировании 
праймеров и зондов проанализированы нуклео-
тидные последовательности более 100 штаммов 
V.  сholerae и подобраны специфические прайме-
ры и зонды, а также условия ПЦР). Кроме того, 
исключая из определения этап электрофоретиче-
ского разделения ДНК, мы уменьшаем возмож-
ность контаминации ПЦР-смеси.

В качестве мишени для детекции возбудите-
ля был использован участок гена rfbE (vc0244) из 
кластера rfb, кодирующего биосинтез О1-антигена 
[21], что позволило выявлять штаммы V. сholerae 
О1 серогруппы. Вибрионы О139 серогруппы, 
явившиеся причиной крупных вспышек холеры в 
1992–1993 гг., решено было не идентифицировать, 
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так как в настоящее время штаммы этой серогруп-
пы не завозятся в Россию, а вызывают локальные 
вспышки только на территории Индии.

Для определения устойчивости штаммов к ле-
карственным препаратам были выбраны АБП, ко-
торые наиболее часто используют для лечения 
холеры, а именно – тетрациклин, триметоприм, 
хлорамфеникол (левомицетин) и ципрофлокса-
цин. В качестве ДНК-мишени, кодирующей рези-
стентность к тетрациклину, был выбран ген tetR, 
для выявления устойчивости к хлорамфениколу – 
участок гена floR, триметоприму – drfA1, фторхи-
нолонам – qnrVC (qnrVC1).

Для каждого гена при помощи онлайн програм-
мы IDPrimerQuest были рассчитаны пара прайме-
ров и гидролизный зонд. При подборе праймеров 
и зондов особое внимание уделялось их соответ-
ствию требованиям, предъявляемым к дизайну 
олигонуклеотидов для Taqman-систем. Всего было 
рассчитано пять пар праймеров и зондов с детек-
цией на пяти различных каналах (табл. 2).

Реакционная смесь для проведения разрабо-
танного варианта амплификации содержала сле-
дующие компоненты: 8 пмоль/мкл каждого прай-
мера, 4 пмоль/мкл зонда; 1,5 ед. Taq-полимеразы; 
2,5 мкл 10-кратного ПЦР-буфера (pH 8,4), 25 мМ 
раствор MgCl2, 2 мМ dNTP (все компоненты про-
изводства “Синтол”); 5 мкл образца ДНК и деио-
низованную воду – до конечного объема 25 мкл.

Программа амплификации включала следу-
ющие стадии: 1 цикл – 95 оС, 5 мин; 35 циклов: 
95 оС – 15 с, 60 оС – 60 с с детекцией флюорес-
центного сигнала на стадии отжига одновремен-
но по пяти каналам в одной пробирке. Как вид-
но из табл. 2, детекцию продукта амплификации 
проводили на индивидуальном для каждого гена 
канале: tetR на канале Red, dfrA (dfrA1) – Orange, 
floR – Crimson, qnrVC (qnrVC1) – Yellow и rfbE 
на канале Green.

Таким образом, предложенный способ был 
разработан так, чтобы позволить одновремен-
но выявлять штаммы V. сholerae О1 серогруппы 
и устанавливать присутствие в их геноме генов 
устойчивости к терапевтически важным лекар-
ственным препаратам методом ПЦР с учетом ре-
зультатов в режиме реального времени. Разрабо-
танный метод использует пять наборов специфи-
ческих праймеров и зондов.

Определение специфичности и эффективности 
разработанных наборов праймеров и зондов

Для оценки специфичности праймеров и зон-
дов были использованы пять токсигенных штам-
мов V. cholerae серогруппы О1 классического 
биовара (М29, 16002В, Дакка 3, Дакка 35, В1307), 
V. cholerae О139 (Р16064), два штамма V. cholerae 
неО1/неО139 (1332-69, 13030), два штамма E. coli 
(М17 и 6), K. pneumoniae штамм 1, Shigella sonnei 

Праймер, зонд Последовательность 5'→3' Канал детекции
tetR-F TCAGTGATAAAGTGTCAAGCA

RedtetR-R AGTTTGCGTGTCGTCAG
tetR-зонд (Cy5)-TTGCAGCCGAATACAGTGATCCGT-(BHQ2)

qnrVC1-F CAAACCTCCGCGATACACAA
YellowqnrVC1-R CGCATTCTCTGAACTCGATACC

qnrVC1-зонд (R6G)-TGTAGACTGTTCTTTCATTGAACGAGGTGA-(BHQ1)

dfrA1-F GAATGGAGTTATCGGGAATGG
OrangedfrA1-R TCTTGCGTCCAACCAACA

dfrA1-зонд (ROX)-GGAGTGCCAAAGGTGAACAGCT-(BHQ2)

floR-F GGGTTTACACTGTCGGCTTTA
CrimsonfloR-R TTCCGCTTGGCCTATGA

floR-зонд (Cy5,5)-CGGTATGGGCACCTTCTTCGTCTT-(RTQ2)

rfbE-F ACTTATGTTGCCTCGGTTAATA
GreenrfbE-R GTAGAGACTCACCTTCGATTTC

rfbE-зонд (FAM)- ATAGTCCAGTGTGGTGCGTTACCC-(BHQ1)

Та бл и ц а  2 
Праймеры и гидролизные зонды, сконструированные для детекции генов лекарственной устойчивости

Primers and hydrolysis probes constructed for detection of drug resistance genes
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(ATCC 25931), Salmonella typhi (ATCC H901), Sal­
monella typhimurium (ATCC 14028) и Salmonel­
la enteritidis (ВОЗ) (табл. 3). Как известно, штам-
мы классического биовара не содержат гены ле-
карственной устойчивости [15]. Действительно, в 
данных штаммах детектировался только ген rfbE 
и отсутствовали все другие тестируемые гены ле-
карственной устойчивости (см. табл. 3).

В то же время при проведении ПЦР со штам-
мами V. cholerae неО1/неО139 серогруппы, E. coli, 
K.  pneumoniae, Salmonella enteritidis, S. typhimuri­
um, S. typhi и Shigella sonnei были получены отрица-
тельные результаты при определении участка гена 
rfbE, что подтверждает специфичность подобран-
ных праймеров и зонда. Штамм V.  cholerae O139 
содержал только ген floR. Полученные нами сведе-
ния соответствуют данным литературы, согласно 
которым токсигенные штаммы О139 серогруппы 
содержат SXT-элемент, определяющий устойчи-
вость одновременно к четырем АБП – сульфаме-
токсазолу (sulII), триметоприму (dfr18), хлорамфе-
николу (floR) и стрептомицину (strB) [22]. Одна-
ко ген устойчивости к триметоприму у штаммов 
О139 серогруппы (dfr18) отличается по структуре 

от гена dfrA1 вибрионов Эль Тор и предлагаемой 
нами системой данный аллель гена не выявлялся.

Участки генов floR и qnrVC (qnrVC1) в исполь-
зованных штаммах V. cholerae неО1/неО139 се-
рогруппы, E. coli, K. pneumoniae, Salmonella  en­
teritidis, S. typhimurium, S. typhi и Shigella sonnei 
обнаружены не были. Однако в геноме штамма 
K. pneumoniae 1 были выявлены гены tetR и dfrA1, 
а в геноме штамма E. coli 6 – ген tetR (см. табл. 3). 
Полученные данные, во-первых, позволяют сде-
лать вывод о широком распространении в насто-
ящее время генов устойчивости к тетрациклину и 
триметоприму среди различных групп микроорга-
низмов. Во-вторых, они свидетельствуют, что скон-
струированные праймеры и зонды для выявления 
участков генов tetR и dfrA1 могут быть использова-
ны для детекции данных генов не только у холер-
ного вибриона, но и у других микроорганизмов.

Чувствительность анализа чистой культуры 
штаммов V. cholerae с помощью сконструирован-
ной панели составила 1∙103 КОЕ/мл.

Далее разработанный набор был протести-
рован с использованием 60 природных штам-
мов V.  cholerae О1 серогруппы биовара Эль Тор 

Та бл и ц а  3
Результаты определения специфичности разработанной ПЦР

Specificity of developed PCR

Штамм Место, год, источник 
выделения штамма

Наличие генов лекарственной устойчивости

rfbE tetR qnrVC 
(qnrVC1) floR dfrA1

V. cholerae O1 M29 РФ, Астрахань, 1942, человек + – – – –

V. cholerae O1 16002B Индия, 1944, человек + – – – –

V. cholerae O1 Дакка 3, Дакка 35 Пакистан, 1958, человек + – – – –

V. cholerae O1 B1307 Пакистан, 1964, человек + – – – –

V. cholerae O139 Р16064 РФ, Азов, 1993, человек – – – + –

V. cholerae неО1/неО139 1332-69 Судан, 1967, н/и – – – – –

V. cholerae неО1/неО139 13030 РФ, Астрахань, 1976 н/и – – – – –

Salmonella typhi ATCC H901 РФ, 1918, н/и – – – – –

S. enteritidis ВОЗ н/и, 1956, н/и – – – – –

S. typhimurium ATCC 14028 н/и – – – – –

E. coli M17 РФ, Саратов, н/и, вода – – – – –

E. coli 6 РФ, Саратов, 2016, человек – + – – –

K. pneumoniae 1 РФ, Саратов, 2016, человек – + – – +

Shigella sonnei ATCC 25931 Панама, н/и, человек – – – – –

Примечание: н/и – источник выделения неизвестен. Обозначения генов лекарственной устойчивости см. в табл.1.

Footnote: н/и, source is unknown. Designations of drug resistance genes are given in Table 1.
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(см.  табл. 1). Среди них 2 штамма относились к 
предпандемическим (АТСС 14033, МАК 757), 
12  – к токсигенным типичным штаммам, изоли-
рованным в начале и первые годы текущей панде-
мии (1966–1986 гг.) и 20 – к токсигенным штам-
мам геновариантов, завезенным в 1993–2010 гг. 
Еще 26 штаммов, выделенных как от человека, 
так и из воды открытых водоемов, были атокси-
генными (см. табл. 1).

Клинические штаммы V. cholerae О1 биовара 
Эль Тор, выделенные до 1993 г., были лишены ге-
нов floR, dfrA1, qnrVC (qnrVC1), а также гена tetR 
(см. табл. 1). Полученные результаты ПЦР соот-
ветствуют данным диско-диффузионного мето-
да и литературным сведениям о высокой чувстви-
тельности к АБП предпандемических и клини-
ческих штаммов V. cholerae О1 биовара Эль Тор, 
выделенных в данный период текущей пандемии 
[11, 23]. В то же время 88% (14 из 16) клиниче-
ских штаммов V. cholerae Эль Тор, выделенных 
после 1993 г., несли гены floR и dfrA1 (возможно, 
из-за наличия в геноме SXT-элемента). На рисун-
ке приведены результаты определения гена floR в 
некоторых типичных штаммах и штаммах гено-
вариантов. Видно, что данный ген обнаружен у 
штаммов М1264, М1279, Л3226 (сигнал выше по-
рогового), а у штаммов М818, 113, М1293, Р18796, 
М1501 (сигнал ниже порогового) он не выявлен.

У 11 из 16 штаммов, выделенных после 
1993 г., с помощью разработанной системы 
ПЦР был обнаружен также ген tetR (см. табл. 1). 
Однако у штаммов геновариантов, выделенных 
в современный период (2004–2010  гг.) данный 
ген отсутствует.

Все нетоксигенные штаммы были лишены ге-
нов floR, dfrA1и tetR. В то же время в геноме двух 
штаммов, выделенных из речной воды в Астраха-
ни в 1982 г., был обнаружен ген qnrVC (qnrVC1), 
ответственный за резистентность к ципрофлок-
сацину. Данный ген был также детектирован 
у одного клинического (2011 г.) и двух водных 
(2012–2013 гг.) штаммов, изолированных в совре-
менный период в Калмыкии (см. табл. 1).

Кроме того, нами были проведены исследо-
вания по использованию сконструированного 
набора для анализа контаминированных возбу-
дителем холеры проб из внешней среды (речная 
вода, пищевые продукты) и образцов, имитиру-
ющих клинический материал (1%-ный жидкий 
картофельный крахмал). Все пробы, в том чис-
ле и пробы внешней среды, стерилизовали авто-
клавированием при 126 ± 2 °С. Пробы содержали 
суспензии V. cholerae в концентрации от 1∙109 до 
1∙102 КОЕ/мл. В результате установлено, что чув-
ствительность набора при изучении данных об-
разцов составляет 1∙103 КОЕ/мл (данные не при-
ведены). Учитывая, что клинический материал и 
пробы внешней среды могут быть контаминиро-
ваны другими микроорганизмами, содержащими 
гены устойчивости к АБП, предлагаемый вари-
ант ПЦР необходимо проводить только с подозри-
тельными на холерный вибрион колониями.

Таким образом, разработан способ, позволя-
ющий методом мультиплексной ПЦР с детекци-
ей результатов в режиме реального времени вы-
являть штаммы V.  cholerae О1 серогруппы и 
определять присутствие в их геноме генов лекар-
ственной устойчивости к четырем препаратам, 

Накопление флюоресцентного сигнала амплифицируемого продукта (ген floR) у штаммов V. cholerae (детекция по 
каналу Crimson): 1 – М1264, 2 – М1279, 3 – Л3226, 4 – М818, 5 – 113, 6 – М1293, 7 – Р18796, 8 – М1501

Accumulation of fluorescent signal of amplified product (gene floR) in V. cholerae strains (detected by Crimson channel): 1 – 
М1264, 2 – М1279, 3 – Л3226, 4 – М818, 5 – 113, 6 – М1293, 7 – Р18796, 8 – М1501
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используемым для лечения холеры (хлорамфени-
кол, триметоприм, тетрациклин и ципрофлокса-
цин). Чувствительность сконструированного на-
бора праймеров и зондов составляет 1∙103 КОЕ/мл. 
Эффективность разработанного способа под-
тверждена при анализе 60 природных штаммов 
V. cholerae, выделенных в разные годы от людей и 
из внешней среды.
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Abstract–A method for simultaneous detection of the occurrence of V. cholerae strains and of the presence 
of drug resistance genes in their genomes applying PCR with real-time results registration has been 
developed. The resistance to four antibiotics used for the cholera treatment (tetracycline, trimethoprim, 
chloramphenicol and ciprofloxacin) was analyzed. The sensitivity of the panel was 1∙103 CFU/ml in 
both pure cultures, imitated clinical material and environmental samples. The efficiency of the PCR was 
confirmed by the analysis of 60 natural V. cholerae strains isolated in different years from patients and 
environment. It was established that all the studied V. cholerae O1 biovar El Tor strains isolated before 
1993 do not contain the tested drug resistance genes. At the same time, 18 toxigenic clinical strains (90%) 
imported within 1993–2010 are characterized by a multiple drug resistance; their genomes have the 
genes of resistance to trimethoprim (dfrA1) and chloramphenicol (floR), whereas 11 strains among them 
additionally contain the tetR gene providing the tetracycline resistance. Apart from this, non-toxigenic 
clinical and aqueous V. cholerae strains carrying the qnrVC (qnrVC1) gene responsible for the resistance to 
ciprofloxacin have been detected during the last few years (Kalmykia, 2011–2013).

Key words: drug resistance genes, multiplex real-time PCR, Vibrio cholerae.
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