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Возбудителем текущей, 7-й, пандемии холеры, 
начавшейся в 1961 г. и продолжающейся до сих пор, 
является V. cholerae биовара Эль Тор, геном которого 
в процессе эволюции претерпел значительные изме-
нения. Современный период пандемии (с 1991 г. по 
настоящее время) характеризуется глобальным рас-
пространением в мире высокопатогенных генетиче-
ски измененных штаммов (геновариантов) V. cholerae 
биовара Эль Тор [6]. Установлено, что более высокая 
вирулентность геновариантов по сравнению с типич-
ными штаммами связана в основном с иной структу-
рой оперона ctxAB, кодирующего холерный токсин 
(ХТ) – ключевой фактор вирулентности возбудителя 
холеры [5]. Геноварианты, вытеснившие типичные 
штаммы во многих эндемичных по холере регионах, 

различаются между собой эпидемическим потенциа-
лом, т.е. способностью к эпидемическому распро-
странению. Изменение эпидемического потенциала 
геновариантов обусловлено изменчивостью их гене-
тических свойств, связанных как с вирулентностью, 
так и с адаптацией возбудителя к меняющимся усло-
виям окружающей среды.

К настоящему времени известно, что важную 
роль в широком распространении возбудителя хо-
леры Эль Тор играют два острова пандемичности – 
VSP-I (от англ. Vibrio seventh pandemic island) и VSP-
II [7]. Остров пандемичности VSP-I состоит из 11 ге-
нов и является одним из наиболее стабильных гене-
тических маркеров штаммов V. cholerae биовара Эль 
Тор. В то же время остров пандемичности VSP-II, со-
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держащий 30 открытых рамок считывания (vcо489–
vcо517), продукты которых, видимо, определяют вы-
сокий уровень устойчивости возбудителя холеры к 
стрессовым воздействиям, является вариабельным. 
К настоящему времени, помимо интактного VSP-
II, известно о пяти его вариантах, обнаруженных в 
штаммах, изолированных в разных странах и отли-
чающихся от интактного VSP-II наличием делеций 
разной протяженности [8]. Анализ распространенно-
сти штаммов с разными вариантами VSP-II показал, 
что среди эпидемических штаммов, изолированных 
в последнее десятилетие, доминируют изоляты, со-
держащие в VSP-II протяженную делецию, захва-
тывающую сегмент ДНК, включающий 21 ген из 30 
известных. Глобальное распространение штаммов с 
такой структурой VSP-II означает наличие у них вы-
сокого эпидемического потенциала. Вытеснение эти-
ми штаммами ранее возникших геновариантов с ин-
тактным VSP-II или геновариантов, имеющих в VSP-
II короткие делеции, захватывающие лишь 2–4 гена, 
указывает на снижение эпидемического потенциала 
последних. В связи с тем, что в эндемичных очагах 
холеры циркулируют штаммы с разным эпидемиче-
ским потенциалом, способные нанести в разной сте-
пени ущерб здоровью населения и экономике стра-
ны, актуальным является дифференциация штаммов 
с высоким и низким эпидемическим потенциалом.

Разработанные к настоящему времени ПЦР-
тест-системы позволяют быстро и эффективно 
определять биовар, серогруппу, токсигенность воз-
будителя холеры, способны выявлять токсигенные 
генетически измененные штаммы возбудителя теку-
щей пандемии холеры [1, 2, 3]. Эти изобретения не 
способны дифференцировать токсигенные генова-
рианты с разным эпидемическим потенциалом, что 
является необходимым для совершенствования мето-
дов молекулярно-эпидемиологического мониторинга 
возбудителя холеры.

Таким образом, в данной области существует 
очевидная потребность в разработке информатив-
ного и быстрого способа, а также тест-системы для 
дифференциации токсигенных генетически изменен-
ных штаммов V. cholerae биовара Эль Тор по их эпи-
демическому потенциалу.

Материалы и методы

В работе использовали 28 генетически изменен-
ных штаммов V. cholerae биовара Эль Тор, содержа-
щих в геноме профаг CTX с геном ctxB классического 
типа, которые были изолированы в России с 1993 по 
2011 год, 3 вида энтеробактерий и 3 штамма бакте-
рий близкородственных видов рода Vibrio. Для куль-
тивирования применяли бульон и агар LB (рН 7,6).

Подготовку проб осуществляли согласно 
МУ 1.3.2569-09 «Огранизация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеиновых 
кислот при работе с материалом, содержащим ми-
кроорганизмы I–IV групп патогенности». Выделение 

ДНК проводили методом нуклеосорбции на силика-
геле в присутствии гуанидинизотиоцианата.

Амплификацию ДНК проводили с использова-
нием программируемого термостата «Терцик» (ДНК-
технология, Россия).

Анализ и оценку результатов осуществляли путем 
сравнения полученных ПЦР-ампликонов с аналогич-
ными фрагментами типичных штаммов V. cholerae.

Результаты и обсуждение

Выбор ДНК-мишеней осуществляли на осно-
вании анализа нуклеотидных последовательностей 
острова пандемичности VSP-II у токсигенных гене-
тически измененных штаммов V. cholerae биовара 
Эль Тор, изолированных в современный период 7-й 
пандемии и содержащих разные типы этого геном-
ного острова. В качестве первой мишени был выбран 
ген vco514, кодирующий метил-акцепторный белок 
хемотаксиса, наличие которого характерно для всех 
типов VSP-II. В качестве второй мишени был выбран 
ген vco502, кодирующий пили IV типа, присутствую-
щий в геноме штаммов с интактным островом пан-
демичности и штаммов, несущих короткую делецию 
VSP-II. В качестве третьей мишени был выбран ген 
vco497, кодирующий регулятор транскрипции и при-
сутствующий только в геноме штаммов с интактным 
VSP-II. Праймеры сконструированы авторами с по-
мощью программы Oligo 6.0.

В ходе работы экспериментально установлен 
оптимальный состав реакционной смеси для прове-
дения мультиплексной цепной реакции, подобрано 
необходимое и достаточное соотношение компонен-
тов реакционной смеси и определен режим поста-
новки ПЦР.

Специфичность разработанной тест-системы 
была подтверждена на основе использования штам-
мов энтеробактерий – E. coli, S. enteritidis, Sh. flexneri, 
а также близкородственных видов – V. mimicus, V. para-
haemolyticus, V. anguillarum. Был получен отрицатель-
ный результат при проведении ПЦР-тестирования 
указанных штаммов (рисунок, дорожки 1–6).

Электрофореграмма штаммов с разным эпидемическим потен-
циалом, полученная с использованием разработанной мультило-
кусной ПЦР тест-системы: 
1 – E. coli M17; 2 – S. enteritidis ВОЗ; 3 – Sh. flexneri 26 «С»; 4 – V. mimicus 
АТСС 33653; 5 – V. parahaemolyticus 745; 6 – V. albensis 37263; 7 – V. chol-
erae M1430; 8 – V. cholerae P18899; 9 – V. cholerae Л-3225; 10 – V. chol-
erae Л-4150; 11 – V. cholerae 301; 12 – V. cholerae M1326; 13 – V. cholerae 
M1293; 14 – V. cholerae М1266; 15 – V. cholerae M1275; 16 – V. cholerae 
P17647; 17 – ПК-М818 (V. cholerae M818); 18 – ПК-Р17644 (V. cholerae 
Р17644); 19 – ПК-Л3226 (V. cholerae Л-3226); 20 – ОКВ, К-
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Эффективность сконструированной тест-сис-
те мы подтверждена исследованием 28 генетиче-
ски измененных штаммов V. cholerae биовара Эль 
Тор. Данные по ПЦР-тестированию представлены 
в таблице и на рисунке. При оценке структуры их 
острова пандемичности с помощью разработанной 
тест-системы было установлено, что у 21 штамма 
определяется образование трех фрагментов разме-
ром 761, 604 и 320 п.н., как и у штамма М818, взятого 
в качестве контрольного; у 1 штамма, выделенного 
в Ачинске в 1997 г., двух фрагментов размером 761 
и 604 п.н., как у контрольного штамма Р17644. Из 
этого следует, что данная группа штаммов, изолиро-

ванных в 1993–2001 гг., относится к геновариантам 
возбудителя холеры с низким эпидемическим потен-
циалом. Вторая группа состоит из 6 штаммов, VSP-
II которых имеет протяженную делецию, поскольку 
для них характерно образование в ПЦР только одно-
го фрагмента размером 604 п.н., соответствующего 
гену vco514, общему для всех вариантов. Эти штам-
мы, изолированные в последние годы (2004–2012 гг.), 
являются геновариантами с высоким эпидемическим 
потенциалом, о чем свидетельствует их глобальное 
распространение и вытеснение в эндемичных очагах 
холеры геновариантов с низким эпидемическим по-
тенциалом. Полученные нами данные методом муль-

Специфичность и эффективность сконструированной мультилокусной ПЦР-тест-системы

Штамм Год выделения Место выделения
Тестируемые гены Тип 

VSP-II
Эпидемический 

потенциалvcо497 vcо502 vcо514
E. coli M17 Неизвестен Неизвестно - - - О н/o
S. enteritidis ВОЗ Неизвестен Неизвестно - - - О н/o
Sh. flexneri 26 «С» Неизвестен Неизвестно - - - О н/o
V. mimicus АТСС 33653 Неизвестен Институт Пастера - - - О н/o
V. parahaemolyticus 745 Неизвестен Новороссийск - - - О н/o
V. albensis 37263 Неизвестен Ставрополь - - - О н/o
V. cholerae M1275 1993 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1297 1993 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1278 1993 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1279 1993 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1264 1993 Краснодар + + + П Н
V. cholerae M1272 1993 Сочи + + + П Н
V. cholerae M1299 1993 Сочи + + + П Н
V. cholerae M1271 1993 Респ. Татарстан + + + П Н
V. cholerae M1270 1993 Респ. Татарстан + + + П Н
V. cholerae М1298 1993 Сочи + + + П Н
V. cholerae М1266 1994 Пермь + + + П Н
V. cholerae M1295 1994 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1287 1994 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1288 1994 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1286 1994 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1293 1994 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1269 1994 Магнитогорск + + + П Н
V. cholerae P17647 1997 Ачинск - + + КД Н
V. cholerae M1326 1998 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1328 1998 Респ. Дагестан + + + П Н
V. cholerae M1345 2001 Респ. Татарстан + + + П Н
V. cholerae M1349 2001 Респ. Татарстан + + + П Н
V. cholerae M1429 2004 Респ. Башкирия - - + ПД В
V. cholerae M1430 2005 Тверь - - + ПД В
V. cholerae P18899 2006 Мурманск - - + ПД В
V. cholerae Л-3225 2010 Москва - - + ПД В
V. cholerae Л-4150 2010 Москва - - + ПД В
V. cholerae 301 2011 Таганрог - - + ПД В
ПК-М818 (V. cholerae M818) 1970 Саратов + + + П Н
ПК-Р17644 (V. cholerae Р17644) 1997 Ачинск - + + КД Н
ПК-Л3226 (V. cholerae Л-3226) 2010 Москва - - + ПД В

Примечания : «-» – отсутствие гена; «+» – наличие гена ; О – отсутствует VSP-II; П – прототипный VSP-II; КД – VSP-II с короткой делецией; 
ПД – VSP-II с протяженной делецией; Н – низкий эпидемический потенциал (неспособность штаммов с указанным генетическим маркером к эпи-
демическому распространению в современный период); В – высокий эпидемический потенциал (способность штаммов с указанным генетическим 
маркером к эпидемическому распространению в современный период);  н/o – не определяется.
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тилокусной ПЦР впоследствии были подтверждены 
методом секвенирования [4].

Таким образом, разработанная мультилокусная 
ПЦР-тест-система для дифференциации геновариан-
тов возбудителя холеры Эль-Тор с высоким и низким 
эпидемическим потенциалом специфична и эффек-
тивна. Показанная возможность быстрого обнаруже-
ния недавно сформированных вариантов V. cholerae 
с высоким эпидемическим потенциалом, глобальное 
распространение которых во многих странах мира 
стало реальным фактом, позволяет рекомендовать 
эту ПЦР-тест-систему для использования в качестве 
дополнительного метода при проведении эпидемио-
логических расследований. 

Подана заявка № 214100736 от 09.01.2014 г. о 
выдаче патента на изобретение.
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