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о п т и м а л ь н ы х  условий для продукции э то го  б е л ка

Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов

П о к а за н о , ч т о  в н е д р е н и е  т р а н с п о з о н а  T n 5 -M o b  (K m R) в  х р о м о с о м у  т о к с и г е н н о го  ш т а м м а  V. c h o le ra e  
М А К 7 5 7  б и о в а р а  эл ь то р  о б у с л о в и л о  п о я в л е н и е  и н с е р ц и о н н ы х  м у т а н т о в  с  и з м е н е н н ы м  ге н о м о м  п р о ф а г а  С Т Х ф . 
Р е о р г а н и з а ц и я  г е н о м а  п р о ф а г а  в ы р а зи л а с ь  в  д е л е ц и и  ч е т ы р е х  г е н о в  zo t , a c e , c ep , o r fU  п р и  с о х р а н е н и и  л и ш ь  о п е -  
р о н а  c tx A B , к о д и р у ю щ е го  с и н т е з  х о л е р н о го  т о к с и н а  II  т и п а . У к а за н н о е  и з м е н е н и е  г е н о м а  п р о ф а г а  С Т Х ф  о б у с л о ­
в и л о  п о в ы ш е н и е  п р о д у к ц и и  эт о го  б е л к а  у  к л о н о в  М А К 7 5 7  c h r ::T n 5 -M o b  (K m R) Tox++ б о л е е  ч е м  в  2 0 0 0  р аз . С р е д и  
и н с е р ц и о н н ы х  м у т а н т о в  K m R T o x ++ в  к а ч е с т в е  ш т а м м а -п р о д у ц е н т а  в ы б р а н  о д и н  к л о н  с  н а и б о л е е  в ы с о к и м  у р о в ­
н е м  б и о с и н т е з а  х о л е р н о го  т о к с и н а  (4 2 ,0 -4 5 ,0  м к г /м л ) , п о л у ч и в ш и й  о б о з н а ч е н и е  К М 2 3 4 . П о д о б р а н ы  у с л о в и я  д л я  
к у л ь т и в и р о в а н и я  ш т а м м а  К М 2 3 4 , о б е с п е ч и в а ю щ и е  н а и б о л ь ш у ю  п р о д у к ц и ю  х о л ер н о го  т о к с и н а . П о к а за н о , ч то  
с к о н с т р у и р о в а н н ы й  ш т а м м  V. c h o le ra e  К М 2 3 4  б и о в а р а  эл ь то р  я в л я е т с я  с т а б и л ь н ы м  и  э ф ф е к т и в н ы м  п р о д у ц е н ­
т о м  х о л е р н о го  т о к с и н а  2 -го  т и п а  и  м о ж е т  б ы т ь  и с п о л ь з о в а н  в  п р о и зв о д с т в е  д л я  п о л у ч е н и я  это го  б е л к а , н е о б х о д и ­
м о го  д л я  п р и го т о в л е н и я  х о л е р н ы х  п р о ф и л а к т и ч е с к и х  и  д и а г н о с т и ч е с к и х  п р е п а р ат о в .

К л ю ч е в ы е  сло ва :  х о л е р н ы й  в и б р и о н , ш т а м м -п р о д у ц е н т  х о л е р н о го  т о к с и н а , р е о р г а н и з а ц и я  г е н о м а  п р о ф а г а  
С Т Х ф , т р а н с п о з о н  T n 5 -M o b .

Реальная возможность завоза холеры эльтор на 
территорию Российской Федерации из стран Азии 
и Африки, где сохраняется неблагополучная эпиде­
миологическая ситуация, указывает на необходи­
мость создания эффективных диагностических и 
профилактических препаратов. Один из подходов к 
решению этой задачи состоит в разработке нового 
поколения иммунодиагностических тест-систем и 
химических холерных вакцин, важным компонентом 
которых является иммуногенная В-субъединица хо­
лерного токсина (ХТ) II типа, который продуцируют 
эпидемически опасные штаммы Vibrio cholerae био­
вара эльтор. В этой связи очевидна необходимость 
создания эффективных штаммов-продуцентов хт , 
который является не только ключевым фактором 
патогенности возбудителя холеры, но и основным 
протективным антигеном. При решении этой за­
дачи наиболее часто используют рекомбинантные 
плазмиды с клонированным опероном ctxAB, коди­
рующим ХТ, которые вводят в клетки вирулентных 
штаммов, несущих резидентные хромосомные гены 
ctxAB. За счет повышения копийности структурных 
генов ctxAB в клетках таких штаммов происходит 
увеличение продукции ими ХТ. Однако при от­
сутствии селективного давления стабильность на­
следования рекомбинантных плазмид клетками та­
ких штаммов, как правило, не превышает 60-80 %, 
что, в свою очередь, ведет к снижению синтеза ХТ. 
поэтому для конструирования стабильных бесплаз- 
мидных штаммов-продуцентов мы использовали 
другой подход, основанный на способности различ­
ных транспозонов при внедрении в бактериальный 
геном вызывать вторичные перестройки в участках 
ДНК, прилежащих к сайту их интеграции, которые в 
ряде случаев повышают экспрессию соседних генов.

Целью нашей работы явилось создание безплазмид- 
ного штамма V. cholerae биовара эльтор гиперпроду­
цента холерного токсина II типа с помощью транс­
позона Tn5-Mob (KmR) и определение оптимальных 
условий для эффективной экспрессии генов ctxAB, 
кодирующих синтез это белка.

Материалы и методы

В работе использовали токсигенные штаммы 
V. cholerae МАК757 биовара эльтор и V. cholerae 
569В классического биовара, полученные из ГКПБ 
«Микроб», а также штамм Escherichia coli S17-1 
(pSUP5011) KmR ApR CmR, предоставленный ИЭМ 
им. Н.Ф.Гамалеи. Культивирование бактерий прово­
дили в бульоне и агаре LB, а также в казаминовом, 
AKI и казеиновом бульонах. Минимальной средой 
служил глюкозо-солевой агар и глюкозо-солевой рас­
твор [1]. Аминокислоты вносили в концентрациях 
20-40 мкг/мл, канамицин -  25 мкг/мл, ампициллин -  
100 мкг/мл, хлорамфеникол -  50 мкг/мл.

Определение продукции холерного токсина про­
водили с помощью радиального пассивного иммун­
ного гемолиза (РПИГ) на плотной среде [3] и имму­
ноферментного метода GMjELISA [7].

Конъюгационные скрещивания осуществляли 
на плотной среде [1]. Для внедрения Tn-элемента в 
бактериальный геном трансконъюганты МАК757 
(pSUP5011) KmR AmR CmR выращивали в жидкой 
минимальной среде с канамицином при 4 °С, по­
скольку при таких условиях культивирования се­
лективное преимущество получают бесплазмидные 
клоны, сохранившие Tn5-Mob (KmR) в хромосоме. 
изолированные колонии, полученные после рассева 
такой культуры на LB агаре с канамицином, прове­
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ряли на устойчивость к канамицину, ампицилину и 
хлорамфениколу, отбирая для дальнейших исследо­
вании KmR ApS Ст^клоны.

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) прово­
дили, как описано ранее [2], используя для тести­
рования 6 генов коровой области профага СТХф, а 
также Tn5-Mob следующие специфические олигону­
клеотидные праймеры:

ctxAl (размер ампликона 564)
прямой - 5 ’ CgggCAgATTCTAgACCTCCTg’;
обратный - 5 ’ CgATgATCTTggAgCATTCCCAC 3’;
ctxBl (размер ампликона 354)
прямой - 5 ’ ATgATTAAATTAAAATTTgg 3’;
обратный - 5 ’ TTAATTTgCCATACTAATTg 3’;
zotl (размер ампликона 947)
прямой - 5 ’ TCgCTTAACgATggCgCgTTTT 3’;
обратный - 5’ AACCCCgTTTCACTTCTACCCA 3’;
acel (размер ампликона 289)
прямой - 5 ’ TAAggATgTgCTTATgATggACACC 3’;
обратный - 5 ’ CCgTgATgAATAAAgATACTCATAgg 3’;
orfUl (размер ампликона 721)
прямой - 5 ’ CAAAATgAgCATggCggC 3’;
обратный - 5 ’ CCCATTgTgCAATCggTgT 3’;
cep-1 (размер ампликона 162)
прямой - 5 ’ CAgAACAATTgCCCCCACCAC 3’;
обратный - 5 ’ AAgCACgCTTTCACTCgggg 3 ’;
Tn5 Mob-1 (размер ампликона 405)
прямой - 5 ’ AgTAgCgTCCTgAACggAACCTTT 3’;
обратный - 5 ’ AAgAgAACggAgTgAACCCACCAT 3’.

Результаты и обсуждение

Для проведения транспозонного мутагенеза вы­
бран Tn5-Mob (KmR) на основании его способности, 
установленной нами ранее [1], с большой часто­
той внедряться в хромосомную область холерного 
вибриона вблизи профага СТХф, несущего струк­
турные гены ctxAB, кодирующие XT. В качестве 
вектора транспозона Tn5-Mob (KmR) использовали 
конъюгативную плазмиду pSUP5011 (KmR ApR CmR) 
[6] . Донором плазмиды служил штамм E.coli S17-1 
(pSUP5011), реципиентом был вирулентный штамм 
V. cholerae МАК757 биовара эльтор, в геноме кото­
рого присутствуют две копии генов ctxAB в соста­
ве двух профагов СТХф. Выбор данного реципиента 
обусловлен отсутствием у него гемолитической ак­
тивности, что позволяло использовать для опреде­
ления продукции XT у большого количества транс- 
конъюгантов простой и эффективный метод РПИГ 
на плотной среде. В условиях in vitro этот штамм 
продуцирует в культуральную среду небольшое ко­
личество токсина (0,02 мкг/мл по данным ELISA), 
которое практически недоступно для определения 
его в РПИГ (рис. 1, колонии 1-10, 23-26).

Частота конъюгационного переноса плазми­
ды pSUP5011 из E.coli S17-1 в клетки V. cholerae 
МАК757 достигала 5,5-10-5. Все проверенные транс- 
конъюганты были KmR ApR CmR. Последующее куль­
тивирование 15 произвольно отобранных клонов

МАК757 (pSUP5011) KmR ApR CmR при 4 °C в мини­
мальной среде с добавлением канамицина позволило 
выделить 263 клона из 2100 проверенных, которые 
утратили плазмидные маркеры ApR CmR, но сохра­
нили устойчивость к канамицину, определяемую 
транспозоном. Возникновение клонов KmR ApS CmS 
обусловлено транспозицией Tn-элемента из плаз- 
мидного генома в хромосому, частота которой соста­
вила 12,5 %.

Полученные клоны проверяли на продукцию 
ХТ методом РПИГ, полагая, что внедрение Tn5-Mob 
в хромосому V. cholerae в ряде случаев может при­
вести к изменению биосинтеза этого белка. В резуль­
тате среди изученных KmR ApS Ст^клонов действи­
тельно обнаружено 6 клонов МАК757 chr::Tn5-Mob 
с повышенной продукцией ХТ. Зона иммунного ге­
молиза вокруг макроколоний таких клонов была око­
ло 5,0 мм (рисунок, колонии 17-22), тогда как размер 
такой зоны вокруг макроколоний высокотоксиген- 
ного штамма V. cholerae 569В не превышали 2-3 мм 
(рисунок, колонии 1-4). Явная гиперпродукция ХТ 
клонами МАК757 chr::Tn5-Mob позволила обозна­
чить их фенотип KmR Tox++. По данным иммунофер­
ментного метода GM1 ELISA, выявленные клоны 
KmR Tox++ при культивировании их в стандартных ла­
бораторных условиях (казаминовый бульон, рН 7,6, 
30 °С) продуцировали 42-45 мкг/мл этого белка 
(табл. 1). клон с наибольшей продукции ХТ был вы­
бран в качестве штамма-продуцента и получил обо­
значение V. cholerae КМ234 биовара эльтор.

Повышение более чем в 2000 раз продукции ХТ 
в клетках ряда клонов, содержащих в геноме транс- 
позон Tn5-Mob, по сравнению с исходным штаммом, 
указывает на значительное увеличение экспрессии 
их структурных генов ctxAB. Одним из возможных 
объяснений изменения продукции ХТ могла быть ре­
организация профага СТХф, индуцированная транс­
позоном Tn5-Mob. Для подтверждения этого предпо-

Продукция холерного токсина штаммами V cholerae МАК757 
сЬг::Тп5-МоЬ К т к, Тох++ биовара эльтор, 

определенная с помощью реакции 
пассивного иммунного гемолиза:

1-4 и 11 -1 6  -  высокотоксигенные штаммы V cholerae 569В и Дакка 35 
классического биовара, взятые в качестве положительного контроля; 

5-10, 23-26 -  V о ^Ы т в  МАК757 (исходный);
17-19 и 20-22 -  независимо полученные инсерционные мутанты 

V cholerae МАК757 сЫмТ^-МоЬ К т к с повышенной продукцией ХТ
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Таблица 1

Результаты изучения структуры генома профага СТХф исходного штамма У.сИо1етав МАК757 биовара эльтор
и его инсерционных мутантов с помощью ПЦР

Штамм
Продукция токсина по методу

Tn5-Mob
Тестируемые гены профага СТХф

РПИГ*, мм ELISA**, мкг/мл cep orfU ace zot ctxA ctxB

МАК757 0 0 , 0 2 - + + + + + +

МАК757 (pSUP5011) KmR ApR CmR 0 0 , 0 2 + + + + + + +

МАК757 chr::Tn5-Mob Tox++ KmR -
транспозант 1 -й 5 42,2 + - - - - + +

МАК757 chr::Tn5-Mob Tox++ KmR -
транспозант 2 -й 5 43,7 + - - - - + +

МАК757 chr::Tn5-Mob Tox++ KmR -
транспозант 3-й (KM234) 5 45,0 + - - - - + +

569B 2 9,0 - + + + + + +

*Размер зоны иммунного гемолиза вокруг макроколоний. **Штаммы выращивали в казаминовом бульоне при 30 °С

ложения мы провели ПЦР-анализ трансконъюгантов 
МАК757 сЫ7:Тп5-МоЬ (К т а) Тох++ с целью выявле­
ния в их геноме фаговых генов сТхА, ^ В , zot, асе, 
о ги , сер. Оказалось, что геном их профага СТХф 
действительно претерпел значительные изменения, 
выразившиеся в сохранении генов с^.А и ctxВ , коди­
рующих ХТ, и потере четырех тестируемых генов, 
zot, асе, ог^и, сер. Повышение продукции холерного 
токсина у таких инсерционных мутантов, содержа­
щих в хромосоме дефектный или неполный профаг, 
указывает на еще не описанный механизм регуляции 
экспрессии генов с(хАВ, который требует дальней­
шего изучения. Такая реорганизация генома профага 
СТХф, связанная с делецией указанных генов, вызва­
на Тп5-МоЬ, который, видимо, локализован в хромо­
сомной области вблизи СТХф, поскольку спонтанные 
мутанты такого типа неизвестны. Тем не менее, не­
зависимо от результатов дальнейших исследований 
в этом направлении, мы получили бесплазмидный

Таблица 2

Продукция холерного токсина
сконструированным штаммом-продуцентом V  еко1егае КМ234 
биовара эльтор при культивировании его на различных средах

Штамм Используемый бульон
Температура 

культивирова­
ния, °С

Продукция 
ХТ по данным

GM: ELISA, 
мкг/мл

569В* Казеиновый (рН 7,6) 30 6,0±0,55
классического

биовара Казеиновый (рН 7,6) 37 0

КМ234 LB (рН 6 ,8 ) 30 6,5±1,2
биовара
эльтор LB (рН 6 ,8 ) 37 13,5±1,0

AKI (рН 8,0) 37 19,0±3,5

Казеиновый 
с 1 % пептона (рН 7,6)

30 9,0±2,7

Казеиновый 
с 1 % пептона (рН 7,6)

37 0,7± 0,3

Казеиновый (рН 7,6) 30 43,2±3,0

Казеиновый (рН 7,6) 37 1,0±0,25

* Штамм взят в качестве контроля.

штамм V. cholerae биовара эльтор с высоким уров­
нем продукции ХТ II типа (42,0-45,0 мкг/мл), превы­
шающий таковой у исходного штамма (0,02  мкг/мл) 
более чем в 2000  раз.

Для определения оптимальных условий, при ко­
торых происходит наибольшая продукция ХТ, скон­
струированный штамм КМ234 выращивали на раз­
ных питательных средах (AKI-бульон, LB-бульон, ка­
зеиновый) при различных температурах (30 и 37 °С). 
Выбор названных сред и температурных режимов 
определялся рядом причин. Во-первых, среда AKI 
(1,5 % бакто-пептона, 0,4 % дрожжевого экстракта 
фирмы «Дифко», 0,5 % NaCl, 0,3 % NaHCO2) явля­
ется специально подобранной средой для получения 
холерного токсина 2 -го типа, продуцируемого при­
родными штаммами V. cholerae биовара эльтор [5]. 
Выращивание холерных эльтор вибрионов на этой 
среде (рН 7,8-8,0) при 37 °С в течение 20 ч обеспечи­
вает эффективный синтез регуляторного белка ToxT, 
необходимого для выраженной экспрессии структур­
ных генов ctxAB [4]. Во-вторых, LB и казеиновый 
бульон относятся к питательным средам, широко ис­
пользуемым как в лабораторных, так и в производ­
ственных условиях при получении ХТ. Полученные 
данные представлены в табл. 2. В результате прове­
денных исследований установлено, что эффективный 
биосинтез ХТ (43,2 мкг/мл по данным GM1 ELISA) 
наблюдался при выращивании клеток штамма КМ234 
на казеиновом бульоне при 30 °С. На среде AKI про­
дукция токсина была также высока, однако она со­
ставляла лишь 19,0 мкг/мл. Причина выявленных 
различий в продукции ХТ штаммом км 234 на среде 
AKI (19,0 мкг/мл) и казеиновом бульоне (43,2 мкг/ 
мл) пока неясна. По-видимому, полученный штамм 
КМ234 приобрел способность к ToxT-независимой 
экспрессии генов ctxAB за счет действия нового ме­
ханизма контроля биосинтеза ХТ, который предстоит 
изучить.

При выяснении оптимальных условий для био­
синтеза ХТ сконструированным штаммом одним 
из важных является вопрос о стабильности насле­
дования хромосомной мутации, определившей его 
фенотип Tox++. В этой связи у 600 произвольно ото­
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бранных клонов, полученных при рассеве бульонной 
культуры (казеиновый бульон, pH 7,6, 30 °С) КМ234 
на плотной среде без канамицина, проверяли про­
дукцию ХТ с помощью РПИГ. Оказалось, что лишь 5 
клонов (или 0,8 %) утратили фенотип Tox++ . Из этого 
следует, что выявленные условия культивирования 
штамма 234 (казеиновый бульон, рН 7,6, 30 °С) дей­
ствительно являются оптимальными для стабильной 
и эффективной продукции его клетками ХТ.

Таким образом, с помощью транспозона Tn5- 
Mob (KmR) сконструирован бесплазмидный штамм 
Vibrio cholerae KM234 биовара эльтор, имеющий вы­
сокий и стабильный уровень биосинтеза холерного 
токсина II типа. Выявление оптимальных условий 
для продукции ХТ в лабораторных условиях позво­
ляет рекомендовать использование штамма км 234 в 
производстве для получения и выделения очищенно­
го холерного токсина II типа, который применяется 
для приготовления холерных иммунодиагностиче­
ских препаратов. кроме того, сконструированный 
штамм может быть использован при проведении ге­
нетических исследований с целью изучения нового 
механизма регуляции экспрессии генов вирулентно­
сти и иммуногенности холерных вибрионов.

Работа поддержана грантами РФФИ № 06-04­
48310 и РФФИ ОФИ № 06-04-08122.
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Construction of an El Tor Biovariant Vibrio cho lerae  Strain 
Capable of Type II Cholera Toxin Hyperproduction 

and Determining the Optimal Conditions for the Production 
of This Protein

Russian Anti-Plague Research Institute "Microbe ”, Saratov

Introduction of Tn5-Mob (KmR) transposon into the chromosome of 
the toxinogenic V. cholerae strain MAK757 El Tor biovar was shown to result 
in the emergence of insertion mutants containing an altered genome of CTX9  

prophage. The reorganization of the latter was expressed in the deletion of four 
genes, zot, ace, cep, orfU, however,its ctxAB operon coding for the synthesis 
of type II cholera toxin being still retained. This change in the CTX9  prophage 
has lead to as high as 2 0 0  fold greater levels of production of this protein by 
MAK757clones chr::Tn5-Mob (KmR) Tox++. A single clone with the highest 
cholera toxin biosynthesis levels (42.0-45.0 ^g/ml) was selected among the 
insertion mutants KmR Tox++ and designated as KM234. The optimal condi­
tions for culturing the KM234 construct were fitted to provide for the highest 
cholera toxin elaboration by the cells. The El Tor biovar V. cholerae strain 
KM234 thus constructed was shown to be a stable and efficient type II cholera 
toxin overproducing strain promising to be applied in the industrial produc­
tion of this protein routinely used to manufacture the preparations for cholera 
diagnosis and prophylaxis.

Key words: the cholera agent,a cholera toxin hyperproducing strain, 
prophage CTX9  genome reorganization, Tn5-Mob transposon.
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ПРОГНОЗИРОВАНИЕ ЗАБОЛЕВАЕМОСТИ НАСЕЛЕНИЯ САРАТОВА 
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и эпидемиологии» в Саратовской области, Саратов

Разработана методика прогнозирования заболеваемости кишечными инфекциями, связанными с водным фак­
тором, в Саратове, основанная на аналитических методах оценки санитарно-гигиенических показателей качества 
воды централизованного водоснабжения.

Ключевые слова: база данных, прогнозирование заболеваемости, статистическая модель, системный подход.

Контролю за качеством питьевой воды в 
Саратовской области уделяется пристальное внима­
ние, тем не менее, заболеваемость острыми кишеч­
ными инфекциями (ОКИ) держится на достаточно 
высоком уровне. Так, в 2006 г. заболеваемость ОКИ 
установленной и неустановленной этиологии воз­
росла по сравнению с 2005 г. на 20,0 % (с 9366 до

11240 случаев) и превысила аналогичный показатель 
по области за последние 6 лет [4].

Учитывая вышеизложенное, проведен сбор 
данных о состоянии хозяйственно-питьевого водо­
снабжения по санитарно-бактериологическим (8), 
санитарно-химическим (9) и органолептическим (4) 
показателям качества воды в 665 точках пяти райо­
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