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СпоСоБ опредеЛения профиЛя генов антиБиотиКореЗиСтентноСти  
у штаммов VibRio choleRae С помощЬЮ пцр в режиме реаЛЬного времени 

ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока», Иркутск,  
Российская Федерация

цель работы заключалась в конструировании и опытно-экспериментальных исследованиях набора реагентов 
для выявления спектра генов, детерминирующих резистентность к антибактериальным препаратам у штаммов 
Vibrio cholerae. материалы и методы. в работу были взяты штаммы V. cholerae, выделенные от людей и из 
объектов окружающей среды во время эпидосложнений и в благополучный по холере период. чувствительность 
к антимикробным препаратам оценивали диско-диффузионным методом. полногеномное секвенирование про-
ведено на приборе Illumina MiSeq. профиль генов резистентности определяли на основании сравнения с ба-
зой данных ResFinder. проведены оптимизация температурного режима, состава реакционных смесей, подбор 
параметров реакции, определены специфичность, чувствительность и воспроизводимость сконструированного 
прототипа тест-системы. результаты и выводы. для взятых в работу штаммов определен спектр устойчивости 
к антибиотикам и профиль генов резистентности. для разработки мультиплексной пцр выбраны наиболее рас-
пространенные в популяциях V. cholerae гены, обусловливающие устойчивость к тетрациклину (tetA), стрепто-
мицину (strA), флорфениколу/хлорамфениколу (floR) и триметоприму/сульфаметоксазолу (две формы гена диги-
дрофолатредуктазы: dfrA1 и dhfR), а также ген интегразы SXT-элемента (int). в реакции специфично выявляются 
маркеры в соответствии с геномным профилем резистентности, что коррелирует с фенотипическим проявлением 
устойчивости, определенным диско-диффузионным методом. чувствительность разработанной панели прайме-
ров и зондов для штаммов V. cholerae составила 103–104 кое/мл. таким образом, учитывая специфичность, бы-
строту и простоту постановки реакции, разработанная система праймеров и зондов может быть успешно приме-
нена для предварительной оценки резистентности штаммов V. cholerae к антимикробным препаратам. 
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Abstract. The aim of the work was to design and carry out experimental studies of a set of reagents to identify the 
spectrum of genes that determine the resistance of the Vibrio cholerae strains to antibacterial drugs. Materials and 
methods. V. cholerae strains isolated from humans and environmental objects during epidemiological complications 
and the cholera-free period were included in the study. Sensitivity to antimicrobial drugs was evaluated by the disk dif-
fusion method. Whole genome sequencing was performed on an Illumina MiSeq. The profile of resistance genes was 
determined based on a comparison with the ResFinder database. The temperature regime, the composition of the reaction 
mixtures, and the reaction parameters were optimized; the specificity, sensitivity and reproducibility of the constructed 
prototype test system were measured. Results and discussion. The spectrum of antibiotic resistance and the profile of 
resistance genes were determined for the studied strains. To develop multiplex PCR, we selected the most common in the 
V. cholerae populations genes, which are responsible for resistance to tetracycline (tetA), streptomycin (strA), florfenicol/
chloramphenicol (floR) and trimethoprim/sulfamethoxazole (two variants of the dihydrofolate reductase gene: dfrA1 and 
dhfR), as well as SXT element integrase gene (int). In the reaction, markers were specifically detected in accordance 
with the genomic resistance profile, which correlates with the phenotypic manifestation of resistance determined by 
the disco-diffusion method. The sensitivity of the developed panel of primers and probes for V. cholerae strains was  
103–104 CFU/ml. Therefore, taking into account the specificity, rapidity and simplicity of the reaction, the developed 
system of primers and probes can be successfully applied for a preliminary assessment of the resistance of the V. cholerae 
strains to antimicrobial agents.
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антибиотикотерапия – основной метод, приме-
няемый для лечения инфекционных заболеваний, од-
нако в последние годы эффективность многих препа-
ратов снижается или сводится к нулю из-за развития 
у микроорганизмов стойкой резистентности к ним. 
за относительно короткий в эволюционном плане 
период благодаря высокой адаптивности микроорга-
низмы приобрели механизмы, позволяющие избегать 
летальных воздействий антимикробных веществ. 
механизмы устойчивости к антибиотикам много-
образны и сложны и в наиболее общем виде могут 
быть классифицированы на четыре группы: а) моди-
фикация сайтов-мишеней антибиотиков; б) сниже-
ние проникающей способности внешних мембран 
клеток (уменьшение числа белков-поринов); в) ак-
тивное выведение противомикробных веществ из 
клетки посредством эффлюксных насосов; г) адап-
тивные изменения метаболических путей клетки че-
рез модификацию регуляторных сетей. устойчивость 
к каждому антимикробному классу обычно достига-
ется путем вовлечения нескольких биохимических 
механизмов [1]. 

приобретению лекарственной устойчивости 
способствуют хромосомные мутации или развитие 
генетической резистентности путем приобретения 
конъюгативных плазмид, конъюгативных транспозо-
нов, интегронов или способных к самостоятельному 
переносу хромосомных интегрирующих элементов. 
по оценкам исследователей, при анализе доступных 
бактериальных геномов выявлено около 20 тыс. ге-
нов (r-гены), потенциально связанных с антибио-
тикорезистентностью, однако число детерминант с 
экспериментально подтвержденной ассоциирован-
ностью с антибиотиками значительно ниже [2, 3]. 

холера – острое инфекционное антропонозное 
заболевание, характеризующееся эпидемическим 
распространением, вызываемое Vibrio cholerae о1 
и о139 серогрупп. холера клинически проявляется 
от вибрионосительства и бессимптомных форм до 
тяжелого синдрома дегидратации вследствие потери 
жидкости с водянистыми испражнениями и рвот-
ными массами, приводящего к летальному исходу. 
антибиотикотерапия позволяет сократить сроки и 
тяжесть протекаемого заболевания: при этом ре-
комендованы медикаменты групп тетрациклинов, 
фторхинолоны и триметоприм (последний входит в 
состав комбинированных препаратов, таких как ко-
тримоксазол и бисептол). 

по данным воз, V. cholerae входит в группу ми-
кроорганизмов, для которых отмечается неуклонный 
рост устойчивости к антимикробным препаратам. 
если на ранних этапах текущей пандемии возник-
новение лекарственной устойчивости было предо-
пределено спонтанными мутациями, то в настоящее 
время большая честь генов устойчивости привно-
сится в геном посредством мобильных генетических 
элементов, в частности SXT [4, 5]. в настоящее время 
SXT-элементы обнаруживаются практически у всех 
клинических штаммов и некоторых штаммов, изоли-

рованных из объектов окружающей среды, и характе-
ризуются вариабельным генным составом [6]. 

выявление в кратчайшие сроки этиологическо-
го агента болезни и спектра его резистентности к 
антибактериальным препаратам определяет тактику 
лечения и способствует благоприятному исходу бо-
лезни. следует сказать, что, несмотря на наличие на 
отечественном рынке тест-систем для идентифика-
ции V. cholerae, в их составе отсутствуют компонен-
ты, позволяющие установить профиль антибиотико-
резистентности. 

цель работы заключалась в конструировании и 
опытно-экспериментальных исследованиях набора 
реагентов для выявления спектра генов, детермини-
рующих резистентность к антибактериальным пре-
паратам у штаммов V. cholerae. 

материалы и методы

в работу взято 15 штаммов V. cholerae, выде-
ленных на территории сибири и дальнего востока, 
10 из которых выделены от людей и объектов окру-
жающей среды во время эпидосложнений по холере, 
штамм V. cholerae и-1299 выделен от вибриононоси-
теля. помимо этого использованы штаммы предста-
вителей семейств Vibrionaceae и Enterobacteriacea, 
возбудители острых кишечных инфекций: Vibrio 
parahaemolyticus, Vibrio alginoliticus, Esherichia coli, 
Shigella dysenteriae, Salmonella tiphimurium. Штаммы 
культивировали на щелочном агаре при температу-
ре 37 °с. характеристика штаммов представлена в 
табл. 1.

Определение чувствительности штаммов к 
антимикробным препаратам. чувствительность 
культур к антимикробным препаратам определяли 
диско-диффузионным методом. Штаммы культи-
вировали на агаре мюллера – хинтона, исполь-
зовали диски, пропитанные антибиотиками, про-
изведенные ницФ (санкт-петербург, россия). 
учет результатов проводили путем измерения зон 
задержки роста, согласно мук 4.2.2495-09 для 
штаммов р. Vibrio и мук 4.2.1890-04 для штаммов 
сем. Enterobacteriacea. 

Полногеномное секвенирование и поиск де-
терминант антибиотикорезистентности в ге-
номах. выделение днк проводили набором Quigen 
(германия), подготовку геномных библиотек осу-
ществляли с помощью набора Nextera XT (Illumina, 
CШа), полногеномное секвенирование проведено на 
приборе Illumina MiSeq. первичный процессинг сы-
рых данных осуществляли программным комплек-
сом прибора, сборка de novo произведена геномным 
ассемблером SPAdes v.3.13.0 [7]. профиль устой-
чивости к антибиотикам определялся с помощью 
BLASTN-поиска против базы данных ResFinder [8]. 

Подбор праймеров и зондов и параметров 
реакции ПЦР в режиме реального времени. 
последовательности искомых генов были изолиро-
ваны из полногеномных сборок каждого штамма с 
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помощью авторских bash-скриптов. выравнивание 
последовательностей с целью поиска консерва-
тивных участков, пригодных для конструирова-
ния праймеров и зондов, проведено в программе 
MEGA X [9]. помимо ассемблированных геномов в 
элаймент включены последовательности генов ре-
зистентности к антибактериальным препаратам из 
бд ResFinder [8]. подбор праймеров и зондов про-
изводился средствами программного обеспечения 
FastPCR Professional v.6.6.35 [10]: дизайн и пер-
вичную оценку компонентов осуществляли в моду-
ле PCR Primer Design; проведение мультиплексной 
реал-тайм пцр in silico проводили в модуле in silico 
PCR; тестирование наборов праймеров на образова-
ние димерных фрагментов осуществляли в модуле 
Primers List Analysis.

Проведение ПЦР c электрофоретическим уче-
том и в режиме реального времени. днк выделяли 
набором «рибопреп» (россия) согласно инструкции 
производителя. в реакциях пцр использовали ре-
активы компании «синтол» (россия), праймеры и 
зонды, синтезированные компанией Beagle (россия). 
оптимизацию температурного режима для повыше-
ния специфичности реакции проводили путем по-
становки реакции с электрофоретическим учетом 
результатов на приборе BioRad с1000. подбор пара-
метров реакции и оптимизация реакционных смесей 
проведены на приборе Rotor-Gene Q 5plex (Qiagen 
Inc., GMBH, германия). учет результатов прово-
дили по каналам для красителей FAM, R6G, ROX, 
Cy5. в первую позицию ротора помещали пробирку 
отрицательного контроля, не содержащую днк ни 

Таблица 1 / Table 1

характеристика штаммов, взятых в исследование
Characteristics of the strains taken in the study

Штамм
Strain

серогруппа
Serogroup

серовариант
Serovariant

профиль генов патогенности
Pathogenicity gene profile

место, год и объект выделения штамма
Site, year and origin of the strain

V. cholerae и-1263 о1 огава
Ogawa cxtA+tcpA+ иркутск, 1997 г., человек

Irkutsk, 1997, human

V. cholerae и-1300 о1 огава
Ogawa cxtA+tcpA+ Южно-сахалинск, 1999 г., человек

Yuzhno-Sakhalinsk, 1999, human

V. cholerae и-1334 о1 огава
Ogawa cxtA+tcpA+ владивосток, 1999 г., человек

Vladivostok, 1999, human

V. cholerae и-1181 о1 огава
Ogawa cxtA+tcpA+ новосибирск, 1994 г., человек

Novosibirsk, 1994, human

V. cholerae и-1316 о1 огава
Ogawa cxtA+tcpA+ Южно-сахалинск, 1999 г., вода

Yuzhno-Sakhalinsk, 1999, water

V. cholerae и-1330 о1 огава
Ogawa cxtA+tcpA+ владивосток, 1999 г., вода

Vladivostok, 1999, water

V. cholerae и-1187 о1 огава
Ogawa cxtA+tcpA+ барнаул, 1994 г., человек

Barnaul, 1994, human
V. cholerae и-1183
V. cholerae и-1184
V. cholerae и-1185

о1 огава
Ogawa cxtA+tcpA+ омск, 1994 г., человек

Omsk, 1994, human

V. cholerae и-1299 о1 огава
Ogawa cxtA-tcpA- Южно-сахалинск, 1999 г., человек

Yuzhno-Sakhalinsk, 1999, human

V. cholerae 1-17 о1 инаба
Inaba cxtA-tcpA- иркутск, 2017 г., вода

Irkutsk, 2017, water

V. cholerae и-1447 о1 инаба
Inaba cxtA-tcpA- иркутск, 2010 г., вода

Irkutsk, 2010, water

V. cholerae и-1467 о1 инаба
Inaba cxtA-tcpA- иркутск, 2011 г., вода

Irkutsk, 2011, water

V. cholerae 22-19 не о1/о139
non O1/O139 – cxtA-tcpA- иркутск, 2019 г., вода

Irkutsk, 2019, water

S. typhimurium 14 – – н/д
n/d

цнииэ, москва, 1976 г., н/д
CRIE Moscow, 1976, n/d

V. alginoliticus 5-14-B – – н/д
n/d

владивосток, 2014 г., человек
Vladivostok, 2014, human

V. paragemoliticus 226-12-B – – tdh+ владивосток, 2012 г., человек
Vladivostok, 2012, human

E. coli 18/51 – – н/д
n/d

н/д
n/d

Sh. dysenteriae 19 – – н/д
n/d

н/д
n/d

примечание :  н/д – нет данных. 

No te :  n/d – no data..
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одного из штаммов, для установления порога фо-
новой флуоресценции. учет результатов проводили 
пороговым методом, фиксируя значение цикла в точ-
ке пересечения кривой флуоресценции порогового 
уровня. при учете результатов устанавливали линей-
ную шкалу учета значений, порог флуоресценции – 
0,05 для красителей FAM, R6G, Cy5 и 0,1 для кра-
сителя ROX, корректировку уклона, динамический 
фон и устранение выбросов – 5 %. 

чувствительность реакции оценивали путем 
проведения реакции пцр в режиме реального вре-
мени с днк штаммов и-1187 и и-1263 с концентра-
циями клеток от 109 до 101 кое/мл. приготовление 
суспензии 109 проводили согласно 5 ед осо мут-
ности (гиск им. тарасевича, россия), далее готови-
ли серию 10-кратных разведений, точность которых 
оценивали трехкратными контрольными высевами 
на пластинки щелочного агара с подсчетом числа 
выросших колоний через 18 ч инкубации при 37 °с. 
воспроизводимость реакций проверяли трехкратной 
постановкой всех проводимых тестов.

результаты и обсуждение

Фенотипические проявления устойчивости 
и профиль антибиотикорезистентности. при 
учете антибиотикограмм определен спектр рези-

стентности к антибиотикам у штаммов, взятых в 
исследование (табл. 2). при сканировании геномов 
через бд Resfinder определен профиль резистентно-
сти для выборки исследуемых штаммов V. cholerae 
(табл. 2). все штаммы, выделенные во время эпид-
осложнений по холере, содержат в составе геномов 
набор генов резистентности. V. cholerae и-1299, а 
также четыре штамма, выделенные из воды в пери-
од эпидблагополучия по холере, не несут искомых 
генов. в отсутствие генов резистентности штаммы 
V. cholerae были чувствительны ко всем применяе-
мым препаратам. 

Определение набора мишеней для выявления 
детерминант антибиотикорезистентности и 
конструирование праймеров и зондов. для разра-
ботки мультиплексной пцр согласно литературным 
данным и результатам собственных исследований 
были выбраны наиболее распространенные в попу-
ляциях V. cholerae гены, обусловливающие устойчи-
вость к тетрациклину (tetA), стрептомицину (strA), 
флорфениколу/хлорамфениколу (floR) и тримето-
приму/сульфаметоксазолу (две формы гена дигидро-
фолатредуктазы: dfrA1 и dhfR, – последняя харак-
терна для штаммов, циркулирующих на территории 
китая), а также ген интегразы (int) – маркер наличия 
SXT-элемента в геноме. при составлении элаймен-
та обнаружена гетерогенность последовательностей 

Таблица 2 / Table 2

фенотипический и геномный профиль устойчивости к антимикробным препаратам штаммов V. cholerae, взятых в исследование
Phenotypic and genomic antimicrobial resistance profile of V. cholerae strains taken in the study

наименование и номер штамма
Strain's name and number

антимикробный препарат*
Antibiotic* генный профиль резистентности к антибиотикам  

согласно бд ResFinder
Resistance gene profile according ResFinder DBл

L
нк
NA

с
S

т
T

т/с
T/S

ц
C

V. cholerae и-1263
V. cholerae и-1187
V. cholerae и-1185

R** R R S R S int, strA, strB, catB9, floR, sul2, dfrA1

V. cholerae и-1300
V. cholerae и-1334 R S R R R S int, strA, strB, floR, catB9, sul2, tet(A), dhfR

V. cholerae и-1316 R R R R R S int, strA, strB, floR, catB9, sul2, tet(A), dhfR

V. cholerae и-1181 R R R R R S int, aadA1, strA, strB, floR, catB9, sul1, sul2, tet(A), dfrA1

V. cholerae и-1183 R S R R R S int, aadA1, strA, strB, floR, catB9, sul1, sul2, tet(A), dfrA1

V. cholerae и-1184 I S R R R S int, aadA1, strA, strB, floR, catB9, sul1, sul2, tet(A), dfrA1

V. cholerae и-1330 S R R R S S int, strA, strB, catB9, sul2, tet(A)

V. cholerae и-1299
V. cholerae и-1447 S S S S S S catB9

V. cholerae и-17
V. cholerae и-1467
V. cholerae 22-19
S. typhimurium 14
V. alginoliticus 5-14-B
V. paragemoliticus 226-12-B
E. coli 18

S S S S S S –

Sh. dysenteriae 19 R S R S S S -

примечание : 
*л – левомицетин, нк – налидиксовая кислота, с – стрептомицин, т – тетрациклин, т/с – триметоприм/сульфаметоксазол, ц – циплофлокса-

цин. 
**R – резистентный, S – чувствительный, I – промежуточный.

No te :
*L – chloramphenicol, NA – nalidixic acid, S – streptomycin, T – tetracycline, T/S – trimethoprim/sulfamethoxazole, C – ciprofloxacin.
**R – resistant, S – sensitive, I – intermediate.
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гена интегразы. на основании элайментов генов-
мишеней, полученных из геномных сборок, и после-
довательностей бд Resfinder разработаны праймеры 
и зонды к указанным генам; учитывая вариабель-
ность гена интегразы, праймеры и зонд были по-
добраны на консервативный участок гена (табл. 3), 
проведен расчет температур отжига. проверка с по-
мощью компонента программы Primer dimer analysis 
показала, что разработанные праймеры не образуют 
устойчивых димеров, при проведении in silico пцр 
перекрестных реакций не происходило. 

Определение специфичности разработанного 
набора праймеров и подбор оптимальных пара-
метров реакции. тестирование синтезированных 
праймеров для оценки их специфичности методом 
пцр с детекцией в формате электрофореза с гради-
ентом температур от 50 до 60 °с показало, что при 
температуре 60 °с синтезируется только продукт 
ожидаемой длины и отсутствуют дополнительные 
полосы неспецифической амплификации. данная 
температура выбрана как оптимальная для этапа от-
жига праймеров и синтеза цепи.

для выявления детерминант антибиотикорези-
стентности в режиме реального времени вместе с 
праймерами использовали синтезированные зонды. 
прототип тест-системы на основе пцр в режиме 
реального времени включал следующие компонен-
ты в количестве на одну постановку: 2,5 мкл 10х 
пцр-буфера; 2,5 мкл 2,5 мм dNTP (дезоксинуклео-
тидтрифосфатов); 2,5 мкл 25 мм раствора MgCl2; 

0,5 мкл SynTaq днк-полимеразы (5 е/мкл); деиони-
зованная вода до 25 мкл; смесь праймеров в концен-
трации 10 пкмоль/мкл по 0,5 мкл каждого и зонды в 
концентрации 10 пкмоль/мкл по 0,2 мкл; 5 мкл образ-
ца днк в количестве 10 нг на реакцию. подобраны 
оптимальные сочетания мультиплекс-смесей для 
учета по нескольким каналам детекции одновремен-
но: пробирка 1 включает в себя компоненты для по-
иска мишеней strA, floR, int, пробирка 2 – мишеней 
tetA, dfrA, dhfR. реакцию проводили по следующей 
программе: 95 °с – 5 мин, 10 циклов без детекции 
сигнала флуоресценции (60 °с – 30 с, 95 °с – 15 с) 
и 25 циклов с детекцией сигнала флуоресценции 
(60 °с – 30 с (детекция), 95 °с – 15 с). длительность 
реакции амплификации составила 66 мин.

при тестировании прототипа тест-системы по-
лучены положительные значения сT для штаммов, 
содержащих искомые гены на основании анали-
за полногеномных последовательностей (рисунок, 
табл. 4). наличие гена и, как следствие, положитель-
ная реакция в пцр коррелировали с профилем рези-
стентности, полученным на основании учета резуль-
татов диско-диффузионного теста. специфичность 
реакции оценена по отсутствию пороговых значе-
ний флуоресценции для штаммов, в геноме кото-
рых гены резистентности не представлены. Штамм 
Sh. dysenteriae также обнаружил наличие гена srtA, 
что коррелировало с устойчивостью к стрептомици-
ну. чувствительность разработанной панели прайме-
ров и зондов составила 103–104 кое/мл.

Таблица 3 / Table 3

специфичные праймеры и зонды
Specific primers and probes

имя
Name

последовательность (5' → 3')
Sequence (5' → 3')

длина праймера, н.
Primer length, nucl.

длина ампликона, н.
Amplicon length, nucl.

температура, °C
Tm, °C

teta_f tcatcatgcaacttgtcggaca 22

201

56.3

teta_r cggcaatcattccgagcatga 21 57.6

teta_pr FAM-actcgcccaggcaatgatcaccggcc-BHQ-1 26 68.3

stra_f caatgccgtcaatcccgactt 21

231

57.5

stra_r tcggcatagcgatctgctgtt 21 58.1

stra_pr FAM-tcgaccttgggcggctcggaacagca-BHQ-1 26 68.8

dfra_f gagttatcgggaatggccctgat 23

336

58

dfra_r caccttccggctcgatgtcta 21 57.8

dfra_pr R6G-acgtgttacgaccgcatactttcggt-BHQ-1 26 62

dhfr_f tcttgaaggatgtttcgctgcat 23

287

56.8

dhfr_r tggaaattgccggctgatatgaa 23 56.6

dhfr_pr ROX-tgagctcctggtgcttgatagccgat-BHQ-2 26 62.8

int_f tggatagactctgccggtaagc 22

316

57.7

int_r cgttgtcatttagcacccgagt 22 57.3

int_pr Cy5-taacgctgccgctgggatcacagcaa-BHQ-3 26 65.9

flor_f atccaactcacgttgagcctcta 23

351

57

flor_r tcccaagaactcgccgatcaa 21 57.6

flor_pr Cy5-ccgacgcgcccactgcttgaagta-BHQ-3 24 65.3
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пцр-анализ отличается высокой точностью, 
чувствительностью, простотой постановки и высо-
кой скоростью получаемого результата, в его основе 
лежит поиск заданных генных детерминант, диф-
ференцирующих организм и/или определяющих те 
или иные его свойства. в лабораторной диагностике 
инфекционных заболеваний, как правило, пцр-тест-
системы направлены на идентификацию и типирова-
ние возбудителя, а также определение детерминант 
патогенности. разработанная система праймеров и 
зондов позволяет одновременно детектировать на-
личие SXT-элемента путем поиска гена интегразы 
(int) и определять профиль маркеров устойчиво-
сти. выявляемые в составе прототипа тест-системы 
маркеры входят в состав известных вариантов SXT 
согласно классификации м. Spagnoletti et al. [11]. 
помимо SXT-кассеты искомые маркеры могут быть 
локализованы и в составе конъюгативных плазмид и 

интегрона класса I [12], учитывая общность структу-
ры генов независимо от их локализации, они также 
могут быть выявлены ходе пцр. 

известно, что антибиотикорезистентность выяв-
ляется как у клинических, так и у водных штаммов 
V. cholerae вне зависимости от географического про-
исхождения и места выделения [5]. при этом один 
изолят может содержать до 40 различных генов, обе-
спечивающих устойчивость к 22 антибиотикам, пред-
ставляющим девять различных классов антимикроб-
ных препаратов [13]. сконструированная в работе 
система праймеров и зондов позволяет одновременно 
детектировать в геноме V. cholerae присутствие SXT-
элемента и пять маркеров устойчивости к антибиоти-
кам. искомые гены определяют устойчивость к акту-
альным в терапии препаратам: триметоприму, хлор-
амфениколу, стрептомицину и тетрациклину, входя-
щим в десятку антимикробных препаратов, к которым 

результаты обнаружения гена int в пцр в 
режиме реального времени (канал учета 
сy5): 
1 – V. cholerae и-1181; 2 – V. cholerae и-1344; 
3 – V. cholerae и-1300; 4 – V. cholerae и-1184; 
5 – V. cholerae и-1183; 6 – V. cholerae и-1185; 
7 – V. cholerae и-1263; 8 – V. cholerae и-1316; 
9 – V. cholerae и-1330; 10 – V. cholerae и-1187 

Results of int gene detection in real-time PCR 
(Cy5 detection channel): 
1 – V. cholerae и-1181; 2 – V. cholerae и-1344; 
3 – V. cholerae и-1300; 4 – V. cholerae и-1184; 
5 – V. cholerae и-1183; 6 – V. cholerae и-1185; 
7 – V. cholerae и-1263; 8 – V. cholerae и-1316; 
9 – V. cholerae и-1330; 10 – V. cholerae и-1187 

Таблица 4 / Table 4

результаты определения генного профиля антибиотикорезистентности на основании разработанного набора праймеров и зондов
The results of determining the gene profile of antibiotic resistance based on the developed set of primers and probes

Штамм
Strain

int
Cy5

strA
FAM

tetA
FAM

floR
ROX

dfrA
R6G

dhfR
ROX

генный профиль
Gene profile

V. cholerae и-1263
V. cholerae и-1187
V. cholerae и-1185

+ + – + + – int, strA, strB, floR, dfrA1

V. cholerae и-1300
V. cholerae и-1334
V. cholerae и-1316

+ + + + – + int, strA, strB, floR, tet(A), dhfR

V. cholerae и-1181
V. cholerae и-1183
V. cholerae и-1184

+ + + + + – int, strA, strB, floR, tet(A), dfrA1

V. cholerae и-1330 + + + – – + int, strA, strB, tet(A)

V. cholerae и-1299
V. cholerae и-1447
V. cholerae и-17
V. cholerae и-1467
V. cholerae 22-19
S. typhimurium 14
V. alginoliticus 5-14-B
V. paragemoliticus 226-12-B
E. coli 18

– – – – – –

Sh. dysenteriae 19 – + – – – – нет данных, предположительно наличие гена strA
no data, presumably presence of strA gene
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на сегодняшний день наиболее часто детектируется 
устойчивость [13]. ранее российскими авторами была 
разработана тест-система для одновременной детек-
ции четырех маркеров антибиотикорезистентности 
у штаммов V. cholerae: гены tetR, qnrVC, dfrA и floR, 
определяющие устойчивость к тетрациклину, фтор-
хинолонам, триметоприму и хлорамфениколу соот-
ветственно [14]. следует отметить, что разработанная 
в рамках настоящей работы тест-система способна 
выявить также детерминанты устойчивости к стреп-
томицину srtA, вторую аллель гена дегидрофолатре-
дуктазы (dhfR) и ген интегразы мобильного элемента 
SXT. подобранные олигонуклеотиды и зонды обнару-
жили высокую воспроизводимость и специфичность 
при мультиплексировании.

за устойчивость к хлорамфениколам у штам-
мов V. cholerae ответственны гены floR и catB, од-
нако присутствие последнего у штаммов, взятых в 
исследование, не обеспечивало наличие признака 
фенотипической устойчивости. в то время как при 
отсутствии гена floR у штамма, выделенного во вре-
мя вспышки холеры во владивостоке, отмечалась 
утрата устойчивости к хлорамфениколу [15].

в качестве мишеней разработанной системы 
праймеров и зондов используются два маркера гена 
дегидрофолатредуктазы (dfrA1 и dhfR), последний 
характерен для штаммов, изолируемых на террито-
рии китая [16], таким образом, помимо диагности-
ческой ценности, выявление гена dhfR позволяет 
сделать предположение о происхождении штамма. 

на примере выборки штаммов V. cholerae, вы-
деленных в разные годы в разных очагах, а также из 
объектов окружающей среды, показана корреляция 
наличия генной детерминанты с проявлениями ре-
зистентности к определенному препарату. в случае 
некоторых антибиотиков, механизм устойчивости к 
которым достигается включением нескольких био-
химических механизмов, наличие гена не всегда ве-
дет к прямому проявлению устойчивости культурой 
микроорганизмов при воздействии низких доз пре-
парата, однако предполагается, что наличие опреде-
ленного гена приводит к адаптации к действию анти-
биотика даже при изначальном проявлении чувстви-
тельности [17]. в связи с этим понимание генного 
профиля штамма становится необходимым для пред-
сказания ответной реакции возбудителя на назначае-
мый антимикробный препарат.

таким образом, учитывая специфичность, бы-
строту и простоту постановки реакции пцр и учет 
результатов в режиме реального времени, разра-
ботанная система праймеров и зондов может быть 
успешно применена для предварительной оценки 
резистентности выделенных штаммов V. cholerae к 
антимикробным препаратам.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

Статья выполнена в рамках федеральной це-
левой программы «Национальная система хими-

ческой и биологической безопасности Российской 
Федерации (2015–2020 гг.)». 
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