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Широкое применение антибиотиков для лече-
ния опасных бактериальных инфекций приводит к 
отбору и распространению штаммов с множествен-
ной лекарственной устойчивостью. Примером этому 
явилась произошедшая в 2011 г. в Европе вспышка 
кишечной инфекции, обусловленная антибиотикоу-
стойчивой энтерогеморрагической кишечной палоч-
кой Escherichia coli О104:H4, вызвавшей инфициро-
вание нескольких тысяч человек со значительным 
количеством летальных исходов. Другим примером 
опасного штамма бактерий c множественной лекар-
ственной устойчивостью является E. coli О157:H7, 
который был впервые выявлен в 1982 г. Эшерихиоз 
О157:H7 вызывает вспышечные и спорадические 
случаи инфекции, преимущественно протекающей 
в виде геморрагического колита, который может 
осложняться гемолитическим уремическим синдро-
мом [3, 6]. В настоящее время инфекции, обуслов-
ленные E. coli О157:H7, регистрируются практиче-
ски повсеместно, а штаммы этой группы обладают 
множественной лекарственной устойчивостью к раз-
личным лекарственным препаратам.

Неоднократно выявлялись и антибиотикоустой-
чивые штаммы возбудителей особо опасных инфек-
ций, в том числе Yersinia pestis и Vibrio cholerae. В 
1995 г. на о. Мадагаскар от больного человека был 
изолирован штамм возбудителя чумы Y. pestis 17/95 
с множественной лекарственной устойчивостью к 
хлорамфениколу, канамицину, ампициллину, стреп-
томицину, спектиномицину, тетрациклину, миноци-
клину, сульфониламидам и другим антибиотикам. 
Детерминанты устойчивости к антибиотикам были 
локализованы на конъюгативной плазмиде pIP1202 
(150 т.п.н.), которая могла с высокой частотой пере-
даваться между штаммами возбудителя чумы [4]. В 
1995 г. на этой же территории был выделен и другой 
клинический штамм Y. pestis c высоким уровнем ре-
зистентности к стрептомицину, который содержал 
конъюгативную плазмиду pIP1203 (40 т.п.н.) с гена-
ми strA (801 п.н.) и strB (804 п.н.) [5]. 

В 2004 г. pIP1202-подобная плазмида (устойчи-
вость к стрептомицину, гентамицину, тетрациклину, 
хлорамфениколу, и триметоприму-сульфа мето кса-
золу) была обнаружена уже у штамма V. cholerae 
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О139 в Восточном Китае. В 2006 г. 92,16 % изоля-
тов V. cholerae О139 в Восточном Китае содержали 
эту плазмиду. В 2002–2005 гг. идентичные плазмиды 
выявлены в изолятах Salmonella enterica, Yersinia 
ruckeri и у штаммов энтеробактерий, выделенных в 
США [7]. Появление в природе устойчивых к анти-
биотикам патогенных бактерий и быстрое распро-
странение среди них генов резистентности к лекар-
ственным препаратам требуют разработки простых и 
эффективных методов их идентификации.

Ранее нами были сконструированы праймеры 
для детекции генов антибиотикоустойчивости strA, 
strB, tetA, tetR, cat, npt, которые были апробированы 
на коллекции авторских антибиотикорезистентных 
штаммов Yersinia pestis из ГКПБ при РосНИПЧИ 
«Микроб» [1]. 

Целью этой работы было конструирование 
праймеров на другие гены антибиотикоустойчиво-
сти и исследование эффективности всего комплекта 
праймеров для выявления генов резистентности к 
лекарственным препаратам у штаммов возбудите-
лей опасных инфекций Y. pestis, V. cholerae и пато-
генных E. coli. 

Материалы и методы

В работе использовано 40 штаммов Y. pestis, 49 
штаммов V. cholerae и 2 штамма E. coli. Штаммы 
культивировали на агаре или бульоне LB при 37 °С. 
ДНК штаммов выделяли стандартным методом [2] 
и анализировали в ПЦР с помощью рассчитанных 
нами праймеров на гены антибиотикоустойчивости 
(таблица). Полимеразную цепную реакцию прово-
дили по следующей программе: 1 цикл – 94 °С в те-
чение 5 мин, затем 35 циклов при 94 °С – 45 с, 56 °С 
– 1 мин, 72 °С – 45 с и завершающий цикл 72 °С в 
течение 3 мин. Определение наличия амплифициро-
ванного фрагмента осуществляли методом электро-
фореза в 1–2 % агарозном геле. 

Результаты и обсуждение

Ранее нами на последовательности генов анти-
биотикорезистентности, кодируемых плазмидой 
pIP1202 (strA, strB, tetA, tetR, catA) и транспозоном 
Tn5 (npt), представленных в базе данных NCBI 
GenBank, был сконструирован набор праймеров, эф-
фективность которых проверена на коллекции анти-
биотикоустойчивых штаммов Y. pestis из ГКПБ при 
РосНИПЧИ «Микроб» [1]. Гены устойчивости к ка-
намицину (npt) были выявлены у 4 штаммов Y. pestis, 
а к хлорамфениколу – у 2. В связи с небольшой вы-
боркой доступных нам антибиотикоустойчивых 
штаммов Y. pestis эффективность других сконструи-
рованных праймеров на гены strA, strB, tetA, tetR не 
была определена. 

В данной работе эффективность этих праймеров 
проверена на штаммах других возбудителей опасных 
бактериальных инфекций – V. cholerae и патогенной 
E. coli. Это стало возможным в связи с тем, что у раз-
личных бактерий распространены одни и те же гены 
устойчивости, передаваемые в результате горизон-
тального переноса генетической информации с по-
мощью содержащих эти гены мобильных генетиче-
ских элементов – плазмид, транспозонов. В рамках 
этого исследования нами также сконструированы 
новые праймеры на другие гены: ген устойчивости 
к ванкомицину sanA (транспозон Tn1546), ген aphA 
(устойчивость к канамицину за счет аминоглико-
зид 3’-фосфотрансферазной активности, транспо-
зон Tn903), ген pmrD (устойчивость к полимиксину, 
E. coli O104:H4). Эффективность всего комплекта 
ранее и вновь сконструированных праймеров была 
проверена на выборке штаммов Y. pestis, V. cholerae 
и патогенных E. coli.

В коллекции авторских антибиотикоустойчивых 
и природных штаммов Y. pestis различного происхо-
ждения c помощью вновь сконструированных прай-
меров гены sanA, aac3-VI, pmrD и aphA выявить не 

Последовательности использованных в работе праймеров для детекции генов антибиотикоустойчивости

Ген Праймеры Нуклеотидная последовательность 5’-3’ Размер амплификата, 
п.н. Источник

strA (pIP1202) strA-S  
strA-As

CATTCTGACTGGTTGCCTG 
ATTGCGGGACACCACATCA

387 [1]

strB (pIP1202) strB-S  
strB-As

ACCTGTTCTCATTGCGGAC  
GAAAGGCACCCATAAGCGT

105 [1]

tetA (pIP1202) tetA-S  
tetA-As

TACAGTGCCGTGCCAATCA 
TCTGCCGTTTGTCATTGCG

648 [1]

tetR (pIP1202) tetR-S  
tetR-As

ATGAGACAGGGATTGACGG  
TGACTGACCGCTGAAATCG

364 [1]

catA (pIP1202) cat-S  
cat-As

ATTCACATTCTTGCCCGCC  
ATCAGCACCTTGTCGCCTT

377 [1]

npt (Tn5) Tn5(Kan)-S 
Tn5(Kan)-As

ATTCGGCTATGACTGGGCA 
ATGTTTCGCTTGGTGGTCG

361 [1]

sanA (Тп1546) sаnA(Vank)-S 
sanA (Vank)-As

TTGCTGCTGTTGACTGTG 
ATAATGCCCGCTCACAGT

421 Данная работа

pmrD (E.coli O104:H4) pmrD (Pol)-S 
pmrD (Pol)-As

AATGCAATGGAATGGCTGG 
TTTCCCTGCCGCTTTACA

246 Данная работа

aphA (Tn903) aphA(Kan)-S 
aphA(Kan)-As

ACAGCCGGTATAAAGGGA 
TTTCGCAATCCACATCGG

333 Данная работа
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удалось, что, как и в ранее проведенном исследова-
нии, объясняется небольшим количеством имевших-
ся в нашем распоряжении антибиотикорезистентных 
штаммов Y. pestis [1]. 

Эффективность разработанного комплекта прай-
меров проверена также на 49 природных штаммах 
V. cholerae разного происхождения. Были исследо-
ваны штаммы V. cholerae неО1/неО139, изолирован-
ные в Астраханской (14 штаммов), Ростовской (5), 
Саратовской (5) областях, Республике Калмыкия (5) 
и дальнем зарубежье (15), а также штаммы О1 (3) и 
О139 (2) серогрупп из дальнего зарубежья. 

Среди 15 штаммов неО1/неО139 серогруппы из 
дальнего зарубежья (Юго-Восточная Азия) выявле-
но 4 штамма с генами устойчивости к антибиотикам: 
стрептомицину (гены strA, strB), стрептомицину и 
канамицину (strA, strB, npt, aphA), стрептомицину, 
канамицину и тетрациклину (strA, strB, npt, aphA, 
tetA, tetR), стрептомицину (strA, strB), что коррели-
ровало у этих штаммов с наличием резистентности 
к соответствующим антибиотикам. Гены strA и strB 
устойчивости к стрептомицину выявлены и у штам-
ма О1 серогруппы биовара эльтор и двух штаммов 
О139 серогруппы О139 зарубежного происхождения 
(рис. 1). 

Среди 22 штаммов V. cholerae неО1/неО139, вы-
деленных в России, генов устойчивости к антибио-
тикам с помощью сконструированного комплекта 
праймеров не выявлено, что связано с отсутствием 
их распространенности у этих циркулирующих пре-

имущественно в водной среде вибрионов. 
Генов устойчивости к ванкомицину, полимикси-

ну и гентамицину нам не удалось выявить ни у одно-
го из изученных штаммов V. cholerae. 

Комплект сконструированных праймеров был ис-
пользован и для изучения патогенного штамма E. coli 
О157:H7 и лабораторного штамма E. coli K12, широко 
применяемого в практике научно-исследовательских 
работ. Установлено наличие у штамма О157:H7 ге-
нов устойчивости к ванкомицину – sanA, полимик-
сину – pmrD в монолокусных ПЦР, и обоих генов 
одновременно – в мультилокусной ПЦР (рис. 2, а). 
В геноме штамма E. coli О157:H7 также присутство-
вали гены strA и tetR устойчивости к стрептомици-
ну и тетрациклину (рис. 2, б). У штамма E. coli K12 
все эти гены отсутствовали (рис. 2, а, б). Также были 
обнаружены гены устойчивости к канамицину: npt 
(нео мицинфосфотрансфераза) и aphA (аминоглико-
зид 3'-фосфо трансфераза).

Таким образом, нами разработан комплект прай-
меров на ряд генов антибиотикоустойчивости, эф-
фективность которого проверена на штаммах воз-
будителей опасных инфекций Y. pestis, V. chole rae и 
патогенных E. coli. Показана эффективность и уни-
версальность рассчитанных праймеров на гены strA, 
strB, tetR, tetA, pmrD, sanA, npt, cat, aphA, которые 
выявляются у штаммов разных патогенных видов 
Y. pestis, V. cholerae и E. coli. В дальнейшем предсто-
ит расширить комплект сконструированных прайме-
ров и проверить его универсальность для детекции 
генов антибиотикоустойчивости у других бактери-
альных патогенов.
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