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Холера – особо опасное инфекционное забо-
левание с диарейным синдромом, возбудителем ко-
торого являются токсигенные штаммы Vibrio cholerae. 
Несмотря на то, что существуют более 200 различных 
серогрупп холерных вибрионов, эпидемии и панде-
мии холеры способны вызывать только токсигенные 
штаммы V. cholerae О1 серогруппы классического 
и эльтор биоваров, а также V.cholerae О139 серо-
группы. Холерные вибрионы классического биовара 
считаются возбудителями первых шести пандемий 
азиатской холеры (1817–1923 гг.). Возбудителем 7-й 
пандемии холеры, начавшейся в 1961 г. и продол-
жающейся до сих пор, являются штаммы V. choler-
ae биовара эльтор. Токсигенные штаммы V.cholerae 
О139 серогруппы вызывают спорадические случаи 
холеры. Холерные вибрионы классического и эльтор 
биоваров отличаются по ряду фенотипических и ге-
нетических свойств [1, 4, 11]. Одним из основных ге-
нетических отличий холерных классических и эльтор 
вибрионов является различие нуклеотидных после-
довательностей гена ctxB из оперона ctxAB, кодирую-
щего биосинтез холерного токсина (ХТ). Разная ну-
клеотидная последовательность генов ctxB классиче-
ского и эльтор вибрионов определяет неодинаковую 
аминокислотную последовательность В-субъединиц 
их токсинов, вследствие чего различают ХТ клас-
сического (или 1-го) типа, продуцируемый класси-

ческими вибрионами, и ХТ эльтор (или 2-го) типа, 
характерный для вибрионов эльтор [15]. 

Несмотря на широкое распространение типич-
ного возбудителя 7-й пандемии холеры на ее первом 
этапе (1960–1990 гг.), в последние годы в процессе 
эволюции возникли и заняли доминирующее положе-
ние новые варианты V. cholerae биовара эльтор с по-
вышенной вирулентностью, получившие обозначение 
генетически измененных вариантов. Геном типичных 
токсигенных штаммов эльтор вибрионов содержит 
ген ctxBEltor, тогда как у измененных вариантов при-
сутствует ген ctxBClass [5, 8, 13]. Продукция изменен-
ными вариантами V. cholerae О1 биовара эльтор ХТ 
классического типа приводит к повышению их ви-
рулентности по сравнению с типичными штаммами. 
Именно с холерными вибрионами, относящимися по 
всем фенотипическими признакам к биовару эльтор, 
но несущими классический аллель гена ctxB, связана в 
настоящее время эпидемия холеры на Гаити [9]. 

Для генной диагностики холеры разработано 
значительное количество ПЦР тест-систем, позво-
ляющих не только выявлять токсигенные штаммы 
холерного вибриона, но и определять их серогруппу, 
биовар и эпидемическую значимость. Для детекции 
ДНК вирулентных штаммов V. cholerae на основе 
амплификации фрагмента ctxA гена, кодирующе-
го биосинтез А-субъединицы холерного токсина, 
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используется сертифицированная «ГенХол – тест-
система» (ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Саратов). 
Ростовским НИПЧИ совместно с НИИ микробиоло-
гии Минобороны России разработана тест-система 
для выявления ДНК Vibrio cholerae (ctxA+ tcpA+) ме-
тодом полимеразной цепной реакции. Для выявле-
ния холерного вибриона О1 серогруппы, определе-
ния биовара и эпидемической значимости использу-
ются мультиплексные тест-системы «Ген V. cholerae 
Мульти-ЭФ» (ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Саратов), 
«АмплиСенс V. cholerae-FRT» (ФГУН ЦНИИ эпиде-
миологии, Москва) и т.д. [2, 3, 6, 7]. Однако все из-
вестные ПЦР тест-системы предназначены для выяв-
ления типичных штаммов холерного вибриона и не 
позволяют идентифицировать измененные варианты 
с повышенной вирулентностью.

Таким образом, в связи с возникновением вы-
соковирулентных измененных вариантов V. cholerae 
биовара эльтор, продуцирующих ХТ классическо-
го типа, и опасностью их завоза на территорию 
Российской Федерации и граничащих с ней стран, 
актуальна разработка мультилокусной ПЦР тест-
системы для быстрой и достоверной идентификации 
штаммов V. cholerae О1 серогруппы, определения их 
биовара и дифференциации токсигенных штаммов 
V. cholerae О1 биовара эльтор на типичные изоляты 
и измененные варианты.

Материалы и методы

В работе использованы 49 клинических штам-
мов V. cholerae О1 и О139 серогрупп, 15 штаммов 
V. cholerae неО1/неО139 серогрупп, 4 вида энтеро-
бактерий и 9 штаммов бактерий близкородственных 
видов, полученных из Государственной коллекции 
патогенных бактерий «Микроб». Для культивирова-
ния бактерий применяли бульон и агар LB (рН 7,2), а 
также бульон AKI (рН 8,4). 

Подготовку проб осуществляли согласно 
МУ 1.3.2569-09 «Организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеиновых 
кислот при работе с материалом, содержащим ми-
кроорганизмы I–IV групп патогенности». Выделение 
ДНК проводили методом нуклеосорбции на силикагеле с 
использованием гуанидинизотиоционата.

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

Анализ и оценку результатов осуществляли 
путем сравнения полученных в ПЦР ампликонов с 
аналогичными фрагментами типичных токсигенных 
штаммов V. cholerae классического и эльтор биова-
ров методом электрофореза в агарозном геле.

Секвенирование гена ctxB проводили на приборе 
«CEQ8000» (Beckman Coulter, США). Для сравнения 
использовали нуклеотидные последовательности ге-
нов штаммов V. cholerae N16961 биовара эльтор и 
V. cholerae О395 классического биовара, представлен-
ных в GenBank. Анализ последовательностей ДНК 

осуществляли с использованием программ «Genetic 
Analysis System Software Version 9.0» и «Mega4».

Результаты и обсуждение

При конструировании мультилокусной ПЦР 
тест-системы были использованы как применяемые 
ранее праймеры, так и разработанные впервые. С 
целью определения принадлежности выявленного 
штамма V. cholerae к О1 серогруппе были выбраны 
праймеры на локус rfbO, кодирующий синтез О1 ан-
тигена [12]. Для дифференциации типичных изоля-
тов и генетически измененных вариантов V. chole rae 
биовара эльтор использовали аллельспецифичные 
праймеры на ген ctxB [14]. Как известно, ген ctxB 
входит в состав оперона ctxAB, кодирующего про-
дукцию холерного токсина, и выявление гена ctxB 
также указывает на токсигенность изучаемого штам-
ма. Дифференциацию биоваров проводили с помощью 
праймеров на ген rtxC, который определяется только в 
штаммах V. cholerae эльтор биовара [10], и на ген cas3, 
кодирующий хеликазу и присутствующий у холерных 
вибрионов классического биовара. 

В ходе работы было экспериментально установ-
лено соотношение всех компонентов реакционной 
смеси, а также подобрано сочетание праймеров, по-
зволяющее получать четкие и легко интерпретируе-
мые результаты ПЦР анализа. Для проведения ана-
лиза использовали ПЦР параллельно в двух реакци-
онных смесях. Первая смесь содержала праймеры к 
генам классических вибрионов, вторая – эльтор. В 
качестве контрольных штаммов использовали ти-
пичные токсигенные штаммы классического и эльтор 
биоваров соответственно – V. cholerae 569В (rfbO1+, 
cas3+, ctxBClass+ и rtxC–, ctxBEltor–) и V. cholerae М818 
(rfbO1+, rtxC+, ctxBEltor+ и cas3–, ctxBClass–). 

Специфичность разработанной тест-системы 
была подтверждена на основе использования штаммов 
близкородственных видов – V. mimicus, V. angu il larum, 
V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. algino li ti cus, V. al-
bensis, а также энтеробактерий – E. coli, S. ente ritidis, 
Sh. flexneri, A. hydrofilae. При проведении ПЦР тести-
рования указанных штаммов был получен отрицатель-
ный результат (отсутствие ампликонов). При анализе 
штаммов V. cholerae О139 и неО1/неО139 серогрупп 
отсутствовали фрагменты, соответствующие локусу 
rfbO1 (638 п.н.). Полученные данные подтверждают 
специфичность разработанной тест-системы в отно-
шении штаммов V. cho le rae О1 серогруппы.

Для определения эффективности сконструиро-
ванной тест-системы исследовали 47 клинических 
штаммов V. cholerae О1 серогруппы, выделенных в 
разные годы на территории России и сопредельных 
государств. Данные по определению специфичности 
и эффективности сконструированной тест-системы с 
использованием некоторых штаммов энтеробактерий 
и видов рода Vibrio приведены в таблице и на рис. 1. 
У всех исследованных штаммов присутствовал ам-
пликон размером 638 п.н., соответствующий локусу 
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rfbO1 и свидетельствующий о принадлежности этих 
штаммов к О1 серогруппе. При этом было показано, 
что 5 из этих 47 изолятов относятся к токсигенным 
штаммам классического биовара, так как у них про-
исходила амплификация фрагментов ДНК размером 
415 и 189 п.н. в первой реакционной смеси, что ука-
зывает на присутствие в их геноме соответствен-
но биовароспецифического гена cas3, а также гена 
ctxBClass, связанного с продукцией ХТ классического 
типа (рис. 1, дорожки 11–14).

У 42 штаммов V. cholerae при ПЦР-анализе на-
блюдалась иная картина. В их геноме присутство-
вал биовароспецифический ген rtxC, выявляемый 
с помощью второй реакционной смеси, поскольку 
во всех случаях формировался ампликон размером 
265 п.н. (rtxC), что указывает на их принадлежность 
к холерным вибрионам биовара эльтор. При этом 
20 штаммов относились к типичным токсигенным 
штаммам V. cholerae О1 биовара эльтор, так как для 
них было характерно наличие ампликона размером 
189 п.н во второй реакционной смеси, что указывает 
на наличие в их геноме гена ctxBEltor (рис. 1, дорожки 
9–10, 15–16). В то же время у 22 изолятов обнару-
жено присутствие в геноме гена ctxB классического 
типа (ctxBClass), о чем свидетельствует образование 
ампликона к гену ctxBClass в первой реакционной сме-
си (рис. 1, дорожки 1–8).

Для подтверждения полученных с помощью 
сконструированной мультилокусной ПЦР тест-
системы результатов был секвенирован ген ctxB не-
которых штаммов. В результате проведенного анали-
за в последовательности гена ctxB у 13 взятых для 
анализа изолятов обнаружены две нуклеотидные за-
мены тимина (Т) на цитозин (С) в положениях 115 и 
203, что указывает на присутствие в их геноме гена 
ctxB классического типа (ctxBClass), рис. 2. Данные 
секвенирования полностью подтвердили результаты, 
полученные с использованием разработанной муль-

Специфичность и эффективность сконструированной мультилокусной ПЦР-тест-системы

Вид Серогруппа  
и биовар Штамм Место выделения Год  

выделения
Реакционная смесь № 1 Реакционная смесь № 2

rfbO1 cas3 ctxBClass rfbO1 rtxC ctxBEltor

E. coli - M17 н/и н/и - - - - - -
S. enteritidis - ВОЗ н/и н/и - - - - - -
V. mimicus - ATCC 33653 Институт Пастера н/и - - - - - -
V. vulnificus - ATCC27562 Калифорнийский унив. н/и - - - - + -
V. parahaemoliticus - 745 Новороссийск н/и - - - - - -
V. albensis - 37263 Ставрополь н/и - - - - + -
V. cholerae O37 1322-69 Коллекция Саказаки н/и - - + - - -
V. cholerae O20 10332-62 Коллекция Саказаки н/и - - - - - -
V. cholerae O62 KM3 Узбекистан 1971 - - + - + -
V. cholerae O41 14520 Астрахань 1976 - + - - - -
V. cholerae O42 13030 Астрахань 1976 - - - - + -
V. cholerae O9 P-16140 Узбекистан 1990 - - + - + -
V. cholerae O139 М028 Индия 1993 - - - - + +
V. cholerae O139 55 Франция 1994 - - - - + +
V. cholerae О1 классический М8 Волгоград 1942 + + + + - -
V. cholerae О1 классический 569В Индия 1950 + + + + - -
V. cholerae О1 эльтор М295 Туркменистан 1965 + - - + + +
V. cholerae О1 эльтор М818 Саратов 1970 + - - + + +
V. cholerae О1 эльтор М1013 Башкирия 1972 + - - + + +
V. cholerae О1 эльтор Р13762 Узбекистан 1988 + - + + + -
V. cholerae О1 эльтор М 1259 Пермь 1990 + - - + + +
V. cholerae О1 эльтор Р15384 Украина 1991 + - + + + -
V. cholerae О1 эльтор М1264 Краснодар 1993 + - + + + -
V. cholerae О1 эльтор М1293 Дагестан 1994 + - + + + -
V. cholerae О1 эльтор Р17644 Ачинск 1997 + - + + + -
V. cholerae О1 эльтор М1344 Казань 2001 + - + + + -
V. cholerae О1 эльтор М1429 Башкирия 2004 + - + + + -
V. cholerae О1 эльтор М1430 Тверь 2005 + - + + + -
V. cholerae О1 эльтор Р18899 Мурманск 2006 + - + + + -

Рис. 1. Электрофореграмма типичных изолятов и измененных 
вариантов V. cholerae, полученная с использованием  
разработанной мультилокусной ПЦР тест-системы: 

Измененные варианты эльтор вибрионов: 1, 2 – V. cholerae М1266,  
3, 4 – М1293, 5, 6 -– V. cholerae М1349, 7, 8 – V. cholerae М1430;  
типичные штаммы эльтор вибрионов: 9, 10 – V. cholerae М1013,  

15, 16 – V. cholerae М818; типичные штаммы классических вибрионов:  
11, 12 – V. cholerae J89, 13, 14 – V. cholerae 569В.   

Нечетные числа – ампликоны, полученные в первой реакционной  
смеси, содержащей праймеры к генам классических вибрионов;  
четные – ампликоны, полученные во второй реакционной смеси, 

 содержащей праймеры к генам эльтор вибрионов
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тилокусной ПЦР тест-системы, указав на принадлеж-
ность выявленных 13 штаммов холерного вибриона 
биовара эльтор к измененным вариантам.

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствует о том, что исследование природных штаммов 
холерных вибрионов с помощью сконструирован-
ной мультилокусной ПЦР тест-системы позволяет 
не только идентифицировать штаммы V. cholerae О1 
серогруппы, определять их биовар и токсигенность, 
но и дифференцировать штаммы V. cholerae биовара 
эльтор на типичные изоляты и измененные вариан-
ты, несущие в геноме ген ctxB классического типа.

На созданную мультилокусную ПЦР тест-
систему подана заявка на получение патента на изо-
бретение (№ 2011109469 от 14.03.2011 г.).

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 70-Д от 25.07.2011 г. в рамках федеральной 
целевой программы «Национальная система хими-
ческой и биологической безопасности Российской 
Федерации (2009–2013 годы)». 
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Рис. 2. Фрагменты секвенированной 
последовательности гена ctxB.  
Точками отмечены одинаковые  

нуклеотиды


