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C ПОВЫШЕННЫМ ПАТОГЕННЫМ И ЭПИДЕМИЧЕСКИМ 
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Разработан способ идентификации современных генетических вариантов Vibrio cholerae Эль Тор c
повышенным патогенным и эпидемическим потенциалом, предусматривающий проведение одно-
стадийной мультиплексной ПЦР в двух реакционных смесях. Состав смесей включал наборы прай-
меров к фрагментам ключевых генов вирулентности: ctxA, ctxB7, tcpACIRS101 ‒ в первой и к фрагмен-
там дополнительного гена вирулентности rtxA4 совместно с генами vc0502 и vc0514 из острова пан-
демичности VSP-II во второй. Принадлежность исследуемого штамма V. cholerae Эль Тор к
современному варианту возбудителя устанавливали по наличию ампликонов с мишенями ctxA,
ctxB7, tcpACIRS101, rtxA4 и vc0514. Специфичность и эффективность способа подтверждена при ана-
лизе 22 штаммов, относящихся к различным видам рода Vibrio, разным серогруппам V. cholerae и эн-
теробактериям, а также 45 токсигенных штаммов V. cholerae O1 Эль Тор, выделенных в различные
временные периоды в России и сопредельных странах. Предложенный способ может быть исполь-
зован при проведении эпидемиологических расследований и получении полной генетической ха-
рактеристики завезенных штаммов для повышения эффективности геномного эпидемиологиче-
ского надзора за холерой.
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Эпидемии и вспышки холеры, особо опасной
инфекции с диарейным синдромом, продолжают
ежегодно регистрировать во многих эндемичных
странах Юго-Восточной Азии, Африки и Цен-
тральной Америки, что создает реальные риски ее
завоза на территорию Российской Федерации.

Возбудителями семи известных пандемий холе-
ры, охвативших многие страны мира, были штам-
мы Vibrio cholerae серогруппы О1 двух разных биова-
ров: классического и Эль Тор, ‒ различающихся по
биохимическим и генетическим свойствам [1]. Те-
кущая, седьмая, пандемия холеры, начавшаяся в
1961 году и продолжающаяся до сих пор, была вы-
звана токсигенными штаммами V. cholerae O1 Эль
Тор, которые, в отличие от холерных вибрионов
классического биовара, обусловивших первые
шесть пандемий (1817‒1926 гг.), были менее ви-
рулентными, но имели более высокий уровень
выживаемости в окружающей среде [1]. Последу-
ющее глобальное распространение холеры Эль
Тор из первичного очага (Бенгальский залив) в
другие страны мира происходило тремя отдель-
ными волнами и сопровождалось значительными
генетическими изменениями возбудителя [2]. Если
первая волна (1961‒1990 гг.) была вызвана вибрио-
нами Эль Тор c типичными свойствами, то возбу-

Список сокращений: CT (cholera toxin) – холерный токсин;
CTXϕ – профаг, несущий гены CT; ctxA – ген, кодирую-
щий A-субъединицу CT; ctxB1, ctxB3, ctxB7 ‒ аллели гена
ctxB, кодирующего B-субъединицу CT; MARTX (multifunc-
tional autoprocessing repeats-in-toxin) ‒ многофункциональ-
ный цитотоксин; TCP (toxin corregulated pillus) – токсин-
корегулируемые пили; tcpACIRS101 – аллель гена tcpA, коди-
рующего основной белок TCP; rtxA4 ‒ аллель гена rtxA,
кодирующего многофункциональный цитотоксин MARTX;
vc0502 ‒ ген острова пандемичности VSP-II, кодирующий
пили IV типа; vc0514 ‒ ген острова пандемичности VSP-II,
кодирующий метилакцепторный белок хемотаксиса; VPI-1
(Vibrio pathogeniсity island) – остров патогенности, несу-
щий гены tcpA; VSP-II (Vibrio seventh pandemic island) – ост-
ров пандемичности; vc0502 ‒ ген острова пандемичности
VSP-II, кодирующий пили IV типа.
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дителем второй и третьей волн стали различные
геноварианты с измененной структурой генов ви-
рулентности [2, 3]. Основное отличие типичных
штаммов от геновариантов ‒ разные аллели гена
ctxB из оперона ctxAB, входящего в состав профага
CTXϕ и кодирующего соответственно A- и B-субъ-
единицы холерного токсина (cholera toxin, CT) –
ключевого фактора патогенности возбудителя. Ти-
пичные штаммы имели аллель ctxB3, геновариан-
ты – аллели ctxB1 или ctxB7.

Генетическим маркером первых геновариан-
тов, возникших в период второй волны пандемии
(1991–2000 гг.) и обозначенных как атипичные
штаммы, стал ген ctxB1. Появление в их геноме
гена ctxB1 стало результатом его горизонтального
переноса от классических холерных вибрионов в
типичные Эль Тор [4]. Различия между аллелями
ctxB3 и ctxB1 типичных и атипичных штаммов виб-
рионов Эль Тор заключались в том, что в позициях
115 и 203 у типичных изолятов в гене ctxB3 присут-
ствовал тимин (Т), а у атипичных в аллеле ctxB1 –
цитозин (C). Как следствие, атипичные штаммы
стали более вирулентными по сравнению с типич-
ными за счет повышения продукции CT [4, 5].

Тем не менее, генетические свойства возбуди-
теля холеры продолжали меняться и в период тре-
тьей волны (с 2001 года по настоящее время) сфор-
мировались новые варианты с иным генотипом.
Основные геномные особенности новых вари-
антов – присутствие ранее неизвестных мутаций в
генах патогенности и острова пандемичности [6, 7].
Одним из ключевых изменений стало появление в
их геноме нового аллеля гена ctxB ‒ ctxB7, несущего
точечную мутацию в гене ctxB1 ‒ С58А, которая
привела к повышению продукции CT в 4‒5 раз у
новых вариантов по сравнению с атипичными
штаммами, несущими аллель ctxB1 [8]. Другая не
менее важная мутация затронула ген tcpA, входя-
щий в состав острова патогенности VPI-1 (Vibrio
pathogeniсity island) и кодирующий основной бе-
лок токсинкорегулируемых пилей (TCP) – клю-
чевого фактора колонизации возбудителем тонкого
кишечника. В результате замены A266G появился
новый аллель гена tcpA, названный tcpACIRS101 [9], что
привело к повышению колонизирующей способ-
ности вибрионов [10]. Более того, новые варианты
отличались от атипичных штаммов мутантным ге-
ном rtxA, кодирующим многофункциональный ци-
тотоксин MARTX (multifunctional autoprocessing re-
peats-in-toxin). В их геноме присутствовал аллель
rtxA4, в нуклеотидной последовательности кото-
рого гуанин был заменен на аденин в позиции 13602
(G13602A), что привело к образованию стоп-кодо-
на и утрате продукции этого токсина [11].

Кроме того, новые варианты несли изменен-
ный остров пандемичности VSP-II (Vibrio seventh
pandemic island), связанный со способностью воз-
будителя к эпидемическому распространению. Их

VSP-II имел протяженную делецию, захватываю-
щую участок ДНК, включающий 21 ген из 30 из-
вестных (vc0489–vc0517), и был обозначен как
VSP-IIΔ(vc0495‒0512) [12].

Помимо изменений в генах патогенности и
эпидемичности возникли две точечные мутации в
генах gyrA и parC, кодирующих топоизомеразу II
(ДНК-гиразу) и топоизомеразу IV, а также в регу-
ляторном гене carR, что привело к формированию у
патогена резистентности к налидиксовой кислоте
[13] и утрате устойчивости к полимиксину B ‒ фе-
нотипическому маркеру вибрионов Эль Тор [14].

Следствием мутаций в указанных генах стало
значительное повышение патогенного и эпидеми-
ческого потенциала новых вариантов, что обусло-
вило рост числа тяжелых клинических форм холеры
и их глобальное распространение в эндемичных по
холере странах Азии и Африки за счет вытеснения
ими ранее возникших атипичных штаммов [10], а
также занос на неэндемичные территории, вклю-
чая Россию [15, 16]. Тем не менее, несмотря на до-
минирование новых вариантов, в настоящее время
в эндемичных очагах штаммы возбудителя холеры
представлены разнообразной группой, состоящей
как из ранее возникших атипичных штаммов, так и
из изолятов с новыми мутациями в эпидемически
значимых генах [17, 18]. Реальный риск заноса в
Россию холерных вибрионов с разным геноти-
пом, способных нанести различный ущерб здоро-
вью населения, указывает на необходимость раз-
работки быстрого и эффективного способа иденти-
фикации новых вариантов V. cholerae O1 Эль Тор
для получения достоверной информации о генети-
ческих свойствах выявляемых штаммов c целью
прогнозирования эпидемиологической ситуации
по холере в России.

Разработанные ранее способы позволяли иден-
тифицировать впервые возникшие атипичные
штаммы с аллелем ctxB1 [19, 20] и дифференциро-
вать их по эпидемическому потенциалу [21, 22],
однако эти приемы не могли обеспечить иденти-
фикацию новых вариантов с повышенным пато-
генным и эпидемическим потенциалом. Вместе с
тем разработка нового способа на основе мульти-
плексной ПЦР, позволяющего быстро и достовер-
но проводить идентификацию новых вариантов
возбудителя, необходима для повышения эффек-
тивности геномного эпидемиологического надзора
за холерой.

Цель работы – разработка способа идентифи-
кации новых генетических вариантов V. cholerae
О1 Эль Тор c набором мутаций в генах патогенности
и пандемичности методом мультиплексной ПЦР.
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РЫБАЛЬЧЕНКО и др.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Штаммы и среды культивирования

В работе использовали 45 штаммов V. cholerae
серогруппы O1 биовара Эль Тор, 22 штамма
V. choleraе других серогрупп (О139, О20, О4, О41,
О42) и близкородственных видов (V. mimicus,
V. anguillarum, V. parahaemolyticus), а также штаммы
энтеробактерий Escherichia coli, Salmonella enteritidis
и Shigella flexneri. Все штаммы были получены из
Государственной коллекции патогенных бакте-
рий ФКУН Российский противочумный инсти-
тут “Микроб”, где они хранились в лиофильно
высушенном состоянии. Питательной средой для
культивирования бактерий служила жидкая и
агаризованная среда Луриа Бертани (LB), содер-
жащая дрожжевой экстракт (5 г), триптон (10 г),
NaCl (10 г), рН 7.2 (Sigma-Aldrich, США).

Выделение ДНК
Для выделения ДНК клетки после 18 ч инкуба-

ции в жидкой среде LB ресуспендировали в
0.85%-ном растворе NaCl до концентрации 109 мик-
робных клеток/мл, затем разводили деионизиро-
ванной водой до концентрации 107 клеток/мл. К
суспензии добавляли мертиолят натрия (Promega,
США) до конечной концентрации 0.01% и про-
гревали при 56°С 30 мин. В микроцентрифужные
пробирки переносили 100 мкл образца, добавля-
ли лизирующий буфер на основе 6 М гуанидинизо-
тиоционата (“Helicon”, Россия) в объеме, указан-
ном в инструкции к набору для выделения ДНК, и
инкубировали 15 мин при 65°С. После выполнения
этого этапа материал считается обеззараженным.

ДНК выделяли с использованием коммерче-
ского набора ДНК-СОРБ-В (ФБУН ЦНИИЭ Ро-
спотребнадзора, Россия). Полученную ДНК сус-
пендировали в ТЕ-буфере: 10 мМ трис-HCl (Sigma-
Aldrich, США), 1 мМ ЭДТА (“Helicon”), pH 8.0 ‒ и
хранили при 4°С.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
ПЦР проводили c использованием Tag ДНК-по-

лимеразы (“Синтол”, Россия) в программируе-
мом термостате Терцик (“ДНК-технология”, Рос-
сия). Результаты анализировали с помощью элек-
трофореза в 2%-ном агарозном геле (“ДиаМ”,
Россия) с добавлением бромистого этидия (Serva,
Германия).

Секвенирование нуклеотидных 
последовательностей

Секвенирование полных геномов бактериаль-
ных штаммов проводили на приборе Ion PGM
(Thermo Fisher Scientific, США) с использовани-
ем стандартных протоколов подготовки проб и

программного обеспечения. Первичную обработ-
ку данных выполняли с помощью пакета про-
грамм Ion Torrent Suite Software версии 5.10.1.
(Thermo Fisher Scientific). Сборку полногеномных
последовательностей de novo проводили при помо-
щи программы Newbler GS Assembler версии 2.6.
(454 Life Sciences, США). Средняя глубина прочте-
ний секвенированных штаммов составила 50.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Задача первого этапа работы состояла в выборе в

геноме штаммов V. cholerae О1 Эль Тор ДНК-мише-
ней, определяющих принадлежность исследуемого
изолята к новым токсигенным генетическим вари-
антам, подборе оптимального сочетания олигонук-
леотидных праймеров и параметров ПЦР для эф-
фективной идентификации этих штаммов.

Поиск ДНК-мишеней в геноме штаммов 
V. cholerae О1 Эль Тор

Поиск ДНК-мишеней проводили путем срав-
нения секвенированных полных геномов типич-
ных и ранее возникших атипичных штаммов с ге-
номом известных новых геновариантов V. cholerae
биовара Эль Тор. В результате в качестве генети-
ческих маркеров новых вариантов возбудителя с
высоким патогенным и пандемическим потенци-
алом было выбрано 6 генов. Для выявления изме-
ненных генов патогенности были использованы
новые аллели ключевых (ctxB7, tcpACIRS101) и до-
полнительных (rtxA4) генов вирулентности, вхо-
дящих в состав профага CTXϕ, острова патоген-
ности VPI-1 и коровой области хромосомы соответ-
ственно. С целью выяснения изменений в острове
пандемичности VSP-II, определяющем эпидеми-
ческий потенциал возбудителя, были взяты два
гена: vc0502 и vc0514, ‒ использование которых
обеспечивает дифференциацию штаммов с ин-
тактным VSP-II (vc0489–vc0517) и делетирован-
ным VSP-IIΔ(vc0495‒0512), характерным для но-
вых геновариантов. Выбранный в качестве мишени
ген vc0514, локализованный в 3'-концевом регионе
VSP-II, присутствует у всех типов этого острова
пандемичности, тогда как второй ген-мишень
vc0502, расположенный в его центральной части,
отсутствует у штаммов, имеющих протяженную
делецию в VSP-II. Кроме того, для подтвержде-
ния токсигенности изучаемых штаммов был ис-
пользован ген ctxA, кодирующий токсическую
A-субъединицу CT. Основанием для выбора ука-
занного набора генов в качестве ДНК-мишеней для
идентификации токсигенных новых вариантов
возбудителя стало установленное ранее присут-
ствие в геноме только этих штаммов аллелей ге-
нов патогенности ctxB7, tcpACIRS101 и rtxA4, отсут-
ствие гена vc0502 из острова пандемичности VSP-II,
а также наличие в их хромосоме гена ctxA [15].
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Выбор генспецифичных праймеров 
для амплификации ДНК

Для детекции этих генов были использованы
известные олигонуклеотидные праймеры, описан-
ные в литературных источниках и рассчитанные на-
ми. Последовательности праймеров ctxA-F – ctxA-R,
tcpACIRS101-F2 – tcpACIRS101-Rev, rtxA4-F – rtxA4-R2,
vc0502-F – vc0502-R, vc0514-F – vc0514-R, ctxB7-F3
взяты из литературных источников [21, 23‒26].
Их выбор был обусловлен высокой специфично-
стью, доказанной на большой выборке штаммов.
Праймер ctxB7-R рассчитан нами с помощью
программного обеспечения Primer Quest Tool (In-
tegrated DNA Technologies, США) с целью опти-
мизации размера ампликона для лучшего разде-
ления продуктов амплификации в геле (табл. 1).
Для каждой пары праймеров была подобрана ми-
нимальная концентрация, при которой образо-
вывались ПЦР-продукты. Далее экспериментально
определяли оптимальное соотношение концентра-
ций праймеров для каждой реакционной смеси.
Указанные праймеры обеспечивали амплифика-
цию фрагментов, размеры которых приведены в
табл. 1. Подобное сочетание праймеров, взятых
из литературных источников и рассчитанных на-
ми, было использовано впервые.

Подбор оптимального сочетания праймеров 
и параметров мультиплексной ПЦР

Мультиплексную ПЦР проводили в один этап,
но в двух реакционных смесях. Первая смесь содер-

жала специально подобранное сочетание прайме-
ров к генам ctxA, ctxB7, tcpACIRS101, вторая – к rtxA4,
vc0502, vc0514. Далее экспериментально были по-
добраны оптимальные концентрации прайме-
ров и соотношения других компонентов для каж-
дой из двух реакционных смесей. Первая реак-
ционная смесь объемом 25 мкл, выявляющая
токсигенные штаммы с измененными ключе-
выми генами патогенности, содержала следую-
щие ингредиенты: 2.5 мкл 10× ПЦР-буфера
(рН 8.8), 1 мкл смеси dNTPs (2 мМ), 0.5 мкл MgCl2
(25 мМ), 0.25 мкл Taq-полимеразы (5 ед/мкл),
9.25 мкл деионизованной воды, 1.74 пмоль
праймеров ctxA-F и ctxA-R, 10.2 пмоль ctxB7-F3,
19.5 пмоль ctxB7-R, 7.8 пмоль tcpACIRS101-F2,
10.4 пмоль tcpACIRS101-Rev, 10 мкл исследуемой про-
бы (рекомендуемая концентрация 1‒10 нг/мкл).
Вторая реакционная смесь объемом 25 мкл,
идентифицирующая штаммы с измененными
генами, определяющими эпидемический по-
тенциал, и мутантным дополнительным геном
патогенности, включала: 2.5 мкл 10× ПЦР-буфера
(рН 8.8), 5 мкл смеси dNTPs (2 мМ), 4 мкл MgCl2
(25 мМ), 0.5 мкл Taq-полимеразы (5 ед/мкл),
4 мкл деионизованной воды, 61.3 пмоль прай-
меров rtxA4-F, 30 пмоль rtxA4-R2, 1.78 пмоль
vc0502-F, 1.56 пмоль vc0502-R, 7.9 пмоль vc0514-F,
7.6 пмоль vc0514-R, 10 мкл исследуемой пробы
(табл. 2). В анализ брали 4 токсигенных штамма
V. cholerae О1 биовара Эль Тор с известным ге-
нотипом, относящихся к разным группам ге-
нетически измененных штаммов. Это два но-

Таблица 1. Праймеры, использованные для конструирования мультиплексной ПЦР
Table 1. Primers used for construction of multiplex PCR

Мишень
Праймер

название последовательность, 
5' → 3' размер, п.н. источник

ctxA
(A-субъединица CT)

ctxA-F CGGGCAGATTCTAGACCTCCTG
564 [23]

ctxA-R CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC

ctxB7
(B-субъединица CT)

ctxB7-F3 GTTTTACTATCTTCAGCATATGCGA
300

[24]

ctxB7-R ATCGCATGAGGCGTTTTATT Эта работа

tcpACIRS101 (основная 
субъединица TCP)

tcpACIRS101-F2 CCAGCTACCGCAAACGCAGG
167 [25]

tcpACIRS101-Rev CCGACTGTAATTGCGAATGC

rtxA4
(MARTX-токсин)

rtxA4-F TACTTTAATGGTAACCGCGCT
187 [26]

rtxA4-R2 TGTGAACCACGTCTGCT

vc0502
(пили IV типа)

vc0502-F CTGTGATTCGGGCTTTATCGG
761

[21]
vc0502-R CTTGATGGAGCGGAGAAAAC

vc0514
(метилакцепторный 
белок хемотаксиса)

vc0514-F CTTGATGGAGCGGAGAAAAC
604

vc0514-R CGATGAATAGCCTGTTGAAC
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вых генетических варианта: L3226 (ctxA+ctxB7+

tcpACIRS101+rtxA4+vc0502‒vc0514+) и 3265/80
(ctxA+ctxB7+tcpACIRS101+rtxA4+vc0502‒vc0514+), ‒
изолированных соответственно в 2010 году и
2014 году, а также два других ранее возникших
варианта c иным генотипом, обозначенных
как атипичные штаммы: М1293
(ctxA+ctxB1+tcpАEltor+rtxA4‒vc0502+vc0514+) и М1429
(ctxA+ctxB1+tcpACIRS101+rtxA4+vc0502‒vc0514+), ‒ вы-
деленных соответственно в 1994 году и 2004 году.
Токсигенный штамм новых геновариантов L3226,
содержащий в геноме весь исследуемый набор из-
мененных генов патогенности и генов, определяю-
щих эпидемический потенциал (ctxB7, tcpACIRS101,
rtxA4, vc0514 при отсутствии vc0502), и токсиген-
ный атипичный штамм М1293, не имеющий гене-
тических маркеров новых геновариантов, исполь-
зовали в качестве положительных контролей. Отри-
цательным контролем служила деионизированная
вода.

Амплификацию ДНК контрольных и исследу-
емых штаммов проводили по следующей про-
грамме: предварительная денатурация при 96°С в
течение 2 мин; 5 циклов, включающих 10 с при
96°С, 10 с при 58°С, 30 с при 72°С; 5 циклов, вклю-
чающих 10 с при 96°С, 10 с при 56°С, 30 с при 72°С;
25 циклов, включающих 10 с при 96°С, 10 с при 54°С
и 30 с при 72°С; заключительная элонгация при
72°С в течение 2 мин. Постепенное понижение тем-
пературы отжига праймеров на начальных этапах
детекции выполняли с целью повышения специ-

фичности реакции. Продукты амплификации де-
тектировали электрофорезом в 2%-ном агароз-
ном геле.

Анализ амплифицированных фрагментов ДНК 
исследуемых генов в штаммах V. cholerae

Результаты ПЦР оценивали путем сравнения
полученных ампликонов с контрольными образ-
цами. Результаты идентификации приведены в
табл. 3 и на рис. 1.

При тестировании исследуемых штаммов с ис-
пользованием разработанной мультиплексной
ПЦР выявлено, что контрольный штамм нового
варианта L3226 образовывал ампликоны разме-
ром 564, 300 и 167 п.н. в реакционной смеси № 1
и 604 и 187 п.н. в смеси № 2 (рис. 1, дорожки 1, 6). Из
этого следует, что в геном этого штамма входят гены
ctxA, ctxB7, tcpACIRS101, rtxA4, vc0514, что подтвержда-
ет его принадлежность к новым вариантам c гено-
типом ctxA+ctxB7+tcpACIRS101+rtxA4+vc0502‒vc0514+.
В то же время для контрольного штамма М1293
(ctxA+ctxB1+tcpАEltor+rtxA4‒vc0502+vc0514+) в реакци-
онной смеси № 1 обнаружен лишь ампликон разме-
ром 564 п.н. (рис. 1, дорожка 2), а в смеси № 2 – ам-
пликоны размером 761 и 604 п.н. (рис. 1, дорож-
ка 7), что свидетельствует о наличии гена ctxA и
отсутствии ctxB7, tcpACIRS101, rtxA4 и делетирован-
ного VSP-IIΔ(vc0495‒0512), характерных для но-
вых вариантов. На основании этих результатов
можно говорить о принадлежность М1293 либо к

Таблица 2. Состав реакционных смесей для мультиплексной ПЦР
Table 2. Composition of reaction mixtures for multiplex PCR

Компоненты реакционной смеси Реакционная смесь № 1 Реакционная смесь № 2

10× ПЦР-буфер (рН 8.8) 2.5 мкл 2.5 мкл
Смесь dNTPs (2 мМ) 1.0 мкл 5.0 мкл
MgCl2 (25 мМ) 0.5 мкл 4.0 мкл
Taq-полимераза (5 ед/мкл) 0.25 мкл 0.5 мкл
Деионизированная вода 9.25 мкл 4.0 мкл
Праймер ctxA-F 1.74 пмоль

1.74 пмоль ‒
Праймер ctxA-R
Праймер ctxB7-F3 10.2 пмоль ‒
Праймер ctxB7-R 19.5 пмоль ‒

Праймер tcpACIRS101-F2 7.8 пмоль ‒

Праймер tcpACIRS101-Rev 10.4 пмоль ‒
Праймер rtxA4-F ‒ 61.3 пмоль
Праймер rtxA4-R2 ‒ 30.0 пмоль
Праймер vc0502-F ‒ 1.78 пмоль
Праймер vc0502-R ‒ 1.56 пмоль
Праймер vc0514-F ‒ 7.9 пмоль
Праймер vc0514-R ‒ 7.6 пмоль
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токсигенным типичным штаммам c геном ctxA и
интактным VSP-II, либо к атипичным с мутация-
ми, отличными от таковых в новых геновариантах
(табл. 3). При анализе штамма 3265/80 установле-
но образование ампликонов с праймерами к
фрагментам генов ctxA, ctxB7, tcpACIRS101 в реакци-
онной смеси № 1 и к фрагментам rtxA4 и vc0514 в
смеси № 2 (рис. 1, дорожки 4 и 9). Полное совпа-
дение полученных ампликонов с таковыми для
контрольного штамма L3226 позволило идентифи-
цировать 3265/80 как новый геновариант c генами
ctxA, ctxB7, tcpACIRS101, rtxA4, vc0514 (при отсутствии
vc0502) c делетированным VSP-IIΔ(vc0495‒0512). В

то же время у еще одного исследуемого штамма ‒
М1429 ‒ детектировали два ампликона размером
564 и 167 п.н. с праймерами к фрагментам генов
ctxA и tcpACIRS101 в реакционной смеси № 1 и два
ампликона размером 514 и 187 п.н. с праймерами
к фрагментам генов rtxA4 и vc0514 в смеси № 2
(рис. 1, дорожки 3 и 8). Отсутствие ампликона к
гену ctxB7, несмотря на их образование с прайме-
рами к фрагментам других генов-мишеней (ctxA,
tcpACIRS101, rtxA4 и vc0514), свидетельствует о при-
надлежности М1429 к типичным или атипичным
штаммам V. cholerae.

Таблица 3. Идентификация штаммов V. cholerae O1 биовара Эль Тор методом мультиплексной ПЦР
Table 3. Identification of V. cholerae O1 biovar El Tor strains by multiplex PCR

Примечание: a Положительный контроль-1 (штамм L3226); b положительный контроль-2 (штамм М1293).
Note: a Positive control 1 (strain L3226); b positive control 2 (strain M1293).

Размер ампликона, п.н.

Результат идентификации
реакционная смесь № 1 реакционная смесь № 2

ctxA ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 vc0502 vc0514

564 300 167 187 761 604

+ + + + – + Токсигенный новый геновариант (ПК1)a

+ – – – + + Токсигенный типичный/атипичный штамм (ПК2)b

+ + + + – + Токсигенный новый геновариант
– – + + – + Токсигенный типичный/атипичный штамм

Рис. 1. Электрофореграмма ампликонов исследуемых штаммов V. cholerae О1 биовара Эль Тор, полученных с помо-
щью мультиплексной ПЦР. Продукты мультиплексной ПЦР-амплификации в реакционной смеси № 1 (РС1; дорож-
ки 1‒4) и в реакционной смеси № 2 (РС2; 6‒9). V. cholerae О1 биовара Эль Тор: штамм L3226 – дорожки 1 (РС1) и 6
(РС2) – токсигенный новый генетический вариант; М1293 – 2 (РС1) и 7 (РС2) – токсигенный типичный/атипичный
штамм; V. cholerae О1 биовара Эль Тор М1429 – 3 (РС1) и 8 (РС2), – токсигенный типичный/атипичный штамм;
V. cholerae О1 биовара Эль Тор 3265/80 – 4 (РС1) и 9 (РС2) – токсигенный новый генетический вариант. Дорожка 5 ‒
отрицательный контроль (деионизированная вода).
Fig. 1 Electropherogram of amplicons of the studied strains of V. cholerae O1 biovar El Tor, obtained using multiplex PCR. Mul-
tiplex PCR amplification of mixture #1 (RM1; lanes 1–4) and mixture #2 (RM2; 6–9). V. cholerae O1 biovar El Tor: strain L3226 –
lanes 1 (RM1) and 6 (RM2) – toxigenic new genetic variant; M1293 – 2 (РС1) and 7 (RM2) – toxigenic typical/atypical strain;
M1429 – 3 (RM1) and 8 (RM2), – toxigenic typical/atypical strain; 3265/80 – 4 (RM1) and 9 (RM2) – toxigenic new genetic
variant. Lane 5, negative control (deionized water).
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Для подтверждения результатов идентифика-
ции новых вариантов V. cholerae методом ПЦР
был проведен анализ нуклеотидной последователь-
ности секвенированных генов ctxB, tcpA и rtxA, ко-
дирующих ключевые и дополнительные факторы
патогенности, в геномах контрольных (L3226 и
М1293) и исследуемых (3265/80 и М1429) штам-
мов. Результаты секвенирования полностью сов-
пали с данными ПЦР-анализа (рис. 2).

Так, у исследуемого штамма 3265/80, отнесен-
ного по данным ПЦР к новым вариантам, в нук-
леотидной последовательности гена ctxB действи-
тельно имелись три точечные мутации (однонук-
леотидные замены в позициях 58, 115 и 203),
характерные для аллеля ctxB7, являющегося гене-
тической меткой именно этих вариантов (рис. 2).

Таким образом, разработанный способ иден-
тификации новых генетических вариантов V. cho-
lerae Эль Тор предусматривал выделение хромо-
сомной ДНК исследуемого штамма, проведение
одностадийной мультиплексной ПЦР в двух ре-
акционных смесях: № 1 содержала специально
подобранное сочетание праймеров к генам ctxA,
ctxB7, tcpACIRS101, а № 2 ‒ к генам rtxA4, vc0502,
vc0514, ‒ c последовательным понижением тем-
пературы отжига праймеров c 58 до 54°С в интер-
вале 2°С каждые 5 циклов амплификации (при
общем числе циклов 35) и последующим анали-
зом полученных амплифицированных участков
ДНК электрофорезом в агарозном геле.

Оценка специфичности и эффективности 
разработанного способа

Специфичность разработанной ПЦР оценива-
ли с использованием 12 штаммов близкородствен-
ных видов рода Vibrio: V. mimicus, V. anguillarum,
V. parahaemolyticus, ‒ а также энтеробактерий:
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri.
Кроме того, проанализировали ДНК 10 штаммов
V. cholerae O139 и не-O1/не-O139 серогрупп и полу-
чили отрицательные результаты. На основании это-
го было сделано заключение о 100%-ной специ-
фичности разработанной мультиплексной ПЦР.

Для оценки эффективности разработанного
способа идентификации новых вариантов возбуди-
теля холеры с помощью мультиплексной ПЦР было
исследовано 45 токсигенных штаммов V. cholerae О1
биовара Эль Тор, выделенных в разных регионах
России и в сопредельных странах от больных и из
внешней среды в период 1970‒2023 гг. Структура
генома этих штаммов была изучена нами ранее
методами монолокусной ПЦР и секвенирования.
В результате установлено, что исследованные
штаммы образовали две группы. В первую входи-
ло 24 типичных или атипичных штаммов, выде-
ленных во время эпидемических вспышек холеры
в Российской Федерации в 1970–2010 гг. Вторая
группа была представлена 21 штаммом новых ва-
риантов, изолированных в России и сопредель-
ных странах в 2010, 2011, 2014 и 2023 гг. (табл. 4).

Рис. 2. Фрагменты нуклеотидной последовательности генов ctxB (а), tcpA (b), rtxA (c) токсигенных атипичных штаммов
(М1293, 1429) и новых вариантов (L3226, 3265/80) V. cholerae О1 биовара Эль Тор.
Fig. 2 Fragments of the nucleotide sequence of ctxB (a), tcpA (b), rtxA (c) genes of toxigenic atypical (M1293, 1429) and new variants
(L3226, 3265/80) of V. cholerae O1 biovar El Tor.
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Эти результаты полностью совпадали с данны-
ми монолокусной ПЦР и сиквенса геномов этих
штаммов, из чего можно сделать вывод о высокой
эффективности разработанного способа иденти-
фикации новых геновариантов V. cholerae Эль
Тор. На это изобретение в 2024 году был получен
патент [27].

Таким образом, в результате проведенных экс-
периментов впервые разработан способ иденти-
фикации новых генетических вариантов V. chole-
rae Эль Тор c набором мутаций в генах вирулентно-
сти и острова пандемичности VSP-II, имеющих вы-
сокий патогенный и эпидемический потенциал.
Использование разработанного протокола муль-
типлексной ПЦР позволяет с высокой специфич-
ностью эффективно идентифицировать токси-
генные штаммы новых геновариантов V. cholerae O1
биовара Эль Тор в чистой культуре по последо-
вательности фрагментов 6 генов патогенности
и эпидемичности. Это означает, что разрабо-
танный способ может быть использован при прове-
дении геномного эпидемиологического монито-
ринга за возбудителем холеры для выявления его
новых вариантов, завезенных на территорию Рос-
сийской Федерации, а также при паспортизации
штаммов Vibrio cholerae, хранящихся в Государ-
ственных коллекциях патогенных бактерий.
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Identification of Genetic Variants of Vibrio cholerae El Tor 
with Increased Pathogenic and Epidemic Potential Using Multiplex PCR
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aFederal State Scientific Institution “Research Russian Anti-Plague Institute “Microbe” 
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Abstract—A method for identification of modern genetic variants of Vibrio cholerae El Tor with increased
pathogenic and epidemic potential has been developed. The method was based on single-stage multiplex
PCR in two reaction mixtures. The composition of the mixtures included sets of primers to fragments of key
virulence genes, ctxA, ctxB7 and tcpACIRS101, in the first mixture and to fragments of the additional virulence
gene rtxA4 together with the genes vc0502 and vc0514 from the pandemic island VSP-II in the second one.
Belonging of the tested V. cholerae El Tor strain to the modern variant of the pathogen was established by the
presence of amplicons with ctxA, ctxB7, tcpACIRS101, rtxA4 and vc0514 targets. The specificity and efficiency
of the method were confirmed by the analyzing 22 strains belonging to various species of the genus Vibrio,
different serogroups of V. cholerae and Enterobacteriaceae, as well as 45 toxigenic strains of V. cholerae O1
El Tor, isolated in different time periods in Russia and neighboring countries. The proposed method can be
used in epidemiological investigations and obtaining a complete genetic characterization of imported strains
to improve the efficiency of genomic epidemiological surveillance of cholera.

Keywords: Vibrio cholerae, genovariants, pathogenicity genes, epidemic potential, genetic markers, identifi-
cation, multiplex PCR
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