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ПРИМЕНЕНИЕ ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ
kdr-МУТАЦИИ F1534C В ГЕНЕ ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМОГО 

НАТРИЕВОГО КАНАЛА (vgsc) Aedes aegypti И Aedes albopictus
В ПОПУЛЯЦИЯХ СЕВЕРНОГО И ЦЕНТРАЛЬНОГО ВЬЕТНАМА
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Пиретроидные инсектициды – основной инструмент контроля численности комаров-переносчи-
ков арбовирусных лихорадок Aedes aegypti и Ae. albopictus. Широкое использование инсектицидов
привело к распространению мутаций устойчивости (или kdr-мутаций) к ним в популяциях комаров.
Популяционно-генетическое изучение kdr-мутаций позволяет получить информацию об измене-
ниях генетической структуры популяций комаров в результате антропогенного воздействия и мо-
жет быть полезно для составления эпидемиологического прогноза распространенности лихорадок
Денге и Чикунгунья. Для идентификации kdr-мутаций традиционно используется мультиплексная
ПЦР в сочетании с секвенированием ПЦР-фрагментов. Нами разработан более производительный
метод для идентификации kdr-мутаций на основе анализа SNP в гене vgsc и ПЦР в реальном време-
ни. Выявлена kdr-мутация F1534C у Ae. aegypti и Ae. albopictus в провинции Хатинг. У Ae. albopictus
данная мутация на территории Вьетнама выявлена впервые.
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Комары рода Aedes являются переносчиками
арбовирусных геморрагических лихорадок чело-
века: Денге, Зика, Чикунгунья и Желтой лихорад-
ки. Особенно распространена в Юго-Восточной
Азии лихорадка Денге [1]. Вспышки лихорадки
Денге на территории Вьетнама впервые описаны
в 60-е гг. ХХ столетия [2] и с тех пор борьба с дан-
ным заболеванием остается актуальной задачей.
Основным методом борьбы с распространением
эпидемий с самого начала было выбрано подавле-
ние популяций комаров с помощью химических
инсектицидов. После запрета применения ДДТ
на территории Вьетнама в 1995 г. в основном при-
менялись инсектициды из группы пиретроидов
[3, 4]. Пиретроиды являются нейротоксинами для
насекомых, у которых они вызывают деполяриза-
цию мембран нейронов, что приводит насекомое
к гибели [5]. Устойчивость комаров к пиретроид-
ным инсектицидам объясняется несколькими
биохимическими механизмами. Уровень фер-
ментативной активности моноаминоксидазы при
участии цитохрома P450, глутатион-S-трансфе-

разы и ацетилхолинэстеразы положительно кор-
релирует с устойчивостью к пиретроидам [6–8].
Но основное влияние на уровень устойчивости
оказывают мутации в гене потенциал-чувстви-
тельного трансмебранного натриевого канала
(vgsc). Ген vgsc кодирует трансмембранный белок,
образующий ионные каналы в аксонах нейронов.
Белок состоит из четырех гомологичных субъеди-
ниц (I–IV), каждая из которых содержит шесть
гидрофобных доменов (S1–S6) [9]. Комары
Ae. aegypti и Ae. albopictus приобретают устойчи-
вость к пиретроидам благодаря единичной мута-
ции или нескольким точковым нуклеотидным за-
менам, приводящим к аминокислотным заменам
в гене vgsc. Такие мутации объединяют общим на-
званием kdr-мутации. Разные kdr-мутации и их
комбинации обеспечивают разный уровень рези-
стентности. У Ae. aegypti kdr-мутации выявлены в
положениях аминокислотной последовательно-
сти 989, 1011 и 1016 (домен S6 II субъединицы), а
также в положении 1534 (домен S6 III субъедини-
цы). У Ae. albopictus kdr-мутаций выявлено гораз-
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до меньше. Мутации найдены в положении 1534
(домен S6 III субъединицы). Все найденные на
территории Юго-Восточной Азии kdr-мутации
перечислены в табл. 1.

На территории Вьетнама устойчивые к инсек-
тицидам комары впервые найдены в Централь-
ном нагорье [32], а затем в Северном, Централь-
ном и Южном Вьетнаме [33]. С использованием
нокдаун-теста на личинках четвертого возраста
показано, что устойчивость популяций Ae. aegypti
Вьетнама увеличивается по географическому
клину с севера на юг [34]. Устойчивость комаров
Ae. aegypti Вьетнама объясняется в основном рас-
пространением kdr-мутации F1534C и в гораздо
меньшей степени мутаций V1016G, V1016I и
I1011V [10, 11]. Состояние устойчивости комаров
к инсектицидам требует постоянного монито-
ринга. Схема выявления kdr-мутаций у Ae. aegypti
и Ae. albopictus на основе секвенирования не-
скольких ПЦР-фрагментов, включающих вариа-
бельные области гена vgsc, была предложена в ра-
боте [12]. Впоследствии были предложены более
быстрые и более дешевые методы скрининга по-
пуляций комаров на конкретные kdr-мутации.
Аллель-специфичный ПЦР-тест предложен для
обнаружения мутации V1016G [35]. Для обнару-
жения мутации F1534C в перметрин-резистентной
популяции Ae. aegypti были разработаны методы на
основе зондов TaqMan и аллель-специфичный
ПЦР-тест [29]. Для обнаружения мутаций V1016G
и F1534C разработан мультиплексный ПЦР-тест
[19]. Разработка таких упрощенных методов по-
иска kdr-мутаций имеет смысл, так как число
этих мутаций в популяциях определенного регио-
на очень ограничено. Особенно это верно для
Ae. albopictus.

В настоящей работе мы разработали метод вы-
явления SNP в сайте 1534 гена vgsc на основе ПЦР
в реальном времени и применили его для характе-
ристики уровня резистентности популяций кома-

ров рода Aedes в пяти провинциях Северного и
Центрального Вьетнама. Kdr-мутация F1534C у
Ae. albopictus на территории Вьетнама выявлена
нами впервые.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сборы комаров

Характеристика сборов личинок комаров рода
Aedes приведена в табл. 2. Комаров собирали ин-
дивидуально в ходе маршрутных учетов на рас-
стоянии точек сбора не менее 10 м друг от друга
для репрезентативного представления их измен-
чивости в данной местности. Места сборов кома-
ров во Вьетнаме приведены на рис. 1.

Выделение ДНК и ПЦР

Тотальную ДНК из личинок выделяли фенол-
хлороформным методом [36]. После очистки ДНК
растворяли в деионизованной воде. Концентрацию
ДНК определяли спектрофотометрическим мето-
дом с использованием Implen NanoPhotometer
NP80. Чистоту препарата ДНК тестировали по ве-
личине отношения 260/280 нм. Концентрацию
ДНК в препаратах выравнивали до 4 нг/мкл. ПЦР
проводили в конечном объеме 25 мкл с использо-
ванием наборов для амплификации EncycloPlus
PCR Kit в соответствии с инструкцией фирмы-
производителя. Подбор праймеров проводили в
программе Primer 3 [37]. Использованные в рабо-
те праймеры приведены в табл. 3.

Условия ПЦР для амплификации фрагмента
митохондриального гена cox1 длиной 228 пн: пер-
вичная денатурация 95°С 5 мин, затем 35 циклов:
денатурация 30 с 95°С, отжиг 30 с 65°С, синтез 60 с
72°С, терминальный синтез 5 мин 72°С.

Условия ПЦР для амплификации фрагмента
гена vgsc длиной 163 пн: первичная денатурация

Таблица 1. Выявленные kdr-мутации в популяциях комаров рода Aedes на территории Юго-Восточной Азии

Страна Вид комара Мутации Источник

Вьетнам Aedes aegypti V1016I, I1011V, F1534C, V1016G  [10, 11]
Сингапур Aedes albopictus F1534C  [12]
Китай То же F1534C, F1534L, F1534S  [13–15]
Индонезия Ae. aegypti V1016G, F1534C, S989P, V1016G/S989P  [16–21]
Камбоджа То же F1534C, V1016G  [19, 22]
Малайзия » V1016G, F1534C  [23]
Мьянма » V1016G, S989P, F1534C, V1016G/S989P, V1016G/F1534C, 

V1016G/F1534C/S989P
 [19, 24]

Сингапур » F1534C, V1016G  [25–27]
Таиланд » I1011V, F1534C, S989P/V1016G,

V1016G, V1016G/F1534C/S989P
 [17, 19, 22, 26, 28–31]
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95°С 5 мин, затем 36 циклов: денатурация 30 с
95°С, отжиг 10 с 65°С, синтез 30 с 72°С, терми-
нальный синтез 5 мин 72°С. Условия ПЦР для ам-
плификации фрагментов гена vgsc длиной 748 и
413 пн, отмеченных в табл. 3, взяты из оригиналь-
ной работы [12].

Стратегия идентификации kdr-мутации F1534C
в гене vgsc Ae. albopictus и Ae. aegypti приведена на
рис. 2. С целью предотвращения паразитной ам-
плификации с последовательностей псевдогенов
vgsc, существование которых вероятно, праймер
U1534f локализован частично в интроне гена vgsc,

Таблица 2. Места сборов личинок комаров и объем проанализированных выборок

Название провинции 
Вьетнама и дата сбора

Географические
координаты места сбора

Экологическая
характеристика места сбора

Число 
проанализированных 

личинок

Хатинг, 2017 18.40 N 105.97 E Временные водоемы антропогенного 
происхождения с твердыми стенками

33

ТханьХоа, 2017 19.85 N 105.85 E То же 34
Шонла, 2016 21.29 N 103.97 E » 30
Йенбай, 2016 21.88 N 104.68 E » 30
Куаньнинь, 2016 21.07 N 106.60 E » 27

Ʃ = 154

Рис. 1. Провинции Вьетнама, где были собраны проанализированные в работе выборки личинок комаров. Й – Йен-
бай, К – Куаньнинь, Ш – Шонла,Т – ТханьХоа, Х – Хатинг. Географические координаты мест сборов приведены в
табл. 2.

Й

Ш К

Т

Х
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что исключает возможность амплификации по-
следовательностей псевдогенов. Амплификация
только одного ПЦР-продукта ожидаемого разме-
ра была проверена экспериментально на электро-
форезе.

BOLD-фрагмент митохондриального гена cox1
для определения вида комара получали с помощью
стандартных фолмеровских праймеров: LCO1490 и
HCO2198 [38]. Полученный фрагмент секвенирова-
ли и определяли вид комара, сравнивая получен-
ную последовательность с зарегистрированными в
базе данных GenBank последовательностями.

Секвенирование

Фрагменты, полученные в результате ампли-
фикации, очищали в 1.5%-ном агарозном геле.
Элюцию фрагментов из геля проводили с исполь-
зованием набора для элюции Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit (Zymo Research, США) в соот-
ветствии с инструкцией фирмы-производителя.

Нуклеотидную последовательность ПЦР-
фрагментов определяли с прямого и обратного
праймеров на приборе ABI PRISM 3500 с исполь-
зованием реагентов BigDye®Terminator v3.1 Cycle

Таблица 3. Характеристика праймеров, использованных в данной работе

Специфичность 
праймера

Длина 
ПЦР-фрагмента
с праймерами, 

пн

Праймер
Нуклеотидная

последовательность праймера: 
5'–3'

Температура 
плавления 
праймера

(Tm)

Источник

Фрагмент митохондриального гена cox1 Aedes albopictus.
Для подбора праймеров использована последовательность MF148292

cox1 228 Alb-spf CCCCTCTTTAACACTGCTGC 65°C Данная работа

Alb-spr GGTAGTCGATCAAGAGTAATACCAGC 65°C

Фрагмент ядерного гена потенциал-зависимого натриевого канала (vgsc).
Для подбора праймеров использована последовательность NW_017857054

vgsc 163 U1534f GACTCGCGGGAGGTAAGTT 65°C Данная работа

C1534r GGTGAAGAACGACCCGC 65°C

Фрагмент ядерного гена потенциал-зависимого натриевого канала (vgsc)

vgsc 748 aegSCF7 GAGAACTCGCCGATGAACTT 60°C  [12]

aegSCR7 GACGACGAAATCGAACAGGT 60°C

413 aegSCF7 GAGAACTCGCCGATGAACTT 60°C  [12]

aegSCR8 TAGCTTTCAGCGGCTTCTTC 60°C

Рис. 2. Схема расположения праймеров для мультиплексной ПЦР. Широкие стрелки обозначают экзоны гена vgsc.
Тонкими стрелками показано расположение праймеров. Отсутствие комплементарности на 3'-конце праймера C1534r
с kdr-аллелем дикого типа обозначено изгибом стрелки вниз. Последовательность кодона 1534 выделена заглавными
буквами. Тонкие линии внизу обозначают длины ПЦР-фрагментов вместе с праймерами.

aegSCF7
U1534f

5'
Интрон Интрон

F1534

TTCgggtcgttcttcacc

163 пн

748 пн

С1534r aegSCR8
aegSCR7

3'

CGcccagcaagaagtgg
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Sequencing Kit (Applied Biosystems, США) соглас-
но рекомендациям фирмы-производителя.

ПЦР в режиме реального времени

Идентификацию kdr-аллелей проводили с по-
мощью ПЦР-амплификатора ANK-32 real-time
PCR system (Syntol, Россия). При наличии тоталь-
ной ДНК хорошего качества у всех комаров выбор-
ки ПЦР на идентификацию kdr-аллелей может быть
поставлена с тотальной ДНК, растворенной в воде
до одинаковой концентрации. В случае ДНК не-
высокого качества из заспиртованных или засу-
шенных комаров необходим предварительный
этап получения ПЦР-фрагмента с праймеров
aegSCF7 и aegSCR7 длиной 748 пн, включающего
анализируемую область гена vgsc. Использование
этого ПЦР-фрагмента в качестве матрицы для
анализа SNP позволяет осуществить выравнива-
ние качества и концентрации ДНК матрицы пе-
ред проведением ПЦР на идентификацию kdr-ал-
лелей.

Тотальная ДНК комаров использовалась для
получения ПЦР-фрагмента гена vgsc длиной 748 пн,
включающего область предполагаемой мутации,
как показано на рис. 2. Полученный ПЦР-фраг-
мент элюировали из агарозного геля и концен-
трацию ДНК определяли на спектрофотометре.
Затем концентрация всех препаратов была нор-
мализована до величины 4 нг/мкл и аликвота
каждого препарата была разбавлена в 2000 раз пе-
ред проведением второй реакции ПЦР с прайме-
рами U1534f и C1534r для получения аллель-спе-
цифичного фрагмента длиной 163 пн.

ПЦР проводили в объеме 25 мкл с добавлени-
ем к стандартной ПЦР-смеси красителя SYBR
Green I (Invitrogen). Концентрация каждого из
праймеров 0.5 мкM. Первичная денатурация 95°С
5 мин, затем 36 циклов: денатурация 30 с 95°С, от-
жиг 10 с Tm = 65°С, синтез 30 с 72°С, терминаль-
ный синтез 5 мин 72°С. Оптимальная концентра-
ция красителя SYBR Green I в реакционной смеси
для разных партий красителя может отличаться и
ее следует подбирать до опыта в серии контроль-
ных ПЦР.

Амплификации с препаратов ДНК, содержа-
щих kdr-мутацию F1534C в гомозиготном или ге-
терозиготном состоянии или только аллели дико-
го типа, различаются по величине контрольного
цикла (Ct). По этой причине для надежной иден-
тификации kdr-аллелей в популяционных выбор-
ках необходимо иметь контрольные образцы, до-
стоверно содержащие и не содержащие изучае-
мую мутацию.

Биоинформационный анализ
Анализ хроматограмм проводили с помощью

программы Chromas-Pro 13.3 (Technelysium, Ав-
стралия). Выравнивание последовательностей,
полученных в результате секвенирования, с по-
следовательностями, размещенными в базах дан-
ных, было выполнено с использованием ресурсов
NCBI (http://www.nc-bi.nlm.nih.gov).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для тестирования новых ускоренных методов

идентификации kdr-мутации F1534C в популяци-
ях Ae. aegypti и Ae. albopictus мы провели изучение
одной выборки комаров из провинции Хатинг
как классическими методами согласно [12], так и
новыми методами и провели сравнение получен-
ных результатов (табл. 4).

Из 33 личинок комаров, собранных в провин-
ции Хатинг, три определены как Ae. aegypti и 30
как Ae. albopictus на основании анализа BOLD-
фрагмента митохондриального гена cox1.

Мы предлагаем ускоренный метод определе-
ния вида комаров по наличию или отсутствию ви-
доспецифичного для Ae. albopictus ПЦР-фрагмен-
та длиной 228 пн (табл. 3). Специфический фраг-
мент можно обнаружить электрофорезом или с
помощью ПЦР в реальном времени. Ускоренный и
стандартный методы показали идентичные резуль-
таты. Доля Ae. albopictus в выборке из провинции
Хатинг составила 91%, в выборке из Тханьхоа –
100%, в выборке из Шонла – 60%. В этих провинци-
ях сборы проводили в сельскохозяйственных райо-
нах, граничащих с лесом. Сборы на территории по-
селков дали меньший процент Ae. albopictus: в вы-
борке из Куаньнинь – 48% и из Йенбай – 7%.
Мутацию kdr F1534C в выборке из провинции Ха-
тинг выявляли стандартным методом секвениро-
вания участка гена vgsc с праймера aegSCR8 по
[12]. Мутация выявлена у двух комаров из трех,
относящихся к Ae. aegypti, причем в одном из этих
случаев мутация была в гомозиготном состоянии.
Из 30 комаров, относящихся к Ae. albopictus, мута-
ция была найдена в двух случаях в гетерозиготном
состоянии. Это первый случай идентификации
kdr-мутации у Ae. albopictus на территории Вьетна-
ма. Мы предлагаем ускоренный метод выявления
данной мутации у комаров Ae. aegypti и Ae. albopic-
tus. На рис. 3 показан результат ПЦР в реальном
времени по амплификации аллель-специфично-
го фрагмента 163 пн на той же выборке. Ускорен-
ный и стандартный методы показали идентичные
результаты. Ускоренный метод не позволяет раз-
личать гомозиготное и гетерозиготное состояние
мутации. Интересно, что kdr-мутации обнаруже-
ны нами у комаров только в провинции Хатинг,
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Таблица 4. Соответствие результатов видовой идентификации комаров и идентификации kdr-мутации F1534C в
выборке комаров из провинции Хатинг с помощью традиционного и упрощенного методов

№
Шифр

личинки
комара

Идентификация вида комара

Результат 
идентификации 

мутации с помощью 
ПЦР в реальном 

времени

Результат 
идентификации 

мутации с помощью 
секвенирования

идентификация
вида по сиквенсу 
BOLD-фрагмента 

митохондриального 
гена CO1

наличие 
видоспецифичного

для Ae. albopictus
ПЦР-фрагмента 

митохондриального гена 
CO1 длиной 228 пн

замена F1534C генотип комара

1 G1 Ae. albopictus
KU738429, Китай

Да F//F

2 G2 То же Да F//F
3 G3 Ae. albopictus

KU738429, Китай
Да Есть F//C

4 G4 Ae. albopictus
KU738429, Китай

Да F//F

5 G5 Ae. aegypti
HQ688292, Вьетнам 
99.4%

Есть C//C

6 G6 Ae. albopictus
KU738429, Китай

Да F//F

7 G7 Ae. albopictus
HQ398900, Вьетнам

Да F//F

8 G8 То же Да F//F
9 G9 Ae. aegypti

HQ688292, Вьетнам 
99.4%

F//F

10 G10 Ae. albopictus
KU138047, Китай

Да F//F

11 G11 Ae. aegypti
HQ688292, Вьетнам 
99.4%

Есть F//C

12 G12 Ae. albopictus
HQ398900, Вьетнам

Да F//F

13 G13 Ae. albopictus
KU738429, Китай

Да F//F

14 G14 То же Да F//F
15 G15 » Да F//F
16 G16 » Да F//F
17 G17 » Да F//F
18 G18 » Да F//F
19 G19 Ae. albopictus

HQ398900, Вьетнам
Да F//F

20 G20 То же Да F//F
21 G21 » Да F//F
22 G22 » Да F//F
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граничащей с Лаосом (рис. 1). Это одновременно
и самая южная точка проведенных сборов. В
остальных четырех выборках комаров из Север-
ного Вьетнама kdr-мутации не обнаружены.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе предложен и тестирован

новый метод определения видов комаров Ae. al-
bopictus и Ae. aegypti на стадии личинки и метод
скрининга kdr-мутаций на основе метода ПЦР в
реальном времени. Предложенный метод геноти-
пирования kdr-мутаций быстрее и дешевле клас-
сической схемы, но в отличие от классической
схемы не позволяет различать гомозиготное и ге-
терозиготное состояние мутации. Мы впервые
выявили kdr-мутацию F1534C у Ae. albopictus на
территории Вьетнама. Ранее эти мутации были

выявлены в Китае (табл. 1). Можно сделать вывод
о незначительном распространении kdr-мутаций
у комаров Ae. albopictus и Ae. aegypti на территории
Вьетнама. Вопрос о происхождении этих мутаций
и связанный с ним вопрос о происхождении
устойчивых к инсектицидам форм комаров пока
не может быть решен. Распространение kdr-мута-
ций в популяциях комаров рода Aedes связывают с
широким применением пиретроидных инсекти-
цидов. Хотя это утверждение бесспорно, проис-
хождение комаров-носителей kdr-мутаций на
территории Вьетнама остается неизвестным. kdr-
мутации могут появляться в популяции благодаря
миграции и благодаря новым мутациям. Даль-
нейшие популяционно-генетические исследова-
ния необходимы для определения относительно-
го вклада этих процессов в формирование рези-
стентности к инсектицидам. Можно утверждать,

Примечание. Строки, соответствующие комарам, у которых выявлена мутация, выделены полужирным шрифтом. Да – обо-
значает наличие видоспецифичного для Ae. albopictus ПЦР-фрагмента митохондриального гена CO1 длиной 228 пн. Есть –
положительный результат теста ПЦР в режиме реального времени.

23 G23 » Да F//F
24 G24 Ae. albopictus

KU738429, Китай
Да F//F

25 G25 Ae. albopictus
HQ398900, Вьетнам

Да F//F

26 G26 То же Да F//F
27 G30 » Да F//F
28 G32 Ae. albopictus

KU738429, Китай
Да F//F

29 G33 Ae. albopictus
HQ398900, Вьетнам 
99.7%

Да F//F

30 G35 Ae. albopictus
HQ398900, Вьетнам

Да Есть F//C

31 G40 Ae. albopictus
HQ398900, Вьетнам

Да F//F

32 G41 То же Да F//F
33 G44 » Да F//F

№
Шифр

личинки
комара

Идентификация вида комара

Результат 
идентификации 

мутации с помощью 
ПЦР в реальном 

времени

Результат 
идентификации 

мутации с помощью 
секвенирования

идентификация
вида по сиквенсу 
BOLD-фрагмента 

митохондриального 
гена CO1

наличие 
видоспецифичного

для Ae. albopictus
ПЦР-фрагмента 

митохондриального гена 
CO1 длиной 228 пн

замена F1534C генотип комара

Таблица 4.   Окончание
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что комары рода Aedes полиморфны и могут фор-
мировать ряд локальных популяций, частично
изолированных репродуктивно, благодаря гео-
графическим, поведенческим и биохимическим
барьерам с различным уровнем устойчивости к
инсектицидам. Особый интерес представляет вы-
явление синантропных популяций комаров, наи-
более опасных с точки зрения распространения
геморрагических лихорадок. Мутантные формы
Ae. albopictus Вьетнама и Китая могут иметь общее
происхождение, возможно и независимое воз-
никновение kdr-мутаций в разных популяциях
Ae. albopictus. Для решения этих вопросов необхо-
димы исследования популяционной структуры
вида. Выявленные kdr-мутации имеют низкую
частоту, следовательно популяции Ae. albopictus
Вьетнама в настоящее время чувствительны к пи-
ретроидным инсектицидам. Выводы о чувстви-
тельности или резистентности популяций кома-
ров, сделанные на основе генетических данных,
имеют важные преимущества по сравнению с вы-
водами, которые можно сделать на основе физио-
логических тестов на устойчивость, принятых в
настоящее время Всемирной Организацией Здра-
воохранения (ВОЗ) [39]. Преимущества связаны с
тем, что распространение kdr-мутаций может быть

связано только с давлением отбора на резистент-
ность к инсектицидам или отбора, приводящего к
изменению генетической структуры популяции, то-
гда как суммарная резистентность комаров к инсек-
тицидам может колебаться от случайных физиоло-
гических причин в широких пределах. Генетиче-
ский мониторинг частот kdr-мутаций – несомненно
лучший из тестов, позволяющих оценить результаты
мероприятий по контролю численности комаров.

Применение инсектицидов и профилактиче-
ские мероприятия, направленные на устранение
мест развития личинок комаров, являются основ-
ными методами контроля численности комаров
рода Aedes. Теоретически возможны и другие под-
ходы. Наиболее обещающее направление связано
с контролем над микрофлорой комаров. Экспе-
риментальная инфекция комаров внутриклеточ-
ной бактерией Wolbachia, которая в настоящее
время отсутствует в природных популяциях
Ae. aegypti [40], может блокировать способность
комаров к передаче вируса, хотя первые опыты в
этом направлении пока не привели к существен-
ным результатам [41, 42].

Работа выполнена в рамках государственного
задания (№ 0112-2019-0002) по теме “Изучение
изменчивости автономных генетических элемен-

Рис. 3. Результат ПЦР в реальном времени с праймерами U1534f и C1534r на выборке комаров из провинции Хатинг.
Каждая кривая роста флуоресценции соответствует одному препарату ДНК комара. Указаны шифры комаров, давших
положительный сигнал. Перечень всех проанализированных комаров выборки из провинции Хатинг дан в табл. 4.
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тов насекомых и разработка маркеров нестабиль-
ности генома” (АААА-А16-116111610180-3).

Авторы работы внесли равный вклад в иссле-
дование.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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qPCR Identification of the kdr Allele F1534C in Voltage-Gated Sodium Channel Gene 
(vgsc) of the Major Mosquito Vectors, Aedes aegypti and Aedes albopictus

in the North and Central Viet Nam
T. X. Vub, B. V. Andrianova, *, D. C. Vuc, and I. I. Goryachevaa

aVavilov Institute of General Genetics Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
bMoscow Region State University, Moscow, 141014 Russia

cNational Institute of Malariology Parasitology and Entomology, Ha Noi, Viet Nam
*e-mail: andrianovb@mail.ru

Pyrethroid insecticides are currently the main tool for controlling major mosquito vectors of hemorrhagic fe-
vers – Aedes aegypti and Aedes albopictus. The widespread use of insecticides has led to the spread of insecti-
cide resistance mutations (or kdr-mutations) in mosquito populations. A population genetic study of kdr-mu-
tations provides information on changes in the genetic structure of mosquito populations as a result of an-
thropogenic impact and may be useful for making epidemiological prediction for the prevalence of Dengue
and Chikungunya fevers. Multiplex PCR is traditionally used to identify kdr-mutations in combination with
sequencing of PCR fragments. We have developed a more productive method for identifying kdr-mutations
based on the SNP polymorphism analysis in the vgsc gene and qPCR. We identified the kdr-mutation
F1534C in Aedes aegypti and Aedes albopictus from the Ha Tinh province of Viet Nam. In Aedes albopictus
populations from Viet Nam, this mutation was identified for the first time.

Keywords: Dengue Fever, Aedes aegypti, Aedes albopictus, pyrethroids, insecticide resistance, kdr-mutations,
SNP.
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