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Аннотация. Культивирование производственных штаммов Vibrio cholerae является одним из важнейших этапов при производстве хо-
лерной бивалентной химической вакцины. При производстве иммунобиологических препаратов необходимо использование штам-
мов-продуцентов со стабильными свойствами, сохраняющимися в ряде генераций. Целью настоящего исследования являлась оценка 
экспрессии гена ctxА с помощью молекулярно-генетических методов штамма-продуцента V. cholerae 569B. Методом ПЦР с электро-
форетическим учетом результатов было установлено присутствие в хромосоме данного штамма гена ctxА. Методом ПЦР с обратной 
транскрипцией с учетом результатов в режиме реального времени и цифровой капельной ПЦР регистрировали экспрессию данного 
гена во всех почасовых пробах культуральной жидкости. Иммунохимическими методами подтверждалось наличие холерного токси-
на в пробах, с максимальной отметкой на девятом часу, что соответствовало максимальным показателям «концентрации микробных 
клеток». Таким образом, молекулярно-генетическими методами показана стабильность производственного штамма V. cholerae 569В в 
пробах 4 независимых выращиваний.
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Abstract. Cultivation of production strains of Vibrio cholerae is one of the most important stages in the production of cholera bivalent 
chemical vaccines. In the production of immunobiological preparations, it is necessary to use producer strains with stable properties that 
persist in a number of generations. The aim of this study was to evaluate the expression of the ctxA gene using molecular genetic methods 
of the V. cholerae 569B producing strain. By PCR with electrophoretic accounting of the results, the presence of this strain of the ctxA gene 
in the chromosome was established. The expression of this gene in all hourly samples of culture fluid was recorded by the method of 
PCR with reverse transcription, taking into account the results in real time and digital drip PCR. Immunochemical methods confirmed the 
presence of cholera toxin in the samples, with a maximum mark at the ninth hour, which corresponded to the maximum indicators of the 
“concentration of microbial cells”. Thus, molecular genetic methods have shown the stability of the production strain V. cholerae 569B in 
samples of 4 independent cultivations.
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Введение 
На сегодняшний день холера является ак-

туальной инфекцией. Наличие действующих 
социальных и природных рисков, чрезвычай-
ных ситуаций различного происхождения спо-
собствует активизации и продолжительности 
эпидемий с межконтинентальными, меж- и 
внутригосударственными заносами холеры в 
регионы, свободные от инфекции, в том числе 
в Россию [1, 2]. В качестве профилактических 
мер возникновения эпидемий рекомендуется 
использование холерных вакцин [3]. 

В России вакцинация против холеры 
включена в Национальный календарь про-
филактических прививок по эпидемическим 
показаниям [4]. 

В нашей стране зарегистрирована и вы-
пускается «Вакцина холерная бивалентная 
химическая, таблетки, покрытые кишечнора-
створимой оболочкой» производства ФКУЗ Рос-
НИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора. Согласно 
Правилам надлежащей производственной прак-
тики (GMP) [5, 6] на всех этапах изготовления 
вакцины проводится постоянный контроль про-
изводственного процесса и качества продукции 
в соответствии с нормативной документацией.

Токсигенный производственный штамм 
V. cholerae 569В классического биовара серовара 
Инаба является продуцентом холерного токсина 
(ХТ), из которого в процессе формоловой деток-
сикации получают холероген-анатоксин (ХА) 
– один из компонентов холерной химической 
вакцины. Согласно нормативной документации, 
на этапе культивирования проводят контроль 
активности ХТ биологическими и иммунохими-
ческими методами. Штамм-продуцент проходит 
проверку на токсигенность, которую проводят 
методом ПЦР с электрофоретическим учетом 
результатов.

Современные молекулярно-генетические 
методы используются для диагностики ин-
фекционных агентов, в том числе холерного 
виб риона. Сотрудниками РосНИПЧИ «Микроб» 
разработаны экспериментальные тест-системы 
для идентификации штаммов V. cholerae [7–9]. 
Следует отметить работы зарубежных авторов, 
указывающих на применение молекулярно-ге-
нетических методов для выявления штаммов 
холерного вибриона [10, 11]. Применение дан-
ных методов для оценки экспрессии генов, от-
ветственных за синтез основных иммуногенов 
холерного вибриона, на этапах культивирования 
производственных штаммов-продуцентов ранее 
не рассматривалось.

Целью настоящей работы являлась оценка 
экспрессии гена ctxА штамма-продуцента Vibrio 
cholerae 569B с помощью молекулярно-генети-
ческих методов.

Материалы и методы 
Для исследования были отобраны образцы 

бульонной культуры штамма V. cholerae 569В 
на этапах подготовки посевного материала и 
почасовые пробы при культивировании в био-
реакторе. 

Определение концентрации микробных 
клеток осуществляли по отраслевому стандарт-
ному образцу (ОСО) мутности бактериальных 
взвесей.

Для выделения и очистки РНК исполь-
зовали набор «Total RNA Isolation System» 
(«Promega»). Синтез кДНК на матрице РНК ме-
тодом обратной транскрипции (ОТ) выполняли 
с использованием набора «Реверта». В реакцию 
ОТ брали 950 нг РНК (в соответствии с инструк-
цией), на основе которой получали кДНК. 

Анализ штамма-продуцента на присут-
ствие в хромосоме гена ctxA проводили с ис-
пользованием тест-системы для выявления 
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ДНК V. сholerae (ctxA+) методом полимеразной 
цепной реакции (ГенХол) (ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб»). Продукты ПЦР-амплификации 
анализировали методом электрофореза в 1–2% 
агарозном геле с добавлением 0,5 мкг/мл этидия 
бромида. Для регистрации результатов ПЦР 
использовали «GelDoc 2000» («BioRad», США).

Для проведения оценки экспрессии гена 
ctxA использовали ПЦР с обратной транскрип-
цией с учетом результатов в режиме реального 
времени (ОТ-ПЦР) и цифровую капельную ПЦР 
(цкПЦР). 

ОТ-ПЦР проводили с использованием при-
бора Rotor-Gene Q («Qiagen») по следующей 
программе: шаг 1: 95°С – 5 мин (1 цикл); шаг 2: 
95°С – 15 с, 60°С – 60 с (35 циклов), с детекцией 
флуоресцентного сигнала на канале Green во 
время стадии отжига/элонгации. Для ампли-
фикации были использованы специфические 
праймеры на гены ctxA (ctxA-F, ctxA-R) и recA 
(recA-F, recA-R), и зонд с детекцией по каналу 
FAM, расcчитанные Крицким А. А. с соавт. 
[12] Окончательную оценку уровня экспрессии 
генов осуществляли методом 2-ΔΔCt, который 
учитывает уровень экспрессии гена «домашнего 
хозяйства» recA, считающийся постоянным. 
Обработку результатов осуществляли с исполь-
зованием программного обеспечения к прибору 
Rotor-Gene Q. 

цкПЦР осуществляли с помощью системы 
для проведения монокапельной цифровой ПЦР 
QX100 («Bio-Rad») по следующей программе: 
шаг 1: 95°С – 5 мин (1 цикл); шаг 2: 95°С – 
15 с, 56°С – 60 с (35 циклов), с детекцией флуо-
ресцентного сигнала на канале Green во время 
стадии отжига/элонгации. Для амплификации 
использовали вышеуказанные праймеры.

Для проведения абсолютного количе-
ственного анализа ДНК-мишени вычисляли 
соотношение ПЦР-положительных и ПЦР-
отрицательных капель в одном микролитре 
образца с помощью программного обеспечения 
QuantaSoft.

ХТ в отобранных образцах детектировали 
иммунохимическими методами (РПИГ, дот-
иммуноанализ с золотыми наночастицами).

Результаты и их обсуждение 
Нами был проведен анализ токсигенных 

свойств производственного штамма V. cholerae 
569В на присутствие в хромосоме гена ctxА 
с помощью тест-системы для выявления 
ДНК V. сholerae (ctxA+) (ГенХол) (ФКУЗ Рос-
НИПЧИ «Микроб») методом полимеразной 
цепной реакции с электрофоретическим уче-
том результатов. Во всех исследованных об-
разцах выявлено наличие гена ctxА, размером 
564 п.н. (рис. 1).

Рис. 1. Выявление гена ctxA в хромосоме штамма V. cholerae 569В с 
использованием тест-системы ГенХол методом полимеразной цепной 
реакции: 1–3 – ДНК, выделенная из проб V.cholerae 569В с 1-й по 3-ю 
генерацию; 5–8 – ДНК, выделенная из проб V.cholerae 569В с 5-го по 

9-й час культивирования
Fig. 1. Identifi cation of the ctxA gene in the chromosome of V. cholerae strain 
569B using the GenHol test system by polymerase chain reaction: 1–3– DNA 
isolated from V. cholerae 569B samples in the 1st to 3rd generation; 5–8 – DNA 
isolated from V. cholerae 569B samples in the 5th to 9th hour of cultivation

Следующим этапом работы стала оценка экс-
прессии гена ctxА методами ОТ-ПЦР и цкПЦР.

Полученные данные показали, что в пробах, 
отобранных на 5-м и 8-м часу культивирования 
штамма V. cholerae 569В происходило увеличение 
экспрессии гена ctxA. С 6-го по 7-й и на 9-й час 
нами отмечалось незначительное снижение экс-

прессии (рис. 2). Результаты по показателю «кон-
центрация микробных клеток» свидетельствовали 
об увеличении прироста биомассы на 6–7-м часу 
выращивания, с максимумом на 9-м (рис. 3). На-
личие ХТ в пробах подтверждалось иммунохи-
мическими методами с 3-го часа при нарастании 
к 6-му и с максимальным значением к 9-му часу.

С. А. Воробьева и др. Оценка экспрессии гена ctxA штамма Vibrio cholerae 569В 
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Рис. 3. Накопления биомассы штамма-продуцента V. cholerae 569B при куль-
тивировании в биореакторе

Fig. 3. Accumulation of biomass of the V. cholerae 569B producer strain during 
cultivation in a bioreactor

Рис. 2. Результаты, полученные методом цкПЦР. Концентрации целевых молекул ДНК 
в единицах «копий/мкл». I, II, III – пробы отобранные с 1-й по 3-ю генерации при под-
готовке посевного материала; 5–9 – часовые пробы, отобранные при культивировании 

в биореакторе V. cholerae 569В
Fig. 2. Results obtained by PCR. Concentrations of target DNA molecules in units of “cop-
ies/μl”. I, II, III – samples taken from generation 1 to generation 3 during seed preparation; 

5–9 – hour samples taken during cultivation in V. cholerae 569B bioreactor

Таким образом, с помощью современных 
молекулярно-генетических методов нами уста-
новлено опережение на один-два часа экспрессии 
гена ctxA относительно прироста биомассы и 
выхода ХТ в культуральную жидкость. Следует 
отметить, что метод цкПЦР имеет ряд преиму-
ществ: возможность оценки уровня экспрессии 
гена без использования гена-стандарта; мгновен-
ный подсчет образовавшихся капель на 1 мкл об-
разца; высокая точность анализа, опирающаяся 
на положительные и отрицательные результаты 

в каждой капле, низкая чувствительность к при-
сутствию ингибиторов. Применение праймеров и 
зонда, являющихся компонентами, рассчитанны-
ми для ОТ-ПЦР, делает цкПЦР более доступной 
для использования.

Заключение 
Исследования экспрессии гена ctxA и дру-

гих маркерных для холерного вибриона генов 
с помощью молекулярно-генетических методов 
дают возможность использовать полученные 
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результаты для оптимизации условий куль-
тивирования, что позволит увеличить выход 
основных иммуногенов.

Применение ОТ-ПЦР и цкПЦР является 
перспективным для оценки экспрессии гена 
ctxB и rfb (wbe), которые могут применяться в 
качестве дополнительных маркеров при оценке 
стабильности штаммов-продуцентов.
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