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Для детекции генетически измененных вариантов V. cholerae eltor, характеризующихся наличием однонуклеотид-
ных полиморфизмов в гене ctxB, предложен метод минисеквенирования с MALDI-ToF масс-спектрометрическим 
анализом продуктов реакции с подобранными зондами, прилегающими к 115 и 203 позициям указанного ранее гена. 
При масс-спектрометрическом анализе результатов реакции минисеквенирования штаммов V. cholerae eltor, изо-
лированных при эпидемических осложнениях на территории Сибири и Дальнего Востока, выявлены масс-спектры, 
соответствующие значениям молекулярных масс зондов (ctxB115, ctxB203) и достроившихся комплементарно к 
точкам соответствующих замен (T/C) дидезоксинуклеотидов (ddTTP, ddCTP). Для исследуемых штаммов V. chol-
erae eltor, изолированных в 70-х годах XX столетия установлена элонгация обоих зондов дидезокситимидином, что 
свидетельствует о присутствии в их геноме характерной для типичных представителей V. cholerae eltor ctxB3 
аллели с тимином в 115 и 203 позициях. Для V. cholerae eltor, изолированных в 90-х годах, установлен отжиг к 
точкам замен дидезоксицитозина и наличие ctxB1 аллели с цитозином в анализируемых позициях, характерной для 
вибриона классического биовара, и обнаруживаемая в геноме одного из вариантов атипичных генетически изменен-
ных клонов V. cholerae eltor. По чувствительности и специфичности метод не уступает прямому секвенированию 
гена ctxB штаммов V. cholerae eltor и оказывается перспективным для анализа других значимых однонуклеотидных 
полиморфизмов.
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The genetically altered modifications of V.cholerae eltor are characterized by occurrence of single-nucleotide polymorphisms in 
gene ctxB. To detect these modifications the technique is proposed based on mini-sequencing with MALDI-ToF by  of products of 
reaction with selected probes adjacent to 115 and 203 positions of gene mentioned previously. The mass-spectrometry analysis of 
the results of reaction of mini-sequencing of strains of V.cholerae eltor isolated during epidemic complications at the territory of 
the Siberia and the Far East revealed mass-specters corresponding to values of  molecular masses of probes (ctxB115, ctxB203) 
and those complementary completed to points of corresponding replacements (T/C) of didesoxinucleotides (ddTTP, ddCTP). For 
analyzed strains of V.cholerae eltor isolated in the 1970s, elongation is established for both probes by didesoxinucleotide that testifies 
presence in their genome ctxB3 allele with thymine in 115 and203 positions, distinctive for typical representatives of V.cholerae eltor. 
For V.cholerae eltor, isolated in 1990s, hybridization to points of replacement of didesoxicytosine and presence of ctxB1 allele with 
cytosine at analyzed positions, distinctive to vibrio of classic biovars. This allele is detected in genome of one of modifications of 
atypical genetically altered clones of V.cholerae eltor. This technique, by its sensitivity and specificity, matches direct sequencing of 
gene ctxИ of strains of V.cholerae eltor and proves promising for analysis of other valuable single-nucleotide polymorphisms.
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Введение. Особенность современного этапа седьмой пан-
демии холеры — формирование и широкое распространение 
атипичных геновариантов возбудителя, обладающих повы-
шенным патогенным потенциалом и выступающих в каче-
стве этиологического агента холеры как в эндемичных стра-
нах [11, 16], так и на ранее свободных от холеры территори-
ях [5, 15, 18]. Высокая патогенность атипичных вариантов  
V. cholerae eltor, обусловленная способностью продуциро-
вать холерный токсин классического типа, наряду с высо-
кими адаптационными свойствами определяют значимость 
оперативного выявления генетически измененных вариантов 
V. cholerae eltor.

Один из подходов к выявлению геномных особенностей 
атипичных вариантов V. cholerae — детекция однонуклеотид-
ных полиморфизмов (snps — single nucleotide polymorfisms) 
в гене ctxB, детерминирующем биосинтез субъединицы В хо-
лерного токсина. Золотой стандарт анализа snp как в целом, 
так и для определения аллели гена ctxB — прямое опреде-
ление нуклеотидной последовательности (в модификации 
Сэнгера) исследуемой мишени с анализом замен по опреде-
ленным позициям. Недостаток метода — высокая стоимость 
расходных материалов и реактивов, обусловленная необхо-
димостью использования флуоресцентных меток, и сложная 
поэтапная процедура выполнения анализа. Другим методом 
анализа snp в гене ctxB служит предложенная m. morita и 
соавт. [14] аллель-специфическая ПЦР с использованием 
специфических праймеров, комплементарных участку гена с 
вариабельной комплементарной позицией. Предложена тест-
система для определения аллели гена ctxB в мультиплексной 
ПЦР [3].

Один из перспективных методов определения точечных 
нуклеотидных полиморфизмов — метод минисеквенирова-
ния с последующим анализом продуктов реакции в maldi-
Tof масс-спектрометрии [4, 8]. Реакция минисеквенирова-
ния основана на селективном достраивании прилегающего 
к точке замены олигонуклеотидного зонда в зависимости 
от нуклеотидного контекста подобранным набором dnTp/
ddnTp. Метод характеризуется простотой выполнения про-
цедуры, высокой производительностью и скоростью, низкой 
стоимостью расходных материалов [4, 8].

Цель исследования — выявление атипичных гено-
вариантов V. cholerae на основании maldi-Tof масс-
спектрометрической детекции однонуклеотидных полимор-
физмов в гене ctxb.

Материал и методы. Использованы препараты ДНК 
12 штаммов v. cholerae eltor, изолированных при эпиде-
мических осложнениях на территории Сибири и Дальнего 
Востока в период седьмой пандемии (Омск, 1972, 1994; 
Красноярск, Сургут, Барнаул, 1973 г.; Владивосток, Южно-
Сахалинск, 1999 г.). Контрольные штаммы двух биоваров 
V. cholerae cholerae 569b и V. cholerae eltor М-878 исполь-
зовали на начальном этапе для анализа чувствительности 
и специфичности метода минисеквенирования в выявлении 
структурных особенностей гена субъединицы В холерного 
токсина (ctxB). Все штаммы V. cholerae по результатам ПЦР 
охарактеризованы как положительные на наличие выше-
указанного гена.

Подбирали специфические нуклеотидные зонды для 

реакции минисеквенирования с использованием модулей 
contigexpress и alignx программного пакета vector nTi 9.0 
(informax inc., США) на обратную нуклеотидную последова-
тельность гена ctxB референсных штаммов v. cholerae chol-
erae 569В и v. cholerae eltor № 16961.

В реакции минисеквенирования в качестве матрицы ис-
пользовали наработанные в ПЦР продукты амплификации 
гена ctxb, очищенные экзонуклеазой i (exoi) и щелочной 
фосфатазой согласно инструкции производителя (fermentas, 
Литва). Реакцию проводили в 10 мкл реакционной смеси: 
10xreaction buffer c; 10 мМ mgcl2; 1 Ед Termipol dna poly-
merase (solis biodyne, Эстония); по 0,5 мМ ddnTp (ddTTp, 
ddcTp) (ge healthcare, Великобритания); по 10 пмоль зон-
дов ctxb115, ctxb203 и 5 мкл амплифицированных фрагмен-
тов гена ctxB. Наработка продуктов минисеквенирования 
осуществлялась по программе: стартовая денатурация 94°c 
— 60 с, 59 циклов (94°c — 20 с, 52°c — 20 с, 72°c — 10 
с), элонгация 72°c — 60 с на амплификаторе c100 (biorad, 
США). Очистку продуктов минисеквенирования проводили 
добавлением суспендированной в воде катионообменной 
смолы (НПФ «Литех», Россия) с экспозицией при комнат-
ной температуре в течение часа при периодическом переме-
шивании. После экспозиции пробы центрифугировали при 
2000 об/мин 5 мин. Полученный супернатант использовали 
для масс-спектрометрического анализа. Матрицу на основе 
3-гидроксипиколиновой кислоты предварительно наносили 
на anchorchip (600 мкм, bruker daltonics, Германия) и вы-
сушивали на воздухе, после чего на чип наносили продукты 
реакции в объеме 0,2 мкл.

Получали масс-спектры на maldi-времяпролетном 
масс-спектрометре microflex lT (bruker daltonics, Германия). 
Получение, обработку, анализ масс-спектров производили в 
программах flexcontrol 2.4 (build 38) и flexanalysis 2.4 (build 
11). По идентификации масс-спектров с ожидаемыми моле-
кулярными массами с учетом молекулярных масс дидезокси-
нуклеотидов судили о нуклеотидном контексте.

В качестве эталонного метода анализа snp в гене ctxb 
использовали прямое определение нуклеотидной последова-
тельности по Сэнгеру на приборе abi prism 3130 genetican-
alyzer (applied biosystems, США; hitachi, Япония).

Результаты и обсуждение. Реакция минисеквенирования 
применима как для генетической диагностики заболеваний 
человека [12], так и для исследования ряда микроорганизмов 
[9, 10, 13]. Для анализа однонуклеотидных замен в гене ctxb 
V. cholerae методом минисеквенирования выбрано два зна-
чимых полиморфизма в 115 и 203 позициях, идентификация 
которых позволяет дифференцировать генотип ctxb — клас-
сический или эльтор и соответственно идентифицировать из-
мененные варианты V. cholerae eltor [17].

Для проведения реакции минисеквенирования подо-
браны олигонуклеотидные зонды, прилегающие к 115 
(ctxb115 3’-gcagaataccacaacacacaaata-5’) и 203 позициям 
(ctxb203 3’-gctatcattacttttaagaatggtgcaa-5’) гена ctxB. Расчет-
ная молекулярная масса зонда ctxb115 составила 7300 Да,  
зонда ctxb203 — 8598 Да, что подтверждено масс-
спектрометрическим анализом. Достраивали зонды за счет 
использования комбинации дидезокинуклеотидов — ddcTp 
(молекулярная масса 273,2 Да) и ddTTp (молекулярная мас-
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са 288,2 Да), комплементарно присоединившихся к точке 
полиморфизма и одновременно терминировавших реакцию 
в точке отжига (рис. 1).

При апробации метода на контрольных штаммах клас-
сического и эльтор биоваров установлено, что для штамма  
V. cholerae классического биовара разница молекулярных 
масс зонда и продукта элонгации соответствовала молекуляр-
ной массе ddcTp (273,2 Да), что свидетельствует о наличии 
цитозина в 115 и 203 позициях гена ctxB; для V. cholerae eltor 
— молекулярной массе ddTTp (288,2 Да), подтверждая при-
сутствие тимина в анализируемых позициях (рис. 2). Соот-
ветственно разработанный мультиплексный вариант реакции 
минисеквенирования с масс-спектрометрической детекцией 
позволяет эффективно определить нуклеотидный контекст в 
полиморфных сайтах ctxB гена.

Детекция snp в группе исследуемых V. cholerae eltor по-

казала, что в реакции минисеквенирования в образцах, по-
лученных из изолированных в 70-е годы xx столетия при 
эпидемических осложнениях в Сибири штаммов V. cholerae 
(n = 7), происходила элонгация обоих зондов в среднем от 
287,4 до 288,4 Да, что свидетельствует о присутствии в их 
геноме ctxb3 аллели анализируемого гена (с тимином в 115 и 
203 позициях), специфичной для типичных представителей 
v. cholerae eltor (см. таблицу). У выделенных в Сибири и на 
Дальнем Востоке в 90-е годы ХХ века изолятов v. cholerae 
eltor (n = 5) выявлена аллель ctxb1 с цитозином в анализи-
руемых позициях: для зонда ctxb115 установлена элонгация 
в среднем на 273,6 Да, для ctxb203 — на 273,8 Да (см. табли-
цу). Указанная аллель гена ctxB характерна для V. cholerae 
классического биовара и обнаруживается в геноме одного 
из вариантов атипичных генетически измененных клонов  
V. cholerae eltor.

Рис. 2. Масс-спектры контрольных штаммов холерного вибриона.
а — V. cholerae cholerae 569b; б — V. cholerae eltor М-878.

Рис. 1. Схема реакции минисеквенирования с масс-спектрометрической детекцией (на примере анализа snp в 115 позиции 
гена ctxB).
Рамкой выделен зонд ctxb115; «g/a» — нуклеотидные основания, расположенные на обратной цепи ДНК референсных штаммов V. cholerae cholerae 
569b (accession number vcu25679) и V. cholerae eltor n16961 (accession number nc_002505), комплементарные исследуемым полиморфизмам.
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Результаты прямого определения нуклеотидной после-
довательности гена ctxB исследуемых штаммов в 100% слу-
чаев совпадают с данными, полученными в реакции мини-
секвенирования, что свидетельствует о высокой эффектив-
ности maldi-Tof масс-спектрометрического определения 
аллели гена субъединицы В холерного токсина.

Заключение. Показана возможность оперативной высоко-
чувствительной и специфичной детекции V. cholerae класси-
ческого и эльтор биоваров, а также генетически измененных 
вариантов V. cholerae eltor на основании maldi-Tof масс-
спектрометрического анализа однонуклеотидных полимор-
физмов в гене ctxB. Учитывая формирование в последние 
годы новых клонов V. cholerae eltor с дополнительными ну-
клеотидными заменами в структуре гена ctxB, мы считаем, 
что в перспективе целесообразно расширение спектра анали-
зируемых в реакции полиморфизмов.
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ПЕТЛЕВАЯ ИЗОТЕРМИЧЕСКАЯ АМПЛИФИКАЦИЯ ДНК: ПРИНЦИП МЕТОДА  
И ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ В МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ ХОЛЕРЫ  
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Рассмотрены особенности технологии реакции петлевой изотермической амплификации ДНК (Loop mediated isothermal 
amplification — LAMP), вопросы оптимизации реакции и перспективы ее применения в качестве быстрого высокоспе-
цифичного теста в молекулярной диагностике инфекционных болезней и мониторинге контаминации патогенами объ-
ектов окружающей среды. Анализ данных литературы об использовании LAMP в диагностике холеры свидетельствует 
о высокой диагностической ценности метода. LAMP обеспечивает возможность прямой ускоренной детекции токсин-
продуцирующих штаммов Vibrio cholerae в клинических образцах, выявление детерминант холерного вибриона в чистой 
культуре, пробах из объектов окружающей среды, пищевых продуктах. Исследователями установлено превышение 
параметров чувствительности и специфичности LAMP в сравнении с ПЦР, что позволяет рассматривать ее в качестве 
перспективного метода при экспресс-анализе клинического материала от больных с подозрением на холеру, а также 
в скрининговых исследованиях объектов окружающей среды и определяет необходимость разработки тест-систем, 
основанных на использовании данной технологии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  молекулярная диагностика; экспресс-методы; петлевая изотермическая амплификация ДНК; 
холера; Vibrio cholerae.
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The article considers characteristics of technology of reaction of loop mediated isothermal amplification of DNA (LAMP), issues 
of optimization of reaction and and perspectives of its application as a quick highly-specific test in molecular diagnostics of 
infectious diseases and monitoring of contamination of environment objects with pathogens. The analysis of publications data 
concerning application of LAMP in diagnostics of cholera testifies high diagnostic value. The LAMP supports possibility of direct 
rapid detection of toxin-producing strains of Vibrio cholerae in clinical samples. This technique also provides identification 
of determinants of cholera vibrio in pure culture, samples from environment objects and food products. The research studies 
established exceeding of parameters of sensitivity and specificity of LAMP as compared with polymerase chain reaction that 
permits considering LAMP as a perspective technique for express-analysis of clinical material from patients with suspicion on 
cholera. The LAMP technique can be also used in screening studies of environment objects. The development of test-systems based 
on application of this technology is required. 
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