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Представлены результаты идентификации штаммов холерных вибрионов и определения их патогенности методом 
изотермической петлевой амплификации (LAMP) с использованием сконструированных оригинальных праймеров. Оп-
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Введение. Холера – острое инфекционное диа-
рейное заболевание, которое вызывается бактерией 
Vibrio cholerae при попадании в организм заражённых 

пищевых продуктов или воды. Из-за высокой кон-
тагиозности и летальности относится к группе осо-
бо опасных инфекций. При отсутствии адекватного 
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лечения болезнь может в короткие сроки привести к 
обезвоживанию, появлению судорожного синдрома и 
смерти [1]. Эпидемическая ситуация в мире по забо-
леваемости холерой остается напряжённой. Ежегодно 
в мире по данным ВОЗ регистрируется до 150 тыс. 
случаев холеры более чем в 50 странах, часть из ко-
торых заканчиваются летальными исходами. Вспыш-
ки холеры по всему миру происходят и по сей день. 
Это определяет необходимость совершенствования 
клинической лабораторной диагностики холеры. Раз-
работан ряд методов эффективной детекции бактерий 
V.cholerae в пищевых продуктах и воде. По сравнению 
с культуральным микробиологическим методом об-
наружения, молекулярные методы более быстрые и 
чувствительные [2-6]. Совершенствование существу-
ющих и внедрение в лабораторную практику новых 
методов с возможностью более высокой скорости, точ-
ности, простоты использования и меньших затрат, по-
прежнему, является насущной необходимостью. Один 
из подходов – новый метод амплификации нуклеино-
вых кислот, называемый петлевой изотермической ам-
плификацией (LAMP) [7]. Технология основана на ис-
пользовании для амплификации ДНК четырёх (шести) 
олигонуклеотидных праймеров (пара наружных, пара 
внутренних, пара петлевых) и большого фрагмента Bst 
ДНК-полимеразы, обладающего сильной вытесняю-
щей активностью. Реакция протекает при постоянной 
температуре 60-650С [8]. Это даёт ряд преимуществ: 
во-первых, использование трёх пар праймеров пред-
полагает узнавание минимум шести специфических 
последовательностей, что увеличивает специфичность 
тестирования [9]; во-вторых, реакция может быть про-
ведена в изотермических условиях; в-третьих, обнару-
жение упрощается за счёт визуальной оценки невоору-
женным глазом без проведения электрофоретического 

разделения фрагментов. Метод LAMP быстрее, спец-
ифичнее и проще в выполнении, чем ПЦР-анализ.

Имеются сообщения о применении LAMP для де-
текции ряда генов V. cholerae, однако их немного и, 
как правило, они зарубежные [10-12]. Тест-системы 
для выявления ДНК V. cholerae на основе LAMP в РФ 
не зарегистрированы.

Цель исследования – подбор, конструирование и 
проверка специфичности праймеров in silico и in vitro 
для изотермической петлевой амплификации к видо-
специфичным генам, и генам, кодирующим факторы 
патогенности V. cholerae.

Материал и методы. В работе использованы 
57 клинических штаммов V. cholerae О1, О139, nonO1/
nonО139 серогрупп с различными генетическими 
характеристиками и для проверки специфичности 
праймеров – 35 штаммов близкородственных видов 
и родов (табл. 1). Культуры были получены из кол-
лекции микроорганизмов ФКУЗ Ростовский-на-Дону 
противочумный институт Роспотребнадзора.

Ампулы с культурами V. cholerae вскрывали и вы-
севали на агар Мартена и инкубировали в течение 18 
ч при температуре 37±10 С. Штаммы близкородствен-
ных видов и родов высевали на общепринятые для 
них питательные среды (агар и бульон Мартен с 2% 
NaCl – для галофильных вибрионов, агар и бульон 
Хоттингера – для E. coli, Aeromonas и Plesiomonas).

Для дальнейшего использования из каждой чистой 
культуры холерного вибриона, готовили суспензии в 2 
мл 0,9% раствора натрия хлористого в концентрации 
1×109 м. кл./мл по стандарту мутности бактериальных 
взвесей ОСО 42-28-86-2018 (ФГБУ «НЦЭСМП» Минз-
драва России). В целях определения чувствительности 
праймеров разведения подготовленных взвесей в 0,9% 
растворе натрия хлористого доводили до конечной кон-
центрации 1×102 м. кл./мл. ДНК выделяли из 100 мкл 
суспензии. Культуры гетерологичных микроорганизмов 
взяты в работу в концентрации 1×109 м. кл. /мл.

Для выделения ДНК из чистой культуры микро-
организмов использован набор реагентов «ДНК-сорб 
В» («Интерлабсервис», Москва). Работу проводили в 
соответствии с инструкцией производителя.

Для конструирования праймеров использован 
интернет-сервис Primer Explorer 5 (LAMP primer 
designing software: http://primerexplorer.jp/e/), VNTI9 и 
BLAST NCBI. Праймеры синтезированы фирмой Ев-
роген (Москва).

Реакционная смесь для LAMP содержала 12,5 мкл 
колориметрической смеси для LAMP («New England 
BioLabs», США), 2,5 мкл смеси праймеров (10Х), 
1-5 мкл образца, воды до конечного объёма 25 мкл. 
Образцы инкубировали в амплификаторе («ДНК-
Технология») Терцик при 650 С в течение 30-60 ми-
нут. Детекция продуктов амплификации осуществля-
лась колориметрическим методом: смеси, в которых 
накапливался продукт, в ходе реакции меняли цвет с 
красного на жёлтый. Это достигается за счёт сдвига в 
ходе реакции pH раствора в кислую сторону, в связи 
с чем становится возможным детектирование с помо-
щью рН-чувствительных индикаторов, которые при 
добавлении в реакционную смесь меняют свой цвет.

Т а б л и ц а  1
Штаммы микроорганизмов, использованные в работе

№ 
п/п Вид микроорганизма

Наличие гена ctx  
(по результатам  

ПЦР-тестирования)

Количество 
штаммов

1 V. cholerae О1 + 20

2 V. cholerae О1 - 20

3 V. cholerae О139 + 4

4 V. cholerae О139 - 4

5 V. cholerae nonО1/nonO139 + 1

6 V. cholerae nonО1/nonO139 - 8

7 V. parahaemolyticus - 10

8 V. alginolyticus - 5

9 V. vulnificus - 5

10 V. fluvialis - 3

11 V. harveyi - 3

12 E.coli - 3

13 Aeromonas - 3

14 Plesiomonas - 2

15 Pseudomonas aeruginosa - 1
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В случае детектирования продуктов реакции с 
помощью real-time амплификатора в состав реакци-
онной смеси входили: 12,5 мкл колориметрической 
смеси для LAMP («New England BioLabs», США), 2,5 
мкл смеси праймеров (10Х), 0,5 мкл флуоресцентного 
красителя, 1-5 мкл образца, воды до конечного объ-
ёма 25 мкл. Детекция специфического сигнала прово-
дилась по каналу для флуорофора FAM с использова-
нием амплификатора DT-lite 5.

10-кратная смесь праймеров для LAMP включа-
ла: 16 мкМ каждого FIP- и BIP- праймеров, 2 мкМ 
каждого F3- и B3-праймеров, 4 мкМ каждого LoopF- 
и Loop B-праймеров, вода без нуклеаз до конечного 
объёма 100 мкл.

С целью подтверждения воспроизводимости экс-
периментов их повторяли 3 раза.

Все исследования, в том числе и обеззараживание 
исследуемых бактериальных суспензий, проводили в 
соответствии с требованиями безопасности1,2.

Результаты. В результате анализа генов холер-
ных вибрионов для детекции видо-, серогруппоспе-
цифичных детерминант и факторов патогенности в 
качестве мишеней отобраны следующие ompW, lolB, 
ctxA, ctxB, vc02130, vc01416 (согласно VCN16961), 
к которым сконструированы по несколько наборов 
праймеров для проведения LAMP (табл. 2). Поми-
мо внешних и внутренних пар праймеров получены 
«петлевые праймеры» (loop-primers), которые компле-
ментарны участкам петлевых фрагментов шпилечной 
структуры, незадействованным во взаимодействиях с 
первыми 4-мя праймерами. Это позволит увеличить 
чувствительность реакции и уменьшить время её про-
ведения: продукт можно детектировать не через час, а 
через 10-15 мин после начала реакции.

OmpW – является членом основного семейства 
белков, которое локализуется на внешней мембране 
бактерий и участвует в транспорте небольших ги-
дрофобных молекул и железа [13]. Ген ompW присут-

Т а б л и ц а  2
Олигонуклеотидные праймеры, разработанные и использованные в исследовании

Праймеры Целевой ген Последовательность (от 5’ до 3’)

FIP-

ompW

ATGGGGACTTGCTGCTAACGTTTTCGTTGAGGAACCAGCTATC

BIP- AATCACTCAATCCAGCATTAGTACCTTTTGAATTACACCACTTTCTTTGATGA

F3- TGGCATACCACACAGAAG

B3 GTCCATATGTTGGTGCGG

LF- TTGGCCTTTGATTATATGCTCAAT

LB- GTACCATTAAAGCTTTCATC

FIP-

ctxA1

GCTGCTGGAGCAATATCTAAGTTACTTTTCAATTACATCGTAATAGGGGCT

BIP- AGGTTTCCCTCCGGAGCATATTTTTTGGAGCATTCCCACAAC

F3- CATTTTGGGGTGCTTGATG

B3 TCGCAAGTATTACTCATCGA

LF- GTAATATCTATCTCTGTAGC

LB- GAGCCGTGGATTCATCATGC

FIP-

ctxB2

AGTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATTTTTTCCTCAGGGTATCCTTCA

BIP- TGATAGCCATCTCTCTTTTTCCAGTTTTAACACACAAATACATACGCTAA

F3- CACATAACTTTTCGACTTTAGC

B3 ATTTGTGTGCAGAATACCAC

LF- AGTCAACATATAGATTCACA

LB- TCCAGCTAGAGATTCTGTAT

FIP-

Vc02130

ATGCCTGCTTCCAATCCGACATTTTTCAAGGAGCCCTCAACCGA

BIP- TGTGGAATCAGACCAGCAACGCTTTTCCAGTGGTGGCAACATCAA

F3- CCATGAGTGACGAGGAAACC

B3 CATCGCCGAGCTCTTTAGC

LF- CTCTGCACCAGGGTGGCGCT

LB- AGAATCACGCAGTGCCTGTT

1СанПиН 3.3686-21. Санитарно-эпидемиологические требования по профилактике инфекционных болезней. М.; 2021.
2Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим ми-
кроорганизмы I-IV групп патогенности: методические указания МУ 1.3.2569-09.  М.; 2009.
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ствует в штаммах V. cholerae и широко используется 
в качестве специфической мишени для обнаружения 
и идентификации V. cholerae [14].

LolB – высоко консервативный видоспецифичный 
для V. cholerae ген, который кодирует поверхностно-ло-
кализованный липопротеин внешней мембраны [15].

Vc02130 – ген кластера острова пандемичности 
VSP-II, кодирующий предположительно сигнальный 
белок. Характерен для штаммов V. cholerae биовара 
Эль Тор.

Vc01416 – ген кластера RTX (кодирует гипотети-
ческий протеин).

Гены ctxA и ctxB (вместе именуемые ctxAB) коди-
руют холерный токсин CTX (белковый экзотоксин), 
гексамер с одной субъединицей A и пятью субъеди-
ницами B. Субъединица А обладает каталитической 
активностью. Остальные пять субъединиц нужны для 
связывания холерного токсина с белком-рецептором 
клеток человека.

На первом этапе работы праймеры из полученных 
наборов F3 и B3 к вышеуказанным генам виртуально 
in silico с помощью программы BLAST (NCBI, USA) 
были апробированы на 500 штаммах V. chorelae из ба-
зы данных GenBank (NCBI, USA) (табл. 3).

Для проверки праймеров in vitro отобраны те на-
боры для каждого из генов, которые показали 100% 
специфичность in silico.

Для оптимизации LAMP варьировали следующие 
параметры: изменение температуры от 600 С до 680 С 
и время реакции от 10 минут до 1,5 часов. Выявлено, 
что оптимальным является проведение реакции изо-
термической амплификации при температуре 650 С в 
течение 30-60 минут, что согласуется с данными ли-
тературы [2, 12] и предложением производителей Bst-
полимеразы, оптимум для которой составляет 650 С.

Специфичность всех сконструированных прайме-
ров проверена на коллекционных штаммах V. cholerae 
(табл. 4). Отобраны наборы праймеров для каждого 
из генов, которые показали наибольшую специфич-
ность. Таковыми оказались по одному набору из всех 
сконструированных праймеров к генам ompW, ctxA, 
ctxB, Vc02130.

Праймеры ompW обеспечивали межвидовую диффе-
ренциацию. Выявляли ДНК всех штаммов V. cholerae, 
не зависимо от серогруппы и токсигенности (рис. 1).

Праймеры ctxA, ctxB позволяли отличить токси-
генные штаммы от нетоксигенных (рис. 2).

Специфичность отобранных праймеров подтверж-
дена путём исследования культур близкородственных 
видов и родов. Выявлена 100% специфичность, пере-
крестных реакций не выявлено.

При этом при использовании всех наборов прай-
меров к видоспецифичному для V. chorelae гену lolB и 
гену кластера RTX Vc02130 выход продуктов реакции 
LAMP низкий, результаты плохо воспроизводились.

Праймеры Vc02130 имели потенциал для внутри-
видового типирования. Существует необходимость в 
их дополнительной дальнейшей доработке. 

В целях определения чувствительности метода с 
использованием разработанных праймеров приготов-
лены серийные разведения взвесей взятых в работу 
штаммов в концентрации от 1×109 м. кл. /мл. до 1×102 
м. кл./мл. Из них проводили выделение ДНК, исполь-
зуя зарегистрированный в установленном порядке 
набор реагентов. Результаты типового эксперимента 
приведены в табл. 5.

Праймеры позволяют выявлять V. chorelae, по-
казывая чувствительность 1×104 м. кл. /мл. Причём 
чувствительность без использования петлевых прай-
меров меньше, чем с их применением.

Т а б л и ц а  3
Результаты ПЦР in silico

Штамм
Праймеры

ompW lolB ctxA ctxB Vc02130 Vc01416

V. cholerae О1 ctx+ 183 bp 236 bp 209 bp 209 bp 234 bp 189 bp

ctx- - - -

V. cholerae О139 ctx+ 183 bp 236 bp + + - 189 bp

ctx- - - -

V. cholerae nonO1/nonO139 ctx+ 183 bp 236 bp + + - -

ctx- - -

V. parahaemolyticus - - - - - -

V. alginolyticus - - - - - -

V. vulnificus - - - - - 91%

V. fluvialis - - - - - -

V. harveyi - - - - - 91%

E. coli - - - - - -

Aeromonas (taxid:642) - - - - - -

Plesiomonas (taxid:702) - - - - - -

Pseudomonas aeruginosa - - - - - -
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Помимо визуального колориметрического спо-
соба, детекцию продуктов амплификации LAMP 
проводили классическим методом агарозного гель-
электрофореза с последующим окрашиванием ин-

Т а б л и ц а  4
Результаты проверки специфичности праймеров для LAMP in vitro

Штамм
Праймеры

ompW lolB ctxA ctxB Vc02130 Vc01416
V. cholerae О1 ctx+ 100% +/- 100% 100% +/- -

ctx- 100% +/- - - +/- -
V. cholerae О139 ctx+ 100% +/- 100% 100% - -

ctx- 100% +/- - - - -
V. cholerae  
nonO1/nonO139

ctx+ 100% +/- 100% 100% - -
ctx- 100% +/- - - - -

V. parahaemolyticus - - - - - -
V. alginolyticus - - - - - -
V. vulnificus - - - - - 91%

V. fluvialis - - - - - -

V. harveyi - - - - - 91%

E. coli - - - - - -

Aeromonas (taxid:642) - - - - - -
Plesiomonas (taxid:702) - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - -

Рис. 1. Результаты детекции гена ompW V.cholerae колориме-
трическим методом.
1 – V. cholerae  О1 P-15415; 2 – V. cholerae  О139 P-17919; 3 – V. cholera  non 
O1/non O139 20565; 4 – V. parahaemolyticus 20652.

Рис. 2. Результаты детекции гена ctxA  V.cholerae колориме-
трическим методом.
1 – V. cholerae  О1 P-15415 ctx+; 2 – V. cholerae О1 20000 ctx-; 3 – V. cholerae  
O139 P-17919 ctx-; 4 – V. parahaemolyticus 20652.

Т а б л и ц а  5
Оценка чувствительности используемых в работе праймеров 

V. сhоlеrае
Ген ompW Ген ctxA

Ct по каналу FAM

108 копий генов/мл 15,4 12,4

107 копий генов/мл 17,9 14,9

106 копий генов/мл 21,1 18,3

105 копий генов/мл 22,4 21,7

104 копий генов/мл 25,0 24,9

103 копий генов/мл - -

102 копий генов/мл - -

теркалирующим красителем этидиомом бромида. 
При этом видна характерная «лестница» – ДНК-
конкатемеры кратной длины, дорожки с отрицатель-
ными результатами или отрицательными контролями 
остаются пустыми. Этот способ трудоёмок, занимает 
много времени и увеличивает вероятность загрязне-
ния ампликонами рабочего пространства.

Учёт результатов осуществляли в реальном вре-
мени, где продукты реакции детектировали за счёт 
добавления в реакционную смесь интеркалирующе-
го флуоресцентного красителя. За изменением флуо-
ресценции окрашенной реакционной смеси следили в 
ходе процесса с помощью реал-тайм амплификатора 
(рис. 3).

В итоге при применении различных методов де-
текции результатов анализа получены идентичные 
результаты.

В связи с высокой стоимостью реактивов зару-
бежного производства, в целях повышения эконо-
мической эффективности на следующем этапе ра-
боты проведена оценка возможности применения 
реагентов для LAMP отечественного производства 
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(ООО «Биолабмикс»). Экспериментальным путем 
определён состав реакционной смеси: 10xбуфер 
для Bst ДНК-полимеразы – 2.5 мкл, MgSO4 (100 
мM) – 2 мкл, смесь dNTP – (25 мM) – 1,5 мкл, смесь 
праймеров – 2,5 мкл, Bst ДНК-полимераза – 2 мкл, 
флуоресцентный краситель EvaGreen (20X водный 
раствор) – 1,25 мкл, образец ДНК – 2 мкл, вода, сво-
бодная от нуклеаз – до 25 мкл (общий объём реакци-
онной смеси – 25 мкл). Детекцию результатов ампли-
фикации осуществляли с помощью амплификатора 
Real-time по каналу FAM. Полученные результаты 
сопоставимы с таковыми, как и при использовании 
зарубежных аналогов.

Обсуждение. Благодаря высокой скорости реак-
ции и возможности протекания при постоянной тем-
пературе LAMP имеет значительный потенциал для 
создания тестов для применения в полевых условиях, 
что актуально при решении ряда эпидемиологиче-
ских задач, в частности, при индикации патогенов в 
окружающей среде.

Показано, что реакция с использованием праймеров, 
показавших в ходе исследования высокую специфич-
ность, позволяет воспроизводимо выявлять мишени, 
специфичные для тех штаммов V. chorelae, к которым 
они сконструированы, при отсутствии перекрестных ре-
акций с ДНК штаммов других видов и родов.

Не все сконструированные наборы праймеров к 
генам ompW, lolB, ctxA, ctxB, vc02130, vc01416 сра-
ботали и показали высокую специфичность, а только 
некоторые (ompW, ctxA, ctxB, Vc02130). Можно пред-
положить, что это связано с дизайном олигонуклео-
тидов, их сложным строением (использование 6 пар 
праймеров), возможностью формирования вторич-
ных структур или условиями петлевой изотермиче-
ской амплификации.

Результативность генетического анализа методом 
LAMP зависит не только от эффективности самой ам-
плификации ДНК, но также от метода детектирова-
ния продуктов реакции. В исследовании результаты 
реакции LAMP проанализированы путём выполне-
ния электрофореза в 2% агарозном геле с окраской 
бромистым этидием, в режиме реального времени с 
добавлением интеркалирующего флуоресцентного 
красителя EvaGreen (продукт амплификации детек-
тируется по каналу FAM) и регистрацией изменения 
флуоресценции с помощью реал-тайм амплификато-
ра, визуальным колориметрическим способом детек-
ции, где в случае положительного результата цвет в 
ходе реакции менялся с красного на желтый. Все три 
способа показали эффективность при использовании 
отобранных праймеров. За счёт отсутствия необходи-
мости в приборной базе и времязатратности, колори-
метрическая визуализация реакции амплификации с 
помощью рН-чувствительных индикаторов может 
способствовать использованию LAMP в качестве диа-
гностического инструмента, который позволит прово-
дить диагностику, в том числе, и в полевых условиях 
с надёжной и быстрой визуальной детекцией.

Планируется провести исследования по возмож-
ности использования и оценке применимости других 
альтернативных способов детекции продуктов ам-
плификации (например, путём измерения мутности 
реакционной смеси в режиме реального времени ви-
зуально или с помощью турбидиметра).

Заключение. Анализ на основе LAMP является 
альтернативным методом обнаружения нуклеиновых 
кислот, который имеет ряд преимуществ, таких, как 
простота в эксплуатации, скорость, низкая стоимость, 
скромные требования к оборудованию, что делает его 
удобным для использования в полевых условиях.

Рис. 3. Регистрация результатов амплификации ДНК гена ctxA V. cholerae в режиме «реального времени».
А1, А2, В1 – ctx+ штаммы V. cholerae; А3 –А8 – ctx- штаммы V. cholerae; В2 – отрицательный контроль.
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Разработанные в данном исследовании праймеры 
для изотермической петлевой амплификации к видо-
специфичным генам, и генам, кодирующим факторы 
патогенности V. cholerae, позволяют дифференциро-
вать штаммы холерных вибрионов от культур дру-
гих близкородственных видов и родов, токсигенные 
штаммы от нетоксигенных. Подобраны оптималь-
ные условия для протекания реакции LAMP. Проде-
монстрирована возможность детекции специфиче-
ских продуктов реакции различными способами. По 
результатам исследования рассчитаны диагностиче-
ские показатели сконструированных праймеров для 
реакции изотермической амплификации (LAMP) в 
целях выявления видоспецифичных и кодирующих 
факторы патогенности генов V. cholerae. Чувстви-
тельность составила 1×104 м. кл. /мл, специфичность 
100%. Продемонстрированы высокие аналитиче-
ские показатели при времени реакции 30-60 минут, 
что превосходит ПЦР. Возможность применения ре-
агентов отечественного производства для этих целей 
способствует экономической эффективности, кото-
рая заключается в снижении затрат на исследования, 
что позволяет использовать данные праймеры для 
дальнейшей работы по оптимизации реакции LAMP 
и рассматривать их в качестве компонентов новых 
современных тест-систем для клинической лабора-
торной диагностики холеры и мониторинговых ис-
следований.
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