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РАЗРАБОТКА СПОСОБА ИДЕНТИФИКАЦИИ V. PARAHAEMOLYTICUS 
С ПОМОЩЬЮ ПЦР В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ 
О.А. Рыковская, М.В. Полеева, О.С. Чемисова, А.Л. Трухачев 

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотребнадзора, 
ул. Максима Горького, 117/40, г. Ростов-на-Дону, 344002, Россия 

Бактерии V. parahaemolyticus – галофильные микроорганизмы, которые могут быть причиной 
возникновения острого кишечного заболевания у людей, протекающего по типу пищевой токси-
коинфекции. Успех лечебно-профилактических и санитарно-эпидемиологических мероприятий, 
направленных на предотвращение распространения «галофилезов» во многом зависит от свое-
временной точной идентификации штаммов вибрионов, выделяемых от больных, из морепро-
дуктов и при мониторинге объектов окружающей среды. В данной работе представлен способ 
идентификации штаммов вида V. parahaemolyticus методом ПЦР в режиме реального времени 
(Real-Time PCR), который включает выделение хромосомной ДНК из исследуемого материала, 
постановку ПЦР со сконструированными нами праймерами, специфичными к участку гена 
коллагеназы vppC, и зондом, позволяющим детектировать амплифицированный фрагмент и 
проводить учет полученных результатов в режиме реального времени.  
Ключевые слова: парагемолитические вибрионы; металлопротеаза (коллагеназа); ПЦР в режи-
ме реального времени. 
O.A. Rykovskaya, M.V. Poleeva, O.S. Chemisova, A.L. Trukhachev  DEVELOPMENT OF A 
METHOD FOR IDENTIFYING OF V. PARAHAEMOLYTICUS BY REAL-TIME PCR 

 Rostov-on-Don Research Institute for Plaque Control of Rospotrebnadzor, 117/40, 
Maxim Gorky str., Rostov-on-Don, 344002, Russia.  
Bacteria of the species V. parahaemolyticus are halophilic microorganisms that may be causing acute 
enteric disease in humans, occurring according to the type of foodborne illness. The success of the 
treatment-and-prophylactic and sanitary-epidemiological measures aimed at the prevention of the 
proliferation of «halophiles» largely depends on timely and accurate identification of strains of Vibrio 
secreted from patients, seafood, as well as in monitoring of environmental objects. This paper presents a 
method of identifying strains of the species V. parahaemolyticus by PCR in «real time» (Real-Time 
PCR), which enables the selection of chromosomal DNA from the test material, the PCR with the 
designed by us primers specific to the portion of a gene collagenase vppC and the probe, allowing to 
detect amplificatory the fragment and to incorporate the results in real-time.  
Key words: Vibrio parahaemolyticus; metalloprotease (collagenase); Real-time PCR. 

 

В последние годы все большее внимание 
уделяется случаям пищевых инфекций среди 
людей, вызываемых галофильными вибриона-
ми. Наиболее частым этиологическим агентом 
диарейных заболеваний, связанных с галофиль-
ными микроорганизмами, являются штаммы 
V. parahaemolyticus. Средой обитания предста-
вителей вида V. parahaemolyticus является мор-
ская вода, а основным фактором передачи чело-
веку служат инфицированные ими гидробионты. 
Опасность заражения V. parahaemolyticus суще-
ствует везде, где население использует в питании 
продукты моря и контактирует с морской водой. 
Поэтому для практического здравоохранения 
важно быстро и достоверно определить возбуди-
теля в исследуемом материале. 

В настоящее время существует большое ко-
личество микробиологических методов детек-
ции, основанных на культивировании, выделе-
нии чистых культур и биохимической иденти-
фикации этих вибрионов [1]. Сложность иден-
тификации и дифференциации парагемолити-
ческих от других близкородственных видов 
вибрионов традиционными методами обуслов-
лена их большим фенотипическим сходством, 
вариабельностью признаков и, как следствие, 
небольшой относительной диагностической 
ценностью отдельных таксономических тестов. 
Для быстрой идентификации V. parahaemoly-
ticus успешно применяется метод MALDI-ToF 
масс-спектрометрии; однако, не все лаборато-
рии оснащены необходимым оборудованием [5]. 
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 В связи с этим весьма перспективен метод ПЦР 
с видоспецифичными праймерами, позволяю-
щий определить в геноме бактерий участки мо-
лекулы ДНК, специфичные для каждого вида 
микроорганизма [6, 8, 10]. Данный метод обла-
дает рядом преимуществ по сравнению с тра-
диционными бактериологическим и серологи-
ческим методами, так как сочетает в себе быст-
роту и простоту исполнения, а также высокую 
специфичность и чувствительность при выяв-
лении патогенных микроорганизмов. Однако 
недостатком данного метода является необхо-
димость учета результатов реакции с помощью 
электрофореза, что требует дополнительное 
время и оборудование, а также отдельные ра-
бочие зоны, для предотвращения контаминации 
анализируемых образцов. 

В последние годы широкое распростране-
ние получил метод идентификации микроорга-
низмов с помощью полимеразной цепной реак-
ции с детекцией продуктов амплификации в 
режиме реального времени (Real-Time PCR) [9]. 
Основными преимуществами Real-Time PCR 
является объединение этапов амплификации и 
детекции, что упрощает процедуру анализа, 
снижает риск контаминации, позволяет прово-
дить количественный учет результатов, обес-
печивает высокую специфичность и чувстви-
тельность анализа [3].  

Ранее было показано, что для V. parahae-
molyticus видоспецифичным является участок 
ДНК, содержащий нуклеотидную последова-
тельность генов металлопротеазы (коллагена-
зы) – vppC [4, 7]. Однако в Российской Федера-
ции отсутствуют зарегистрированные олиго-
нуклеотидные праймеры и зонды для видовой 
идентификации вида V. parahaemolyticus. По-
этому цель исследования – разработка спосо-
ба идентификации вида V. parahaemolyticus на 
основе метода полимеразной цепной реакции с 
детекцией продуктов амплификации в режиме 
реального времени (Real-Time PCR). 

Материалы и методы. В работе было ис-
пользовано 100 штаммов V. parahaemolyticus из 
коллекции Музея живых культур ФКУЗ «Рос-
товский-на-Дону противочумный институт» 
Роспотребнадзора с точно установленной видо-
вой принадлежностью, а также коллекционные 
штаммы других видов рода Vibrio: V. algino-
lyticus, V. fluvialis, V. hollisae, V. vulnificus, 
V. harvey, V. mimicus, V. furnisii и V. fortis. 

Для анализа нуклеотидной последователь-
ности ДНК V. parahaemolyticus была использо-
вана база данных GeneBank. Для поиска уни-
кальных последовательностей специфического 
гена были использованы ресурсы GeneBank – 
on-line Blast. Для конструирования праймеров и 
зонда было применено программное обеспече-
ние PrimerM (ФКУЗ «Ростовский-на-Дону про-
тивочумный институт» Роспотребнадзора) и 
BLAST NCBI. 

Синтез сконструированных нами праймеров 
и зонда был осуществлен компанией «Синтол» 
(г. Москва). Затем были подобраны оптималь-
ные условия проведения полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (концен-
трация праймеров, температурные параметры и 
количество циклов амплификации). Для прове-
дения амплификации использована коммерче-
ская стандартизированная реакционная смесь 
для проведения ПЦР в режиме реального вре-

мени компании «Синтол» (г. Москва). Ампли-
фикацию и флуоресцентную детекцию прово-
дили на автоматическом детектирующем тер-
моциклере «ДТ-Lite» (ДНК-технология, Рос-
сия), в режиме реального времени. 

Результаты исследования. Для дизайна 
праймеров был использован ген металлопро-
теазы (коллагеназы) V. parahaemolyticus. С по-
мощью программного обеспечения PrimerM 
(ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный 
институт» Роспотребнадзора) и BLAST NCBI 
был проанализирован участок гена металло-
протеазы (коллагеназы), в результате чего оп-
ределен специфический фрагмент гена, кото-
рый был использован в качестве мишени для 
конструирования специфического зонда, ком-
плементарного соответствующей последова-
тельности ДНК. Зонд имел следующую струк-
туру: vppCProbaA (ROX-CG-TTC-ACA-ACC-
ACC-AAC-AGC-AAC-GAC-TTG-BHQ2). Зонд 
комплементарен специфическим продуктам 
ПЦР, гибридизуясь с ними и впоследствии раз-
рушаясь под воздействием ДНК-полимеразы во 
время ферментативной реакации, что приводит 
к началу флуоресцентного свечения флуорофо-
ра, связанного с зондом. Данный специфиче-
ский зонд vppCProbaA, содержащий в своем 
составе флуоресцентную метку ROX, гаситель 
флуоресценции BHQ2. 

Для амплификации в ПЦР фрагмента ДНК, 
содержащего мишень для зонда, и в соответст-
вии с нуклеотидной последовательностью зонда 
были сконструированы и синтезированы специ-
фичные для вида V. parahaemolyticus праймеры: 

Праймер vppCFor (CGG-CAA-GCG-TGG-
TTT-GTG-AC) 

Праймер vppCRev (CGT-TGA-TGC-AAC-
TTG-CAC-CTT-G). 

Для постановки ПЦР суточные агаровые 
культуры суспендировали в дистиллированной 
воде до 1×109 микробных клеток в 1 мл и обез-
зараживали прогреванием при 100 °С в течение 
15 минут, согласно МУ 1.3.2569–09 [2]. Затем 
дебрис осаждали центрифугированием при 
10 тыс. об./мин в течение 5 минут, и суперна-
танты использовали в качестве ДНК-матриц 
при ПЦР. 

Следующий этап заключался в составлении 
реакционной смеси для ПЦР. Реакцию прово-
дили в 25 мкл смеси, содержащей: 1 х (в фи-
нальной концентрации) буферный раствор для 
ПЦР в реальном времени (Интерлабсервис, 
Москва), 0,25 мМ каждого из дезоксинуклео-
зидтрифосфатов (Thermo Scientific), 1 ед. Taq-
полимеразы с функцией «горячего старта» (Ин-
терлабсервис, Москва), 2,5 мМ хлористого 
магния (Интерлабсервис, Москва), 50 пкМ каж-
дого праймера, 50 пкМ зонда и 20 нг хромо-
сомной ДНК одного из исследуемых штаммов. 

После приготовления реакционной смеси 
осуществляли постановку реакции амплифика-
ции в автоматическом детектирующем ампли-
фикаторе ДТ-Lite (ДНК-технология, Россия), в 
котором были заданы следующие условия ам-
плификации: первичной денатурации и актива-
ции Taq-полимеразы (94 °С, 15 мин), 35 цик-
лов, включающих этапы 94 °С, 30 с, 55 °С, 30 с 
(детекция) и 72 °С, 30 с. 

Детекция флуоресценции производится ав-
томатически в ходе проведения ПЦР с помо-
щью детектирующего амплификатора. При на-
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 личии в исследуемой пробе ДНК гена металло-
протеазы (коллагеназы) вида V. parahaemoly-
ticus с помощью используемой пары специфи-
ческих праймеров гибридизируется зонд, так 
как является комплементарным ему (фрагмен-
ту), а последуещее разрушение зонда Taq-
полимеразой приводит к началу флуоресцент-
ного свечения флуорофора ROX с длиной вол-
ны 605 нм, которое регистрируется прибором. 

Учет детекции флуоресцентного свечения по 
соответствующей длине волны в амплификаторе 
отражается на мониторе компьютера, связанного 
с прибором, в виде графиков, на которых пред-
ставлены кривые и численные значения, отра-
жающие уровни флуоресцентного свечения оп-
ределенной длинны волны, соответствующие 
каждой пробе, взятой для исследования. 

При апробации предложенного способа на 
коллекционных штаммах V. parahaemolyticus 
(100 штаммов) с точно установленной видовой 
принадлежностью и штаммах видов V. algino-
lyticus (25 штаммов), V. fluvialis (10 штаммов), 
V. hollisae (5 штаммов), V. vulnificus (10 штам-
мов), V. harvey (5 штаммов), V. mimicus (5 
штаммов), V. furnisii (5 штаммов) и V. fortis (2 
штамма) разработанные праймеры и зонд пока-
зали 100%-ю специфичность по отношению к 
штаммам V. parahaemolyticus. 

Флуоресцентный сигнал с длиной волны 
605 нм, характерной для флуорофора Rox, де-
тектировался в ПЦР выше порогового значения 
тогда, когда пробы содержали ДНК парагемо-
литических вибрионов, и не детектировался в 
случае содержания в пробах ДНК других пред-
ставителей рода Vibrio (табл. 1). 

Заключение. В результате проведенной ра-
боты были сконструированы специфичные прай-
меры и зонд к ДНК гена металлопротеазы (кол-
лагеназы) V. parahaemolyticus. Были подобраны 
оптимальные условия проведения полимеразной 
цепной реакции с выбранной парой праймеров и 
флуоресцентным зондом в режиме реального вре-
мени. Использование предполагаемого способа вы-
явления специфического участка ДНК гена ме-
таллопротеазы (коллагеназы) V. parahaemolyticus 
с помощью ПЦР в режиме реального времени поз-
волит быстро, точно и эффективно проводить 
идентификацию представителей вида V. parahae-
molyticus и дифференцировать их от близкород-
ственных видов. Простое в исполнении тестирова-
ние, небольшая себестоимость, высокая чувстви-
тельность и специфичность данных праймеров и 
зонда даст возможность применять их в практике 
бактериологических лабораторий Центров гигиены 
и эпидемиологии, а также в лечебно-профилак-
тических, противочумных и других учреждениях. 

Таблица 1. Результаты идентификации клинических штаммов V. parahaemolyticus методом Real-Time ПЦР 
Результаты ПЦР №  

п/п Вид микроорганизма Количество исследованных 
штаммов количество  

положительных проб 
количество  

отрицательных проб 
1 V. parahaemolyticus 100 100 0 
2 V. alginolyticus 25 0 25 
3 V. fluvialis 10 0 10 
4 V. hollisae 5 0 5 
5 V. vulnificus 10 0 10 
6 V. harvey 5 0 5 
7 V. mimicus 5 0 5 
8 V. furnisii 5 0 5 
9 V. fortis 2 0 2 
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