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Трансмиссивная антибиотикоустойчивость,  
обусловленная SXT-элементом, у холерных вибрионов, 
выделенных на территории России
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Цель. Детекция SXT-элементов в холерных вибрионах О1 и nonО1/nonО139 серогрупп и исследование 
эффективности их конъюгативной передачи в клетки Escherichia coli. 
Материалы и методы. В опытах конъюгации в качестве доноров использовали штаммы Vibrio cholerae 
О1 El Tor (n = 3) и V. cholerae nonO1/nonO139 (n = 3). Штаммы (доноры, реципиенты и трансконъюганты) 
тестировали в полимеразной цепной реакции в формате реального времени на чувствительность к анти-
биотикам и на наличие генов лекарственной устойчивости и гена интегразы (int). Проводили электрофорез 
в 0,7% геле агарозы с окраской бромистым этидием. 
Результаты. Устойчивость к левомицетину, триметоприму/сульфаметоксазолу, стрептомицину переда-
валась в опытах конъюгации с частотой от 2,1 × 10–9 до 7,1 × 10–9. У большинства штаммов V. cholerae 
обнаружены гены int и dfrA1 (устойчивость к триметоприму/сульфаметоксазолу), которые стабильно пере-
давались клеткам E. coli QD Rifr и в обратных кроссах V. cholerae О1 El Tor 5879 Nalr. 
Заключение. Обнаружение SXT-элемента в штаммах V. cholerae и его успешный горизонтальный перенос 
подчеркивают необходимость детекции таких мобильных генетических элементов для контроля над рас-
пространением антибиотикорезистентности у V. cholerae.
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Aim. Detection of SXT elements in cholera vibrios O1 and nonO1/nonO139 serogroups and study of the 
effectiveness of their conjugative transmission to Escherichia coli cells. 
Materials and methods. In conjugation experiments, Vibrio cholerae O1 El Tor (3) and V. cholerae nonO1/
nonO139 (3) strains were used as donors. Donor strains, recipients, and transconjugants were tested in real-
time PCR for sensitivity to antibiotics and for the presence of drug resistance genes and integrase gene (int). 
Electrophoresis was carried out on a 0.7% agarose gel with ethidium bromide staining. 
Results. Resistance to chloramphenicol, trimethoprim/sulfamethoxazole, streptomycin was transmitted 
in conjugation experiments with a frequency of 2.1 × 10–9–7.1 × 10–9. The genes int and dfrA1 (resistance to 
trimethoprim/sulfamethoxazole) were found in most V. cholerae strains, and were stably transmitted to E. coli QD 
Rifr cells and in reverse crosses of V. cholerae O1 El Tor 5879 Nalr. 
Conclusion. The detection of the SXT element in V. cholerae strains and its successful horizontal transfer 
emphasize the need to detect such mobile genetic elements to control the spread of antibiotic resistance in V. 
cholerae.
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Введение
В настоящее время во всем мире выделяются 

штаммы холерных вибрионов, обладающие мно-
жественной устойчивостью к антибактериальным 
препаратам [1, 2]. Исследования, направленные на 
изучение роли отдельных элементов генома в устой-
чивости к антибиотикам у бактерий, показали, что 
гены антибиотикорезистентности у Vibrio cholerae 
могут входить в состав трансмиссивных плазмид и 
интегративных конъюгативных элементов [3]. 

Важную роль в формировании множественной 
устойчивости возбудителя холеры к антимикроб-
ным соединениям играют SXT-элементы, содержа-
щие гены, ответственные за антибиотикорезистент-
ность и другие адаптивные проявления у бактерий 
и способные интегрироваться в бактериальный 
геном и передаваться посредством конъюгации 
[4, 5]. SXT-элементы широко распространены у 
холерных вибрионов различных серогрупп [6–8]. 
При этом наблюдаются различия как в их структу-
ре, так и в характере локализации генов антибио-
тикорезистентности [9]. В связи с этим актуально 
изучение процессов приобретения и утраты генети-
ческих элементов, ответственных за устойчивость 
V. cholerae к различным антибактериальным препа-
ратам [10]. 

Целью данной работы явилась детекция 
SXT-элементов в холерных вибрионах О1 и nonО1/
nonО139 серогрупп и исследование эффективности 
их конъюгативной передачи из клеток V. cholerae в 
клетки Escherichia coli. 

Материалы и методы
В работе использовали множественно устой-

чивые штаммы V. cholerae О1 El Tor (n = 3) и V. cho­
lerae nonO1/nonO139 (n = 3), выделенные на терри-
тории России, а также V. cholerae О1 El Tor 5879 и 
E. coli QD5003 Rifr. Все штаммы получены из Музея 
живых культур ФКУЗ «Ростовский-на-Дону проти-
вочумный институт».

Чувствительность/устойчивость штаммов к 22 
антибактериальным препаратам определяли мето-
дом серийных разведений в плотной питательной 
среде в соответствии с МУК 4.2.2495-09 [11]. 

Конъюгативную передачу r-детерминант ре-
зистентности в составе SXT от штаммов-доноров 

клеткам штаммов-реципиентов осуществляли пу-
тем совместного культивирования 18-часовых бу-
льонных культур штамма-донора и штамма-реципи-
ента (в соотношении 1:2) в течение 3–4 ч при 37°С с 
последующим высевом на плотные питательные сре-
ды, содержащие антибактериальные препараты для 
селекции трансконъюгантов (ТК) и контрселекции 
донора и реципиента. Частоту передачи выражали 
как отношение числа выросших ТК к общему числу 
живых бактерий, использованных для высева. 

Выделение ДНК, ПЦР и учет результатов про-
водили, как описано ранее [12]. В качестве марке-
ра для обнаружения SXT в штаммах использовали 
ген интегразы (int) [13]. Для подтверждения фак-
та переноса генов отобранные ТК тестировали на 
чувствительность к антибиотикам и на наличие ге-
нов лекарственной устойчивости к тетрациклинам 
(tetR), фторхинолонам (qnrVC1), триметоприму 
(dfrA1) и хлорамфениколу (floR), которые выявляли 
с помощью ПЦР в формате реального времени [14].

Для анализа автономных мобильных генети-
ческих элементов с помощью электрофореза ДНК 
из клеток выделяли по методике [15], электрофо-
рез проводили в 0,7% геле агарозы с последующей 
окраской бромистым этидием. Контролем в этих 
экспериментах служили клетки вакцинного штамма 
Yersinia pestis EV, содержащие 3 плазмиды с моле-
кулярной массой 6, 47 и 65 МДа.

Результаты
Все штаммы холерных вибрионов были устой-

чивы к триметоприму/сульфаметоксазолу (табл. 1). 
Устойчивостью к налидиксовой кислоте и фуразо-
лидону обладали 4 штамма из 6, к стрептомици-
ну — 5 штаммов. Один штамм (V. cholerae О1 El 
Tor 3265/80) имел промежуточную устойчивость к 
левомицетину: минимальная подавляющая концен-
трация (МПК) 8 мг/л.

Сравнительное изучение антибиотикограмм 
доноров, реципиентов, ТК показало отсутствие 
передачи устойчивости к налидиксовой кислоте и 
фуразолидону. По данным литературы, гены устой-
чивости к этим антибактериальным препаратам ло-
кализуются на хромосоме [16, 17].

Маркеры устойчивости к левомицетину, три-
метоприму/сульфаметоксазолу, стрептомицину ока-
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зались трансмиссивны. Они передавались в опытах 
конъюгации от V. cholerae к E. coli QD5003 Rifr и 
обратно к V. cholerae О1 El Tor 5879 Nalr с частотой 
2,1 × 10–9 –7,1 × 10–9. Степень устойчивости к триме-
топриму/сульфаметоксазолу и стрептомицину была 
идентичной как у доноров, так и у ТК. Однако ТК, 
полученные при использовании в качестве донора 
штамма V. cholerae О1 El Tor 3265/80, имели зна-
чения МПК левомицетина более высокие (32 мг/л), 
чем донорский штамм (8 мг/л). Аналогичные факты 
дифференциальной экспрессии механизмов устой-
чивости к тетрациклину и хлорамфениколу между 
V. cholerae и E. coli были описаны A. Sarkar и соавт. 
[18]. Авторы предположили связь данного явления 
с эффектом «дозировки генов» или отсутствием ре-
прессора в новой генетической среде реципиента. 
Этот факт может быть связан с различиями в стро-
ении клеточной стенки E. coli и V. cholerae, у ко-
торых может отсутствовать барьер проницаемости 
или активный механизм оттока лекарств, усиливаю-

щий поступление антибиотика в клетку. В рабо-
тах некоторых зарубежных авторов описаны ТК, 
демонстрирующие более высокую лекарственную 
устойчивость к цефалоспоринам и карбапенемам в 
сравнении со штаммами-донорами [19, 20]. 

Таким образом, множественно устойчивые 
штаммы V. cholerae О1 и V. cholerae nonO1/nonO139 
содержат в своем геноме как трансмиссивные 
(стрептомицин, левомицетин, триметоприм/суль-
фаметоксазол), так и нетрансмиссивные (нали-
диксовая кислота, фуразолидон) r-детерминанты 
резистентности к препаратам, применяемым для 
экстренной профилактики и этиотропной терапии 
холеры.

При электрофоретическом разделении суммар-
ных ДНК штаммов-доноров, реципиентов и ТК на 
электрофореграмме отсутствовали полосы внехро-
мосомальной ДНК, за исключением донорского 
штамма V. cholerae nonO1/nonO139 372, имеющего 
плазмиду молекулярной массой около 4 МДа, пере-

Таблица 1. Значения МПК (мг/л) штаммов V. cholerae
Table 1. MICs (mg/l) of strains of V. cholerae

Антибактериальный препарат 
Antimicrobial agent

Пограничные  
значения МПК, мг/л

MIC breakpoints, 
mg/l

V. cholerae nonO1/nonO139 V. cholerae О1 El Tor

S R 372 375 117 301 6878 3265/80

Доксициклин
Doxycycline

≤2,0 >8,0 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

Тетрациклин
Tetracycline

≤4,0 >8,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Левомицетин
Chloramphenicol

≤4,0 ≥16,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 8,0

Налидиксовая кислота
Nalidixic acid

≤4,0 ≥16,0 512,0 2,0 4,0 512,0 512,0 512,0

Ципрофлоксацин
Ciprofloxacin

<0,1 ≥1,0 0,001 0,002 0,001 0,005 0,005 0,02

Стрептомицин
Streptomycin

≤16,0 >32,0 2,0 128,0 64,0 128,0 64,0 128,0

Гентамицин
Gentamicin

≤4,0 >8,0 1,0 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0

Ампициллин
Ampicillin

≤4,0 ≥16,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0

Цефтриаксон
Ceftriaxone

<1,0 ≥8,0 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5

Рифампицин
Rifampicin

≤4,0 ≥16,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Фуразолидон
Furazolidone

≤4,0 ≥16,0 4,0 16,0 16,0 16,0 64,0 4,0

Триметоприм/сульфаметоксазол
Trimethoprim/sulfamethoxazole

≤2,0/3 ≥8,0/152,0 128,0/640,0 64,0/320,0 64,0/320,0 128,0/640,0 128,0/640,0 128,0/640,0

Примечание. S — чувствительный; R — устойчивый. 
Note. S  —  sensitive; R — resistant.
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Таблица 2. Способность маркеров резистентности штаммов V. cholerae О1 El Tor и V. cholerae nonO1/nonO139 
к трансмиссивной передаче E. coli QD5003 Rifr

Table 2. Ability of markers of resistance of V. cholerae O1 El Tor and V. cholerae nonO1/nonO139 strains to 
transmission of E. coli QD5003 Rifr

Штаммы микроорганизмов
Microorganism strains

Фенотипы
Phenotypes

Гены
Genes

qnr dfrA1 floR tet  int

R E. coli QD Rifr Rifr – – – – –

D V. cholerae nonO1/nonO139 372 NalrTmp/Smz – + + – +

Т E. coli QD Rifr+ R372 RifrTmp/Smz – + + – +

D V. cholerae nonO1/nonO139 375 FurrSmTmp/Smz + + – – –

Т E. coli QD Rifr+ R375 RifrSmTmp/Smz – + – – –

D V. cholerae nonO1/nonO139 117 FurrSmTmp/Smz + + – – –

Т E. coli QD Rifr+ R117 RifrSmTmp/Smz – + – – –

D V. cholerae О1 El Tor 6878 NalrFurrSmTmp/Smz – + + – +

Т E. coli QD Rifr+ R6878 RifrSmTmp/Smz – + + – +

D V. cholerae О1 El Tor 3265/80 NalrFurrSmCmTmp/Smz – + + – +

Т E. coli QD Rifr+ R 3265/80 RifrCmSmTmp/Smz – + + – +

D V. cholerae О1 El Tor 301 NalrFurSmTmp/Smz – + + – +

Т E. coli QD Rifr+ R301 RifrCmTmp/SmzSm – + + – +

R V. cholerae 5879 Nalr Nalr – – – – –

D E. coli QD Rifr+ R372 RifrTmp/Smz – + + – +

Т V. cholerae 5879 Nalr+ R372 NalrTmp/Smz – + + – +

D E. coli QD Rifr+ R375 RifrSmTmp/Smz – + – – –

Т V. cholerae 5879 Nalr+ R375 NalrSmTmp/Smz – + – – –

D E. coli QD Rifr+ R117 RifrSmTmp/Smz – + – – –

Т V. cholerae 5879 Nalr+ R117 NalrSmTmp/Smz – + – – –

D E. coli QD Rifr + R6878 RifrSmTmp/Smz – + + – +

Т V. cholerae 5879 Nalr+ R6878 NalrSmTmp/Smz – + + – +

D E. coli QD Rifr+ R301 RifrSmTmp/Smz – + + – +

Т V. cholerae 5879 Nalr+ R301 NalrSmTmp/Smz – + + – +

D E. coli QD Rifr+ R 3265/80 RifrCmSmTmp/Smz – + + – +

Т V. cholerae 5879 Nalr+ R 3265/80 NalrCmSmTmp/Smz – + + – +

Примечание. R — реципиент; D — донор; T — ТК. Маркеры устойчивости: Nalr — к налидиксовой кислоте; Rifr — к рифампицину; 
Sm — к стрептомицину; Cm — к левомицетину; Tmp/Smz — к триметоприму/сульфаметоксазолу. Гены: int — интегразы; qnr — 
устойчивости к фторхинолонам; dfrA1 — устойчивости к триметоприму; floR — устойчивости к левомицетину; tet — устойчивости к 
тетрациклину; +/– — наличие либо отсутствие признака.
Note. R  —  recipient; D — donor; T — transconjugant. Markers of resistance: Nalr — nalidixic acid; Rifr — rifampicin; Sm — streptomycin; 
Cm — chloramphenicol; Tmp/Smz — trimethoprim/sulfamethoxazole. Genes: int — integrase; qnr — resistance to quinolones; dfrA1 — 
resistance to trimethoprim; floR — resistance to chloramphenicol; tet — resistance to tetracycline; +/– — presence or absence of the 
marker.

дачи которой не зафиксировано (рисунок). Однако 
положительные результаты конъюгативного пере-
носа генов резистентности позволяют предполо-
жить их интеграцию в хромосому, что подтверди-
лось наличием у большинства штаммов V. cholerae, 
взятых в исследование, гена int, который стабильно 
передавался клеткам E. coli QD Rifr и в обратных 
кроссах V. cholerae О1 El Tor 5879 Nalr. 

Детекция генов антибиотикорезистентности 
выявила, что фенотипическая устойчивость штам-

мов к триметоприму/сульфаметоксазолу коррели-
ровала с наличием в них генов устойчивости dfrA1 
(табл. 2). 

Среди изученных штаммов фенотипом лево-
мицетинорезистентности обладал лишь штамм V. 
cho lerae О1 El Tor 3265/80. Однако ген устойчиво-
сти к левомицетину (floR) был обнаружен во всех 
исследованных штаммах V. cholerae О1 El Tor и в 
одном штамме V. cholerae nonO1/nonO139. Гены 
floR передавались в опытах конъюгации клеткам 
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E. coli QD5003 Rifr и в обратных кроссах V. cholerae  
О1 El Tor 5879 Nalr. 

Несмотря на сообщения о присутствии детер-
минант резистентности к тетрациклину в интегра-
тивных конъюгативных элементах клинических 
изолятов, выделенных после 2000 г. в разных регио-
нах мира (Мозамбик, Бангладеш, Вьетнам, Лаос, 
Гаити) [21–23], у изученных штаммов не обнаруже-
но генов устойчивости к тетрациклину.

Обсуждение
Наблюдения G.J. Barcak и соавт. [24] свидетель-

ствуют о наличии индуцибельной реверсируемой 
устойчивости к тетрациклину и хлорамфениколу 
у Flexibacter spp. Известно и о наличии молчащего 
гена левомицетинорезистентности у V. cholerae El 
Tor [25]. В экспериментах, проведенных нами ра-
нее, показано, что устойчивость к левомицетину и 
тетрациклину у холерного вибриона может не про-
являться фенотипически даже при наличии в гено-
ме генов резистентности к этим препаратам [26]. 

Также выявлено наличие генов устойчивости к 
фторхинолонам (qnr) в штаммах V. cholerae nonO1/
nonO139 375 и V. cholerae nonO1/nonO139 117, ко-
торые не передавались ТК. В литературе описа-
ны трансферабельные гены qnr, расположенные в 
SXT-элементе холерного вибриона [27], однако в 
нашем эксперименте в этих штаммах не обнаружен 
ген int, что может свидетельствовать об отсутствии 
SXT либо о наличии нового типа этой генетической 
структуры, как было показано в предыдущих иссле-
дованиях [12, 28]. 

Таким образом, обнаружение SXT-элемента 
в изученных штаммах V. cholerae и его успешный 
горизонтальный перенос подчеркивают необхо-
димость детекции таких мобильных генетических 
элементов для контроля над распространением ан-
тибиотикорезистентности у V. cholerae.
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