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Для выявления интегративных конъюгативных элементов (ICE) Vibrio parahaemolyticus сконструированы праймеры, 
фланкирующие место интеграции ICE в 5’ конец гена pfrC3. В случае интактного гена pfrC3 при проведении полиме-
разной цепной реакции формируется фрагмент размером 478 п.о., в случае вставки ICE продукт амплификации 
отсутствует. При анализе коллекции из 14 культур V. parahaemolyticus обнаружено отсутствие ампликона при анализе 
ДНК из штамма 19632. Проведенный полногеномный сиквенс этого штамма и последующий биоинформационный 
анализ показал, что у него между 5’ и 3’ концами гена pfrC3 встроен ICE-элемент размером 71 684 п.о., обозначенный 
нами как ICEVpaRus и кодирующий 91 ген. В составе идентифицированного ICEVpaRus и двух ранее описанных ICE 
элементов V. parahaemolyticus ICEVpaCan1 и IECVpaTF2 не идентифицирован ни один из генов антибиотикорезистент-
ности. Анализ идентифицированных генов показал высокую степень уникальности белков для каждого ICE, а также 
присутствие значительного числа гипотетических протеинов, т.е. белков с не установленной на данный момент функ-
цией. 
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To identify integrative conjugative elements (ICE) of Vibrio parahaemolyticus, primers flanking the place of integration of ICE 
into the 5’ end of the pfrC3 gene were constructed. In the case of an intact pfrC3 gene, a fragment with a size of 478 bp is 
formed during PCR, in the case of ICE insertion, there is no amplification product. When analyzing a collection of 14 cultures 
of V. parahaemolyticus, the absence of an amplicon was found when analyzing DNA from strain 19632. A full-genome 
sequence of this strain and subsequent bioinformatic analysis showed that it has an ICE element embedded between the 5’ and 
3’ ends of the pfrC3 gene, designated by us as ICEVpaRus with a size of 71,684 bp and encoding 91 genes. None of the 
antibiotic resistance genes were identified in the identified ICEVpaRus and two previously described ICE elements of 
V. parahaemolyticus ICEVpaCan1 and IECVpaTF2. The analysis of the identified genes showed a high degree of uniqueness 
of proteins for each ICE, as well as the presence of a significant number of hypothetical proteins, i.e. proteins with currently 
unknown function.
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V ibrio parahaemolyticus – грамотрицательная галофиль-

ная бактерия, которая является основной причиной 

диарейных заболеваний, связанных с морепродуктами [1], 

септицемией и раневой инфекцией [2, 3]. Интегративные 

конъюгативные элементы (ICE) представляют собой мобиль-

ные генетические элементы, способные к горизонтальному 

переносу и кодирующие широкий спектр генетической 

информации, включая устойчивость к антибиотикам и тяже-

лым металлам [4]. Значение ICE в биологии Vibrio cholerae и 

реализации патогенного потенциала, включая резистент-

ность к антибиотикам, изучены достаточно полно [5–7]. 

На этом фоне роль ICE в случае V. parahaemolyticus иссле-

дована чрезвычайно слабо. Имеющиеся немногочисленные 

данные противоречивы. Так, среди 594 изолятов 

V. parahaemolyticus из культивируемых устриц и эстуарной 

воды, несмотря на наличие 74,1% изолятов с устойчивостью к 
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одному антибиотику и 13,5% изолятов с множественной ле-

карственной устойчивостью, не было выявлено ни одного ICE-

элемента [8]. В то же время 59 из 997 изолятов из пресновод-

ных креветок (5,9%) были предположительно ICE-позитивными 

по наличию положительного результата в полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) на присутствие пяти генов, характерных 

для SXT/R391-подобных ICE (int, attR, traC, setR и traI). 

Интересен тот факт, что устойчивость V. parahaemolyticus к 

тяжелым металлам была характерна для ICE-положительных 

штаммов с более чем восемью маркерами устойчивости к 

антибиотикам [4]. Имеются сообщения о возможном присут-

ствии ICE, лишенных генов устойчивости к антибиотикам, в 

трех изолятах V. parahaemolyticus, выделенных из воды мол-

люсков в 2002–2003 гг. в Мозамбике [9].

Однако в глобальной базе данных ICE-элементов ICEberg2 

[10] присутствует всего один охарактеризованный ICE-

элемент V. parahaemolyticus – ICEVpaCan1, выявленный в 

штамме V. parahaemolyticus S107-1 [11], при этом в GenBank 

также представлен еще один ICE-элемент IECVpaTF2, вы-

явленный в штамме TF2 (NCBIAccessionNumberMN201567). 

Очевидно, подобная ситуация обусловлена отсутствием ме-

тодики выявления и идентификации ICE-элементов V. para-

haemolyticus. 

В связи с этим цель настоящего исследования состояла в 

разработке алгоритма поиска ICE-элементов у V. para-

haemolyticus и его апробации на наборе штаммов.

Материалы и методы

В работе использованы 14 штаммов V. parahaemolyticus 

19632, Р-14810, 19366, 20647, 20404, 19744, 19529, 19394, 

19379, 19234, 19167, 19016, 19008, 19014 из лаборатории 

«Коллекция патогенных микроорганизмов» ФКУЗ 

«Ростовский-на-Дону противочумный институт» 

Роспотребнадзора. Штаммы культивировали 24–48 ч на 

агаре Мартена с 2% хлорида натрия при 37°С. 

Полногеномное секвенирование штаммов V. para-

haemolyticus проведено в ходе выполнения стратегической 

инициативы социально-экономического развития Российской 

Федерации до 2030 г. «Санитарный щит страны – безопас-

ность для здоровья (предупреждение, выявление, реагиро-

вание)» на платформе MiSeq (Illumina, США) и OxfordNanopore 

(США). Сборку геномов, представленных в виде ридов, про-

водили с использованием программы Spades [12]. 

Полногеномные сиквенсы V. parahaemolyticus также были 

получены из базы данных NCBI. Поиск открытых рамок счи-

тывания проводили с использованием программы Glimmer3 

[13]. Для аннотации и идентификации генов использовали 

программу blastx из пакета BLAST+ с использованием по-

следовательностей референсных генов, полученных из базы 

данных uniprot.org [14]. Визуализацию расположения генов 

проводили с использованием пакета pyGenomeViz [15]. 

Условия проведения ПЦР (15 циклов амплификации) и учета 

результатов описаны ранее [16].

Результаты исследования и их обсуждение

Известно, что ICE различных микроорганизмов могут ин-

тегрироваться в самые различные сайты, при этом для не-

которых ICE-элементов сайт прикрепления часто находится 

в гене тРНК [17, 18]. Однако в случае V. cholerae ICE элемент 

стабильно интегрируется в 5’ конец гена pfrC3 размером 

1590 п.о., детерминирующего белковый продукт peptide 

chain release factor 3 размером 529 аминокислот [7, 19]. 

Мы предположили, что эта закономерность интеграции 

ICE-элементов в геноме холерного вибриона свойственна и 

для близкородственного V. parahaemolyticus. Предвари-

тельный биоинформационный анализ показал, что гены 

pfrC3 V. cholerae и V. parahaemolyticus совпадают по нуклео-

тидной и аминокислотной последовательности продуктов на 

78 и 88% соответственно, а совпадение по гену интегразы 

ICE-элементов достигает 96–98%.

В связи с этим нами для выявления состояния гена pfrC3 

V. parahaemolyticus (нативный или наличие вставки) были 

сконструированы праймеры (прямой: CGAGAATACCGCG 

CAAAATTG и обратный: CAGACGTGTTACTTCCATTAGCT), 

фланкирующие место предположительной интеграции ICE-

элемента. В случае интактного гена pfrC3 при использова-

нии данных праймеров формируется фрагмент размером 

478 п.о., в случае вставки размер ожидаемого фрагмента 

превышает 50 т.п.о. поскольку содержит в своем составе 

последовательность интегрированного ICE-элемента, что 

приводит к отсутствию продукта амплификации. Этот мето-

дический прием in vitro был успешно использован ранее для 

выявления встраивания генетического островка VcB во вто-

рую хромосому V. cholerae [16].

Результат амплификации с праймерами, фланкирующи-

ми участок гена pfrC3, представленный на рис. 1, показал 

отсутствие специфического ампликона в случае проведения 

ПЦР-анализа ДНК штамма 19632 (рис. 1, лунка 1). При изу-

чении остальных 13 штаммов V. parahaemolyticus из рабочей 

коллекции регистрировали появление целевого продукта 

(рис. 1, лунки 2–4). Данный результат расценивался нами 

как факт наличия большой вставки в ген pfrC3 в геноме 

только штамма V. parahaemolyticus 19632.

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов ДНК штаммов 

V. parahaemolyticus с праймерами, фланкирующими участок 

гена pfrC3, в геле 8% полиакриламида. Лунки 1–4: результат 

реакции со штаммами 19632, Р-14810, 19366, 20647. 

Специфический ампликон присутствует только в лунках 2, 3 и 4.

Fig. 1. Electrophoregram of PCR DNA products of V. parahaemolyticus 
strains with primers flanking a section of the pfrC3 gene in a gel of 
8% polyacrylamide. Wells 1–4 result of reaction with strains 19632, 
P-14810, 19366, 20647. The specific amplicon is present only in 
wells 2, 3 and 4.
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В связи с этим нами был проведен сиквенс штамма 

V. parahaemolyticus 19632 с предположительной вставкой и 

13 «нативных» штаммов, несущих по данным ПЦР интакт-

ный ген pfrC3. Для получения более достоверных результа-

тов сиквенс каждого штамма проведен дважды на двух 

платформах: Illumina MiSeq и Oxford Nanopore, что дало воз-

можность собрать гибридные последовательности геномов.

Биоинформационный анализ полученных гибридных по-

следовательностей показал, что между 5’ и 3’ концами гена 

pfrC3 в геноме штамма 19632 встроен ICE-элемент, обозна-

ченный нами как ICEVpaRus. В геномах 13 «нативных» 

штаммов, как и предполагали, присутствовал интактный ген 

pfrC. Штамм V. parahaemolyticus19632, выделенный в 2013 г. 

из морской воды на пляже г. Новороссийска, не содержал 

генов tdh и trh.

Проведен сравнительный анализ геномного состава об-

наруженного ICEVpaRus и двух известных элементов – 

IECVpaTF2 и ICEVpaCan1, показавший существенное раз-

личие в локализации и структуре генов (рис. 2). Размеры 

генетических структур составили: ICEVpaCan1 – 81 492 п.о., 

ICEVpaTF2 – 83 588 п.о. Выявленный нами у штамма 

V. parahaemolyticus 19632 ICEVpaRus имел размер 71 684 п.о. 

В структуре трех ICE-элементов V. parahaemolyticus иденти-

фицировано 143 гена, при этом в составе ICEVpaCan1 и 

ICEVpaRus был выявлен 91 ген, а в IECVpaTF2 – 93 гена. 

Общими для всех трех ICE-элементов был 61 ген. Интересно 

отметить, что ни в одном из изученных ICE-элементов 

V. parahaemolyticus программой blastx не идентифицирован 

ни один из генов антибиотикорезистентности, что согласует-

ся с данными об отсутствии связи между резистентностью 

V. parahaemolyticus к антибиотикам и наличием ICE-элемента 

[8, 9]. Эти результаты противоречат известным данным о 

роли ICE-элементов V. cholerae в детерминировании устой-

чивости к антибиотикам [6, 7, 20]. Анализ идентифицирован-

ных генов показал высокую степень уникальности белков в 

составе изученных ICE-элементов. Число уникальных генов 

для каждого ICE элемента составило 22, 27 и 23 соответ-

ственно (таблица). Кроме того, интересен факт присутствия 

значительного числа гипотетических протеинов, т.е. белков 

с неустановленной на данный момент функцией. Вероятно 

участие подобных структур, входящих в состав ICE-

элементов V. parahaemolyticus, в реализации новых призна-

ков, в т.ч. в обеспечении резистентности хозяина к токсиче-

скому воздействию ионов тяжелых металлов [21–23].

Заключение

Таким образом, на основании проведенной работы пред-

ложен алгоритм поиска ICE-элементов V. parahaemolyticus, 

основанный на отборе с помощью сконструированных прай-

меров штаммов, содержащих вставку в ген pfrC, и их после-

дующего секвенирования. В результате использования 

предложенного алгоритма у V. parahaemolyticus идентифи-

цирован новый ICE – ICEVpaRus, содержащий 91 ген, но не 

содержащий генов антибиотикорезистентности. В противо-

вес V. cholerae, в случае V. parahaemolyticus все охарактери-

зованные на данный момент ICE-элементы не содержат де-

терминант устойчивости к антибиотикам. Возможная роль 

ICE-элементов в биологии этого возбудителя пока не ясна и 

нуждается в дальнейшем изучении, в т.ч. в плане возможной 

толерантности возбудителя к воздействию тяжелых метал-

лов. 

Таблица. Характеристика генов, идентифицированных в 

составе ICE-элементов V. parahaemolyticus
Table. Characteristics of the genes identified in the composition of 
the ICE elements of V. parahaemolyticus

Характеристика генов, 
детерминируемых ICE /
Characteristics of genes 
determined by ICE

Тип ICE-элемента / 
ICE-element type

ICEVpaCan1 ICEVpaRus ICEVpaTF2

Специфичен для ICEVpaCan1 /
Specific to ICEVpaCan1

22

Специфичен для ICEVpaRus /
Specific to ICEVpaRus

27

Специфичен для ICEVpaTF2 /
Specific to ICEVpaTF2

23

Гипотетические протеины /
Hypothetical proteins

18 14 21

Рис. 2. Сравнение структуры трех ICE-элементов V. parahaemolyticus.

Fig. 2. Comparison of the structure of three ICE elements of V. parahaemolyticus.

ICEVpaRus

ICEVpaCan1

ICEVpaTF2
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