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Сальмонеллезная инфекция распространена 
во всех странах мира, причем в последние сорок 
лет вспышки этой болезни участились, а спора-
дическая заболеваемость не имеет тенденции к 
снижению. Сальмонеллез занимает первое место 
в структуре острых кишечных инфекций, вызы-
ваемых бактериями. В большинстве стран мира 
ведущее значение в заболеваемости сальмонел-
лезом имеет Salmonella enterica подвид enterica 
серовар enteritidis (S. enteritidis).

Для внутривидовой дифференциации саль-
монелл используются методы, основанные на 
исследовании плазмидной и хромосомной ДНК 
[22]. К первой группе методов относятся плаз-
мидный и рестрикционный анализы плазмидных 
ДНК [17, 22], вторая группа включает риботипи-
рование [12], IS200- [22] и RAPD-типирование 
[19], электрофорез в пульсирующем поле [22] 
и MLVA [14] и MLST [11]. При исследовании 
S. enteritidis методами второй группы, в отличие 
от других сероваров сальмонелл, была показана 
высокая клональность популяции микроба [20]. 
Относительная дороговизна и низкая разрешаю-
щая способность для S. enteritidis ограничивают 

распространение данной группы методов. По-
этому в эпидемиологических исследованиях ча-
сто применяется метод плазмидного анализа [5, 
15, 16], который позволяет дифференцировать 
бактерии внутри одного серовара по содержа-
нию имеющихся в них мобильных генетических 
элементов – плазмид. Каждый отличающийся 
набор плазмид называется плазмидным типом, 
большое разнообразие которых характерно для 
S. enteritidis [5, 13, 16–18]. Плазмидный анализ 
для типирования сальмонелл характеризует-
ся хорошей воспроизводимостью результатов, 
достаточной разрешающей силой, сравнитель-
ной легкостью выполнения и интерпретации 
полученных данных, а плазмиды содержатся 
у 95 % штаммов сальмонелл [5, 16]. Показана 
устойчивость наследования плазмид в штаммах 
S. enteritidis на протяжении длительного пери-
ода наблюдений [5, 17]. Однако некоторые ис-
следователи утверждали, что плазмиды, являясь 
мобильными генетическими элементами, могут 
утрачиваться, приобретаться и передаваться от 
сальмонелл и обратно к другим видам семейства 
Enterobacteriaceae [7, 21].
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Все плазмиды по молекулярной массе услов-
но можно разделить на высоко- (свыше 10 МДа) 
и низкомолекулярные (менее 10 МДа). К высоко-
молекулярным плазмидам относятся, например, 
плазмида вирулентности массой 38 МДа (59372 
пары оснований (п. о.)), встречающаяся у боль-
шинства штаммов S. enteritidis [3, 8, 9], и плаз-
миды антибиотикорезистентности, которые у 
S. enteritidis выявляются редко [5, 17]. Наиболь-
ший интерес представляют низкомолекулярные 
плазмиды, которые могут играть роль эпидемио-
логических маркеров возбудителя [5, 16, 17]. 
Одной из них является небольшая плазмида 
молекулярной массой 2,3 МДа (3609 п. о.) [5]. 
Данная плазмида исследована нами методом 
рестрикционного анализа с использованием эн-
донуклеазы рестрикции TaqI, показан ее одина-
ковый рестрикционный профиль как в составе 
плазмидного типа 38  :  2,3 МДа, так и в штам-
мах микроба, содержащих единственную плаз-
миду 2,3 МДа (3609 п. о.) [5]. Ранее проведен-
ные нами исследования плазмиды pJ с массой 
1,4 МДа (2096 п. о.) установили их идентичность 
и трансконтинентальное распространение штам-
мов S. enteritidis, содержащих данную плазми-
ду [4]. В настоящей работе подобным образом 
изучена следующая по встречаемости в штаммах 
S. enteritidis плазмида с молекулярной массой 
2,3 МДа.

Целью настоящего исследования являлось 
сравнительное изучение плазмид с молекуляр-
ной массой 2,3 МДа (3609 п. о.), а также их рас-
пространение в штаммах S. enteritidis, изолиро-
ванных из различных экологических источников 
в разное время на территории Российской Феде-
рации.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Для исследования отобрано 33 штамма 
S. enteritidis, содержащих плазмиду с молеку-
лярной массой 2,3 МДа (3609 п. о.), что было 
выявлено путем плазмидного анализа. Штаммы 
выделены от больных (31 штамм) и из пищевых 
продуктов предприятий промышленного птице-
водства (куры) в розничной торговле (2 штамма) в 
период с 1995 по 2017 г. в Приморском (12 штам-
мов), Хабаровском (4 штамма) краях, Еврейской 
АО (4 штамма), Камчатской (2 штамма), Саха-
линской (1 штамм), Иркутской (3 штамма), Но-
восибирской (4 штамма), Омской (1 штамм), 
Мурманской (1 штамм) областях и Удмуртской 
Республике (1 штамм). Идентификацию сальмо-
нелл проводили общепринятыми методами [1], 
определение молекулярно-весового спектра плаз-
мид в штаммах сальмонелл – по [10]. Известные 

плазмиды pJ (1,4 МДа), RP4 (38 МДа), pBR322 
(2,9 МДа) и pVM82 (82 МДа) использовали как 
стандарты для молекулярной массы.

Плазмидную ДНК для ПЦР выделяли с ис-
пользованием наборов AxyPrep Plasmid Miniprep 
Kit (AxyGen Scientific Inc., США). ПЦР про-
водили в амплификаторе «Терцик» (ООО 
«ДНК-Технология», Россия). Реакцию выпол-
няли в объеме 25 мкл с использованием набора 
ScreenMix-HS (Евроген, Россия). Программа 
состояла из следующих этапов: 1 цикл 94 °С 
5 мин, 30 циклов 94 °С 1 мин, 57 °С 1 мин, 72 °С 
1 мин и 1 цикл 72 °С 5 мин. Электрофорез про-
дуктов ПЦР вели в 1%-м агарозном геле (Serva 
Electrophoresis GmbH, ФРГ) и в 1× трисборат-
ном буфере. Гели окрашивали в бромистом эти-
дии и фотографировали в УФ-свете в системе 
гель-документирования Bio-Rad XR (Bio-Rad 
Laboratories Inc., США). В качестве маркера мо-
лекулярного веса использовали PCR Markers 
(Promega Corp., США), в качестве отрицатель-
ных контролей для ПЦР – 4 штамма S. enteritidis 
и 1 штамм S. typhimurium плазмидных типов, не 
содержащих плазмиду 2,3 МДа (3609 п. о.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование штаммов S. enteritidis в плаз-
мидном анализе показало, что они относились к 
8 плазмидным типам: 12 штаммов – к плазмид-
ному типу 38 : 2,3 МДа, 5 штаммов – 2,3 МДа, 
7 штаммов – 38 : 30 : 2,3 МДа, 2 штамма – 
50 : 38 : 30 : 2,3 МДа, 4 штамма – 38 : 2,3 : 1,4 МДа, 
1 штамм – 38 : 4,4 : 2,3 : 1,4 МДа, 1 штамм – 
38 : 3,0 : 2,3 МДа и 1 штамм 30 : 2,3 МДа. Об-
щим для всех исследованных штаммов было 
присутствие в них плазмиды молекулярной мас-
сой 2,3 МДа (3609 п. о.). Анализ базы данных 
GenBank показал наличие в нем одной плазмиды 
с молекулярной массой, схожей с нашей плаз-
мидой. Это безымянная плазмида из штамма 
S. typhimurium var. 5- CFSAN001921 молекуляр-
ной массой 3609 п. о. (Acc. No. CP006052). Ее 
последовательность из GenBank в дальнейшем 
была использована для подбора праймеров.

Для исследования, является ли плазмида 
молекулярной массой 2,3 МДа (3609 п. о.) из 
исследуемых штаммов S. enteritidis родствен-
ной к плазмиде из штамма S. typhimurium var. 
5- CFSAN001921, мы подобрали три пары прай-
меров, расположенные в различных областях 
плазмиды (табл. 1). Для проверки специфич-
ности всех пар праймеров были отобраны пять 
штаммов S. enteritidis, содержащих единствен-
ную плазмиду массой 2,3 МДа (3609 п. о.). Эти 
штаммы выделены в Приморском крае, Новоси-
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бирской и Иркутской областях, а также в Респуб-
лике Удмуртия в 1995–2015 гг. от больных. Все 
они давали положительную реакцию со всеми 
праймерами. Таким образом, выделенные нами 
плазмиды из трех штаммов S. enteritidis являют- 
ся родственными ранее описанной плазмиде из 
штамма S. typhimurium var. 5- CFSAN001921.

Следующим этапом было исследование 
оставшихся отобранных 29 штаммов семи плаз-
мидных типов S. enteritidis, которое показало, что 
во всех штаммах амплифицировались фрагменты 
массой 493, 396 и 580 п. о., за исключением трех 
штаммов, выделенных в 2016–2017 гг. (табл. 2). 
Следовательно, плазмида массой 2,3 МДа 
(3609 п. о.), содержащаяся в 30 исследованных 
штаммах S. enteritidis 7 плазмидных типов, по 
результатам ПЦР-анализа сходна с плазмидой 
из штамма S. typhimurium var. 5- CFSAN001921. 
Исключение составили три штамма плазмидных 
типов 38 : 2,3 : 1,4 и 38 : 2,3 : 1,4 МДа, выделен-
ные в 2016–2017 гг. Данные штаммы давали по-
ложительный результат только с парой прайме-
ров p2.3-2, тогда как пары праймеров p2.3-1 и 
p2.3-3 показали отрицательный результат. Таким 
образом, в последние годы данные плазмиды из- 
менились.

Для проверки специфичности праймеров, 
используемых для амплификации выбранных 
участков ДНК плазмиды массой 2,3 МДа, было 
исследовано 4 штамма S. enteritidis других плаз-
мидных типов, не содержащих плазмиду массой 
2,3 : 38, 38 : 1,4, 38 : 2,2 и 38 : 30 МДа и один штамм 
S. typhimurium с плазмидой 60 МДа. Ни с одним 
из этих штаммов не выявили амплификации ка-
кого-либо фрагмента.

Плазмида массой 2,3 МДа (3609 п. о.) до-
статочно широко распространена в штаммах 
S. enteritidis, выделенных на территории Сибири 
и Дальнего Востока [2, 5, 6]. Кроме того, показа-
но, что такие же плазмиды выделяются и в дру-
гих регионах России, например, в Мурманской 
области и Республике Удмуртия. Наиболее полно 
ее распространение можно проследить на штам-

мах, выделенных в Приморском крае. Плазмида 
массой 2,3 МДа обнаружена у 8,2 % от всех ис-
следованных штаммов за весь период наблюде-
ний с 1995 г., когда впервые она была выявлена 
у приморских штаммов, таким образом, являясь 
второй низкомолекулярной плазмидой по рас-
пространенности среди приморских штаммов 
S. enteritidis [5]. При этом основным плазмидным 
типом, содержащим данную плазмиду, является 
тип 38 : 2,3 МДа (5,22 % от всех исследованных 
штаммов).

Нами исследованы методом ПЦР 12 штаммов 
микроба, выделенных от больных в Приморском 
крае с 1995 по 2017 г. Кроме того, исследовано 
19 штаммов, выделенных в других субъектах Си-
бири и Дальнего Востока на протяжении 10 лет. 
Во всех случаях, кроме трех вышеупомянутых, 
в штаммах, изолированных от больных и из пи-
щевых продуктов во всех изученных регионах, 
плазмиды были родственны плазмиде из штамма 
S. typhimurium var. 5- CFSAN001921. Плазмида 
2,3 МДа (3609 п. о.) прослежена в штаммах ми-
кроба плазмидного типа 38 : 2,3 МДа на протяже-
нии 19 лет, а в штаммах остальных плазмидных 
типов – в основном более 9 лет. В 30 из 33 случа-
ев исследование штаммов в ПЦР с тремя парами 
специфических праймеров приводило к ампли-
фикации всех трех фрагментов ДНК, что указы-
вало на родство плазмиды 2,3 МДа плазмиде из 
штамма S. typhimurium var. 5- CFSAN001921.

Таким образом, разработанные нами прайме-
ры доказали свою специфичность для плазмиды 
p2.3 молекулярной массой 3609 п. о. Большин-
ство (91 %) исследованных штаммов S. enteritidis 
независимо от молекулярно-весового спектра 
плазмид штаммов, времени, места и источника 
выделения содержали плазмиду массой 2,3 МДа, 
родственную ранее депонированной плазмиде 
из штамма S. typhimurium var. 5- CFSAN001921. 
Плазмиды из трех штаммов, выделенных в по-
следние два года, давали лишь один фрагмент из 
трех, что свидетельствует об их гетерогенности и 
необходимости дополнительного изучения с при-
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Таблица 1
Праймеры, использованные для анализа плазмиды 2,3 мда

Название 
праймера Последовательность (5′ → 3′) Фрагмент / место расположения 

в плазмиде

p2.3-1f TCAGAAGATATGCACGGACCA 493 п. о. / 2844–3336 п. о.p2.3-1r TAGCTTCCCGGGGAGAAAAC
p2.3-2f GCAGATGACAGACAGAACGGA 396 п. о. / 299–694 п. о.p2.3-2r TGTGGATAACCGCATTACCGT
p2.3-3f ATAATCTGGCGAAATGACTTTCCT 580 п. о. / 1418–1997 п. о.p2.3-3r TGGTAATAAGGTCGATGAGAGC
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менением метода секвенирования ДНК. Следо-
вательно, можно говорить о всероссийском рас-
пространении данной плазмиды на евразийском 
континенте, поскольку штаммы, содержащие 
плазмиду p2.3, выделены в Дальневосточном, 
Сибирском, Приволжском и Северо-Западном 
федеральных округах Российской Федерации. 
При этом родственная плазмида из штамма 
S. typhimurium var. 5- CFSAN001921 выделена в 
США. Учитывая данный факт, можно предполо-
жить, что данная плазмида не является сероваро-
специфической.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные данные позволяют говорить о 
том, что плазмида молекулярной массой 2,3 МДа, 
обнаруженная в штаммах различных плазмид-
ных типов S. enteritidis, выделенных в Рос- 
сии, является родственной плазмиде из штамма 
S. typhimurium var. 5- CFSAN001921, выделенного 
в США. При этом плазмида 2,3 МДа обнаружена 
в штаммах S. enteritidis различного происхожде-
ния (больные, продукты питания) на протяже-
нии 22 лет наблюдений. Учитывая, что плазмида 
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Таблица 2
Характеристика исследованных штаммов S. enteritidis, содержащих плазмиду 

молекулярной массой 2,3 мда

Год Плазмидный тип 
(МДа)

Количество 
штаммов 

(источник)
Регион

Размеры ампликонов, 
образующихся с праймерами 

(п. о.):
p2.3-1 p2.3-2 p2.3-3

1995 2,3 1 Приморский край 493 396 580
1998 38 : 2,3 1 Приморский край 493 396 580
2006 38 : 2,3 1 Хабаровский край 493 396 580
2007 38 : 2,3 1 (продукт) Иркутская область 493 396 580
2008 38 : 30 : 2,3 1 Приморский край 493 396 580
2009 50 : 38 : 30 : 2,3 1 Хабаровский край 493 396 580
2011 38 : 2,3

38 : 2,3
2,3
2,3

1
1 (продукт)

1
1

Хабаровский край
Омская область
Новосибирская область
Удмуртская Республика

493
493
493
493

396
396
396
396

580
580
580
580

2012 38 : 2,3
38 : 2,3
38 : 2,3

1
1
1

Приморский край
Еврейская АО
Иркутская область

493
493
493

396
396
396

580
580
580

2013 50 : 38 : 30 : 2,3
30 : 2,3

38 : 2,3 : 1,4
2,3

1
1
1
1

Приморский край
Хабаровский край
Сахалинская область
Иркутская область

493
493
493
493

396
396
396
396

580
580
580
580

2014 38 : 30 : 2,3
38 : 30 : 2,3

38 : 2,3
38 : 2,3

1
2
1
1

Приморский край
Еврейская АО
Новосибирская область
Мурманская область

493
493
493
493

396
396
396
396

580
580
580
580

2015 38 : 30 : 2,3
38 : 30 : 2,3

2,3

1
1
1

Приморский край
Еврейская АО
Новосибирская область

493
493
493

396
396
396

580
580
580

2016 38 : 2,3 : 1,4
38 : 2,3 : 1,4

38 : 2,3
38 : 2,3 : 1,4

1
1
1
1

Приморский край
Камчатский край
Камчатский край
Новосибирская область

–
493
493
–

396
396
396
396

–
580
580
–

2017 38 : 2,3
38 : 30 : 2,3
38 : 3,0 : 2,3

38 : 4,4 : 2,3 : 1,4

1
1
1
1

Приморский край
Приморский край
Приморский край
Приморский край

493
493
493
–

396
396
396
396

580
580
580
–

Всего 8 типов 33 10 регионов
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p2.3 выделена от больных в США, а исследован-
ные нами штаммы – от больных и из продуктов 
животного происхождения в России, можно пола-
гать, что ареал ее распространения носит транс-
континентальный характер.
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HETEROGENEITY OF 2.3 MDa PLASMIDS IN Salmonella ENTERITIDIS STRAINS

Aleхey Vladimirovich RAKOV, Felix Nikolaevich SHUBIN, Nataliya Anatolievna KUZNETSOVA, 
Alina Sergeevna SOLOVYEVA

Somov Institute of Epidemiology and Microbiology
690087, Vladivostok, Sel’skaya str., 1

The aim of the research was to study plasmids 2.3 MDa (3609 bp) and their distribution in Salmonella Enteritidis strains 
isolated from various environmental sources at different times on the territory of the Russian Federation. Material 
and methods. A PCR typing of 33 S. Enteritidis strains, isolated for the period from 1995 to 2017, containing plasmid 
2.3 MDa described earlier in microbe strains has been carried out. Results and discussion. The plasmid was firstly 
sequenced by us. Its relatedness to plasmid in GenBank from the strain of S. Typhimurium CFSAN001921 described in 
the United States has been revealed. It has been established that plasmid p2.3 presents within 23 years in S. Enteritidis 
strains isolated from patients and food at administrative territories of majority of the Russian Federation subjects. In 
addition, it has been shown that plasmid p2.3 can be heterogeneous in nucleotide composition. Conclusion. Considering 
the fact that plasmid p2.3 was isolated from patients in the USA, and strains we investigated were from patients and food 
in Russia, it can be assumed that the distribution area of the plasmid has a transcontinental nature.

Key words: Salmonella Enteritidis, plasmid p2.3, plasmid analysis, polymerase chain reaction.
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