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цель – анализ происхождения ctxAB–tcpA+ Vibrio cholerae о1 El Tor из поверхностных водоемов на неэндемич-
ной по холере территории, а также их филогенетического родства с различными по эпидемической значимости 
группами штаммов на основе исследования структуры генов жизнеобеспечения и полных геномов. материалы 
и методы. в исследование включено 25 штаммов V. cholerae, выделенных в сибири и на дальнем востоке, в том 
числе два ctxAB–tcpA+ штамма из поверхностных водоемов (алтайский край, 2011 г.; хабаровский край, 2013 г.). 
для филогенетического анализа использованы геномы 36 штаммов V. cholerae из GenBank. MLST проводилось 
по генам dnaE, cat, lap, pgm, recA, gyrB, chi, MLST in silico – по генам adk, gyrB, metE, mdh, pntA, purM, pyrC. 
реконструкция филогении осуществлялась на основании анализа SNP в геномах V. cholerae с использованием 
программы PhyML 3.0. результаты и обсуждение. при MLST ctxAB–tcpA+ V. cholerae о1 El Tor из поверхностных 
водоемов формируют самостоятельный генотип в группе токсигенных штаммов и спонтанных мутантов токсиген-
ных штаммов. в in silico MLST ctxAB–tcpA+ изоляты демонстрируют принадлежность к Sт75, характерному для 
US Gulf филогенетической линии. при SNP-типировании штаммы ctxAB–tcpA+ из поверхностных водоемов вош-
ли в группу, основание которой представлено US Gulf V. cholerae, а изолят из хабаровска (2013 г.) демонстрирует 
высокий уровень гомологии генома с US Gulf-подобным штаммом, выделенным в китае (2009 г.). установлена 
идентичность организации острова патогенности VPI-1 у штаммов из хабаровска и китая, а также наличие у них 
острова пандемичности VSP-I. результаты свидетельствуют о принадлежности ctxAB–tcpA+ V. chole rae из поверх-
ностных водоемов сибири и дальнего востока к US Gulf филогенетической линии и, в совокупности с данными 
эпидемиологического анализа, позволяют судить об их завозном происхождении. 

Ключевые слова: Vibrio cholerae, мультилокусное сиквенс-типирование, полногеномное секвенирование, фи-
логенетический анализ.
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Abstract. Objective is analyzing the origin of the ctxAB–tcpA+ Vibrio cholerae о1 El Tor strains isolated from the 
surface water bodies in the territory that is non-endemic of cholera; as well as investigating their phylogenetic relations 
to varying by epidemic significance groups of strains, based on the structure of housekeeping genes and whole genome 
structure. Materials and methods: we examined 25 V. cholerae strains, isolated in Siberia and Far East, including two 
ctxAB–tcpA+ strains from surface water sources (Altai Territory, 2011; Khabarovsk Territory, 2013). Phylogenetic analysis 
included genomes of 36 V. cholerae strains from GenBank. Multilocus sequence typing (MLST) was carried out based 
on dnaE, cat, lap, pgm, recA, gyrB, and chi genes; in silico MLST – adk, gyrB, metE, mdh, pntA, purM and pyrC genes. 
Reconstruction of phylogeny was performed based on the comparative analysis of core genome SNPs in PhyML 3.0. 
Results and discussion. MLST of ctxAB–tcpA+ V. cholerae о1 El Tor strains from the surface water bodies revealed that 
such strains form an individual genotype in the cluster of toxigenic strains and spontaneous mutants of toxigenic strains. 
According to results of in silico MLST, ctxAB–tcpA+ isolates belong to Sт75, common to US Gulf phylogenetic line. 
Based on SNP-typing, ctxAB–tcpA+ strains from the surface water sources were assigned to the group, originating from 
US Gulf V. cholerae, moreover isolate from Khabarovsk (2013) demonstrated high degree of genome homology with US 
Gulf-like strain from China (2009). For strains from Khabarovsk and China, we also showed the compositional identity 
of the pathogenicity island VPI-I and the presence of pandemicity island, VSP-1. The results testify to the fact that ctxAB–

tcpA+ V. cholerae strains, isolated in Siberia and Far East, originate from the US Gulf phylogenetic line. Furthermore, 
taking into account the results of epidemiological analysis, we can deduce that these strains are imported ones.
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внутривидовое разнообразие живых организ-
мов, с одной стороны, рассматривается как потенци-
ал эволюционных преобразований и, с другой – как 
основа сохранения вида в меняющихся условиях 
среды [1, 2]. известно, что вид Vibrio cholerae харак-
теризуется существенной гетерогенностью феноти-
пических и молекулярно-генетических свойств. в 
популяциях этиологического агента текущей панде-
мии холеры (токсигенного вибриона эль тор) уста-
новлена вариабельность структурной организации 
мобильных генетических элементов, детерминиру-
ющих биосинтез основных факторов патогенности 
возбудителя, обеспечивающих пандемический по-
тенциал, резистентность микроорганизма к антибак-
териальным препаратам [3–6]. 

наряду с указанными тенденциями, гетероген-
ность вибриона эль тор определяется существова-
нием эпидемически неопасных вариантов, лишен-
ных генов основных факторов патогенности – хо-
лерного токсина (ctxAB) и токсин-корегулируемых 
пилей адгезии (tcpА). такие варианты V. cholerae 
El Tor достаточно широко распространены и обна-
руживаются в водных объектах на неэндемичных 
территориях в благополучный по холере период. 
вместе с тем зарегистрированы случаи выделения 
штаммов, содержащих ген tcpA при отсутствии гене-
тических детерминант холерного токсина (генотип 
ctxAB–tcpA+). V. cholerae с генотипом ctxAB–tcpA+ в 
2005 г. послужили этиологическим агентом вспыш-
ки в г. каменске ростовской области (2 больных и 30 
вибриононосителей) [7]. в поверхностных водоемах 
нетоксигенные вибрионы эль тор с геном tcpA обна-
руживались в период указанной вспышки, а также в 
отдельных случаях при отсутствии больных холерой 
в ряде регионов российской Федерации, в том числе 
в алтайском и хабаровском краях. учитывая при-
сутствие в геноме одного из ключевых генов патоген-
ности возбудителя ctxAB–tcpA+, варианты холерного 
вибриона отнесены к потенциально эпидемически 
опасным [8, 9]. г.г. онищенко и соавт. [8] установ-
лено отсутствие у этой группы штаммов полноцен-
ных островов пандемичности, что, по заключению 
авторов, характерно для предпандемичных клонов 
возбудителя холеры эль тор. позднее показано, что 
штаммы ctxAB–tcpA+ из поверхностных водоемов на 
фоне эпидблагополучия не содержат островов пан-
демичности, дистанцированы как от токсигенных, 
так и от отнесенных к производным токсигенных 
штаммов ctxAB–tcpA+ вибрионов и, соответственно, 
не представляют эпидемической опасности [10]. 

вместе с тем, несмотря на комплексные иссле-

дования данной группы V. cholerae о1 El Tor, остает-
ся открытым вопрос об их происхождении и фило-
генетическом положении, а также значимости в ин-
фекционной патологии. D. Hu et al. [11] при анализе 
эволюции возбудителя холеры эль тор показали, что 
этиологический агент текущей пандемии произошел 
от непатогенных предшественников с поэтапной 
диверсификацией и приобретением ассоциирован-
ных с патогенностью и пандемичностью мобильных 
элементов генома. не исключено, что ctxAB–tcpA+ 
V. cholerae могут быть производными клонов, сфор-
мировавшихся на отдельных этапах становления па-
тогенного варианта возбудителя холеры эль тор.

с учетом этого цель настоящего исследования – 
анализ происхождения ctxAB–tcpA+ V. cholerae о1 El 
Tor из поверхностных водоемов на неэндемичной по 
холере территории и их филогенетического родства 
с различными по эпидемической значимости груп-
пами штаммов на основе исследования структуры 
генов жизнеобеспечения и полных геномов. 

материалы и методы

Штаммы. в работе использовано 25 штаммов 
V. cholerae из коллекции музея живых культур Фкуз 
«иркутский научно-исследовательский противочум-
ный институт». все штаммы хранились в лиофили-
зированном состоянии.

выборка включала два штамма V. cholerae о1 El 
Tor с генотипом ctxAB–tcpA+ из поверхностных водое-
мов (обозначены как ctxAB–tcpA+/пв): один – V. chol-
erae о1 El Tor и-1471 (алтайский край, 2011 г.), вто-
рой – V. cholerae о1 El Tor и-1501 (хабаровский край, 
2013 г.). для сравнительного анализа по структуре ге-
нов «домашнего хозяйства» в исследование включено 
три группы V. cholerae: спонтанные мутанты токси-
генных штаммов (n=2), утратившие при хранении на 
питательных средах гены холерного токсина (генотип 
ctxAB–tcpA+, обозначены как ctxAB–tcpA+/см); токси-
генные штаммы (n=11), изолированные от больных 
и из объектов окружающей среды в период эпиде-
мических осложнений на дальнем востоке в 1999 г.; 
эпидемически неопасные вибрионы эль тор о1 серо-
группы из поверхностных водоемов в благополучный 
по холере период (n=9) (табл. 1). кроме того, опреде-
лялась структура генов «домашнего хозяйства» штам-
ма V. cholerae Classical 569B.

в реконструкцию филогении на основании ана-
лиза однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) в ге-
номах, наряду с исследуемыми ctxAB–tcpA+ V. chole-
rae о1 El Tor, включены представленные в GenBank 
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геномы 36 штаммов V. cholerae о1, секвенирован-
ные ранее [11–14], в том числе референсного штам-
ма V. cholerae о1 N16961. 

Экстракция ДНК осуществлялась с использо-
ванием набора «DneasyBlood&TissueKit» (Qiagen). 
качество днк контролировалось в 0,9 % агарозном 
геле, концентрация – спектрофотометрически.

Мультилокусное сиквенс-типирование (MLST) 
V. cholerae выполнялось по схеме р. Garg et al. [15] с 
модификацией (исключение из анализа генов rstA, 
gmd). определение нуклеотидной последователь-
ности генов проводилось на днк-анализаторе ABI 
Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
сопоставление секвенированных фрагментов генов 
выполнялось с применением программы VectorNTI 
v. 10.0. кластерный анализ результатов секвениро-
вания – по алгоритму Neighbor Joining в программе 
BioNumerics 6.6. 

Полногеномное секвенирование. подготовка 
библиотек и геномное секвенирование на платфор-
мах GS Junior (Roche) и MinION (Oxford Nanopore) 
проводились в соответствии со стандартными прото-
колами. удаление адапторов у чтений, полученных 
с платформы GS Junior («Roche»), проводилось в 
программе Newbler v. 2.8.; оценка качества чтений – 
с помощью программы FASTQC v. 0.11.5. C приме-
нением программы Trimmomatic v. 0.38 из выборки 
удалялись последовательности протяженностью 

менее 50 нуклеотидов, а также 3' концы последова-
тельностей при падении показателя качества чтения 
ниже 20. гибридные сборки данных секвенирования 
на двух платформах выполнялись с помощью про-
граммы SPAdes v.3.11.1.

Мультилокусное сиквенс-типирование in sil-
ico проводилось посредством биоинформационного 
поиска в геномах исследуемых штаммов V. chole-
rae аллельных вариантов группы генов «домашне-
го хозяйства» из схемы, предложенной S. Octavia 
et al. [16]: adk, gyrB, metE, mdh, pntA, purM, pyrC. 
идентификация аллелей генов и определение 
сиквенс-типа изолятов проводились на основании 
информации, представленной на сетевом ресурсе 
PubMLST.org.

SNP-типирование. для картирования одно-
нуклеотидных полиморфизмов (SNP) риды в фор-
мате fastq выравнивались на референсный геном 
V. cholerae O1 N16961 с использованием программы 
вowtie2. поиск полиморфизмов осуществлялся с по-
мощью набора авторских скриптов, в качестве пара-
метров при формировании матрицы полиморфизмов 
принимались расстояние между любыми двумя по-
лиморфными позициями больше 500 нуклеотидов 
и покрытие полиморфизма, превышающее порог 
покрытия у всех штаммов выборки. SNP в установ-
ленных позициях для штаммов, представленных в 
международной базе данных GenBank как последо-

Таблица 1 / Table 1
Перечень и характеристика исследованных штаммов V. choleraе, выделенных на территории сибири и дальнего Востока

List and characteristics of the studied V. choleraе strains isolated in Siberia and Far East

генотип штамма
Strain genotype

год выделения
Year of isolation

место выделения
Area of isolation

эпидситуация
Epidemiological situation

объект выделения
Object of isolation

количество
Quantity

ctxAB–tcpA+/пв*

ctxAB–tcpA+/SW*

2011 барнаул
Barnaul эпидблагополучие

Epidemiological stability

оос***

Environmental objects (EO)*** 1

2013 хабаровский край
Khabarovsk Territory

оос
EO 1

ctxAB–tcpA+/см**

ctxAB–tcpA+/SM

1994 омск
Omsk

завозной очаг
Imported

человек
Patient 1

1999 Южно-сахалинск
Yuzhno-Sakhalinsk

вспышка
Outbreak

оос
EO 1

ctxAB+tcpA+

1972–1973 омск, новосибирск, барнаул
Omsk, Novosibirsk, Barnaul

вспышка
Outbreak

человек
Patient 2

оос
EO 1

1994 новосибирск
Novosibirsk

завозной очаг
Imported

человек
Patient 1

1997 иркутск
Irkutsk

завозной очаг
 Imported

человек
Patient 1

1999

владивосток
Vladivostok

завозной очаг
Imported

человек
Patient 1

владивосток, Южно-
сахалинск

Vladivostok, Yuzhno-Sakhalinsk

вспышка
Outbreak

человек
Patient 3

оос
EO 2

ctxAB–tcpA– 2000–2010 приморский край, иркутск
Primorsky Krai, Irkutsk

эпидблагополучие
Epidemiological stability 

оос
EO 9

*пв – поверхностные водоемы, **см – спонтанные мутанты токсигенных штаммов, ***оос – объекты окружающей среды.

*SW – surface water bodies, **SM – spontaneous mutants of toxigenic strains, ***EO – environmental objects.
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вательности геномов (MAK757, M66_2), добавлены 
на основе выравнивания геномов с помощью пакета 
mummer. Филогенетическая реконструкция выпол-
нялась в программе PhyML 3.0 c использованием мо-
дели TPM1, определенной в качестве оптимальной 
на основании значений критерия Шварца для данной 
выборки. оценка достоверности филогенетической 
реконструкции проводилась при помощи бутстрэп 
анализа. целевые значения в основных узлах ветвле-
ния составили >90 %. визуализация дендрограммы 
выполнялась в программе FigTree 1.4.2.

поиск компонентов мобильных генетических 
элементов проводился с помощью алгоритма blastn 
в сравнении с последовательностями генома рефе-
ренсного штамма V. cholerae о1 N16961. профиль 
генов устойчивости к антибиотикам определял-
ся с помощью поиска blastn против базы данных 
ResFinder [17]. 

результаты и обсуждение

с середины 70-х годов прошлого столетия 
из поверхностных водоемов сибири и дальнего 
востока на фоне эпидблагополучия выделяются 
варианты холерного вибриона о1 серогруппы био-
вара эль тор, не содержащие в геноме детерминант 
основных факторов патогенности. лишь в единич-
ных случаях в водных объектах обнаруживаются 
нетоксигенные V. cholerae о1 El Tor, несущие ген 
токсин-корегулируемых пилей адгезии tcpA. в част-
ности, ctxAB–tcpA+ штамм выделен в зоне рекреаци-
онного водопользования из проб воды р. барнаулка в 
алтайском крае в 2011 г., а также в хабаровском крае 
из проб воды р. черная у поселка черная речка в ме-
сте сброса сточных вод и непосредственно из сточ-
ных вод канализационно-насосной станции (2013 и 
2016 гг.). несомненно, представляет фундаменталь-
ный и практический интерес определение филоге-
нетического положения данной группы штаммов на 

глобальном эволюционном древе возбудителя холе-
ры и выяснение возможных причин их обнаружения 
на территории. 

один из классических подходов к изучению фи-
логенетической истории микроорганизмов – муль-
тилокусное сиквенс-типирование. с учетом этого на 
первом этапе исследования нами проведен анализ 
семи генов «домашнего хозяйства» [15] 25 штаммов 
V. cholerae, выделенных на территории сибири и 
дальнего востока. 

в результате установлено, что структура боль-
шинства исследованных генов у ctxAB–tcpA+/пв 
V. cholerae о1 El Tor и-1471 и и-1501 идентична та-
ковой у эпидемически опасных штаммов. так, 100 % 
гомология установлена по генам dnaE, cat, lap, pgm. 
вместе с тем нуклеотидная последовательность гена 
рекомбиназы (recA) у штаммов и-1471 и и-1501 ха-
рактеризуется большим сходством с ctxAB–tcpA– ви-
брионами эль тор из поверхностных водоемов. в 
установленных ранее дифференцирующих по эпиде-
мической значимости полиморфных сайтах гена [18] 
у этих штаммов идентифицированы специфические 
для нетоксигенных изолятов нуклеотиды (табл. 2). 

кроме того, для ctxAB–tcpA+/пв V. cholerae уста-
новлен уникальный нуклеотидный контекст в пози-
циях 477 (т) и 597 (т) гена recA, не встречающийся у 
исследованных токсигенных и нетоксигенных штам-
мов. в нуклеотидной последовательности гена gyrB 
у этих штаммов из пяти установленных дифферен-
цирующих полиморфизмов идентичность с токси-
генными штаммами определена по четырем, с неток-
сигенными – по одному (табл. 2). по структуре гена 
хитиназы штаммы и-1471 и и-1501 демонстрируют 
100 % гомологию с группой, в которую вошли неток-
сигенные изоляты и V. cholerae Classical 569B. что 
касается структуры генов «домашнего хозяйства» у 
ctxAB–tcpA+/см штаммов, то установлена их иден-
тичность с токсигенными эпидемически опасными 
V. cholerae о1 El Tor (табл. 2).

Таблица 2 / Table 2
дифференцирующие по эпидемической значимости однонуклеотидные полиморфизмы в штаммах V. cholerae разных генотипов

Differentiating by epidemic significance single nucleotide polymorphisms in V. cholerae strains of various genotypes

ген
Gene

номер позиции гена референсного штамма*
Position number of the gene of the reference strain*

идентифицированный нуклеотид
Identified nucleotide

ctxAB+tcpA+ ctxAB–tcpA– ctxAB–tcpA+/оос
ctxAB–tcpA+/EO

ctxAB–tcpA+/см
ctxAB–tcpA+/SM

dnaE 1194 T C T T

gyrB

705 A G G A
813 T C T T
966 A T A A
972 T A T T
1170 G T G G

pgm 849 T C T T

recA
420 A G G A
582 T G G T
585 C A A C

* – в качестве референсного для анализа использовались нуклеотидные последовательности генов штамма V. choleraе о1 N16961 (NC002505). 

* – as the reference for this study, nucleotide sequences of the genes of V. cholerae O1 N16961 (NC002505) strain were used.
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на дендрограмме, сгенерированной на осно-
вании кластерного анализа генов «домашнего хо-
зяйства», штаммы выборки распределились на две 
группы (рис. 1). одна из групп образована ctxAB–

tcpA– V. cholerae из поверхностных водоемов на фоне 
эпидблагополучия, которые дифференцируются на 
три сиквенс-типа с одним доминирующим. вторая 
группа включает все токсигенные V. cholerae о1 El 
Tor, а также спонтанные мутанты токсигенных штам-
мов, объединенные в один доминирующий сиквенс-
тип. наряду с ними в эту группу входят и V. cholerae 
о1 El Tor и-1471 и и-1501, а также штамм классиче-
ского биовара. особенности кластеризации группы 
ctxAB–tcpA+/пв штаммов дают основание судить о 
большем сходстве их корового генома с токсиген-
ными вариантами холерного вибриона (гомология 
на уровне 99,3–99,6 %), нежели с нетоксигенными 
(98,9 %). вместе с тем выделение их в отдельный 
сиквенс-тип в составе второй группы позволяет по-
лагать, что эти варианты вибриона могут быть само-

стоятельной генетической линией.
для дополнительного анализа корового генома 

ctxAB–tcpA+/пв штаммов проведено in silico MLST 
по схеме S. Octavia et al. [16]. в результате аллель-
ный профиль генов adk, gyrB, metE, mdh, pntA, purM, 
pyrC штаммов и-1471 и и-1501 определен как 
7_2_4_37_12_1_38 и, соответственно, установлена 
принадлежность к сиквенс-типу ST75. известно, что 
к ST75 относятся варианты V. cholerae о1 с побере-
жья мексиканского залива сШа (US Gulf) [16], ко-
торые считаются эндемичными для этой территории 
и вызывают там групповые или спорадические слу-
чаи заболевания. вместе с тем штамм, демонстри-
рующий филогенетическое родство с US Gulf кло-
ном, идентифицирован в таиланде [19]. на востоке 
китая в провинции чжэцзян также охарактеризова-
ны не относящиеся к клону седьмой пандемии кли-
нические варианты V. cholerae о1 с сиквенс-типом 
ST75 [14]. по данным Y. Luo et al. [14], указанные 
варианты V. cholerae, обозначенные как US Gulf-

рис. 1. дендрограмма, построенная по алгоритму neighbor-joining на основании анализа структуры генов «домашнего хозяйства» 
штаммов V. cholerae

Fig. 1. Tree diagram of the concatenated “house-keeping” genes of V. cholerae strains constructed using neighbor-joining algorithm
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подобные, на протяжении ряда лет выделяются от 
пациентов с диареей наряду с типичными штаммами 
пандемического клона, а обнаружение их в объектах 
окружающей среды позволило сделать заключение о 
существовании локальной популяции холерного ви-
бриона ST75 в китае.

далее в работе проведено сравнение геномов 
исследуемых ctxAB–tcpA+/пв вариантов холерно-
го вибриона (и-1471, и-1501) и выборки штаммов, 
представляющих разные этапы формирования и 
пандемического распространения патогенного кло-
на вибриона эль тор. кроме того, в реконструкцию 
филогении включены геномы US Gulf штаммов 
V. cholerae и выделенного в китае лишенного стх 
профага US Gulf-подобного варианта, демонстриру-
ющие, как и ctxAB–tcpA+ штаммы из поверхностных 
водоемов сибири и дальнего востока, принадлеж-
ность к клону ST75. в результате скрининга SNP в 
геномах V. cholerae размер матрицы полиморфизмов 
составил 1490 нуклеотидов. на филогенетическом 
древе все штаммы выборки кластеризовались в соот-
ветствии с закономерностями формирования и рас-
пространения возбудителя холеры эль тор (рис. 2). 
так, самостоятельные филогенетические группы 
сформировали V. cholerae о1 El Tor, отнесенные к 

установленным ранее [13] трем волнам седьмой пан-
демии холеры. в основании дендрограммы лежат 
штаммы, выделенные на ближнем востоке и отне-
сенные D. Hu et al. [11] ко второму этапу формиро-
вания патогенного клона вибриона эль тор (ирак, 
1938 г.; египет, 1954 г.), во время которого произо-
шла диверсификация исходных непатогенных вари-
антов V. cholerae, заключающаяся в приобретении 
ими эль тор-специфического гена tcpA. Штаммы 
ctxAB–tcpA+ из поверхностных водоемов сибири и 
дальнего востока (и-1471 и и-1501) в результате 
филогенетической реконструкции вошли в группу, 
основание которой представлено US Gulf варианта-
ми V. cholerae. по данным D. Hu et al., ответвление 
этой линии на филогенетическом древе произошло 
на третьем этапе эволюции возбудителя холеры эль 
тор одновременно с приобретением стх профага 
классического типа общим предшественником пато-
генного клона. для US Gulf линии также характер-
но присутствие классического стх, однако данный 
признак у этой группы оказался нестабильным [11]. 
Штаммы и-1471 и и-1501 внутри US Gulf линии об-
разуют кластер, в состав которого входит и включен-
ный в выборку изолят из китая (V. cholerae zj0917). 
при этом выделенный в хабаровском крае штамм 

рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основании анализа SNP в геномах штаммов V. cholerae. цифрами I, II, III обозначе-
ны волны распространения седьмой пандемии в соответствии с A. Mutreja et al. [13]

Fig. 2. Phylogenetic tree reconstruction of V. cholerae core-genome SNPs. I, II, III marks the seventh pandemic distribution waves according 
to A. Mutreja et al. [13]
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V. cholerae и-1501 со 100 % бутстрэп- поддержкой 
узла ветвления кластеризуется с изолятом из китая, 
дистанция между ними составляет 40 SNP (рис. 2).

известно, что для третьего этапа формирования 
патогенного клона, к которому отнесена группа US 
Gulf и US Gulf-подобных вариантов, наряду с при-
сутствием стх классического типа, характерно на-
личие в геноме острова патогенности VPI-1, тогда как 
мобильные генетические элементы пандемичности – 
острова пандемичности VSP-I и VSP-II – приобрете-
ны возбудителем на более поздних этапах [11]. 

картирование ридов, полученных при полноге-
номном секвенировании штаммов и-1501 и и-1471, 
на референсный геном V. cholerae о1 N16961 пока-
зало отсутствие у них последовательностей CTX- и 
RS1-профагов. следует сказать, что для US Gulf-
подобного клона ST75, обнаруженного на востоке 
китая, установлена гетерогенность по наличию стх 
профага: только один из 13 штаммов содержал ин-
тактный профаг в геноме, часть из штаммов (n=5) 
несла профаг стх без генов холерного токсина и у 
части штаммов (n=7) стх-профаг в геномах не обна-
руживался [14]. однако авторы полагают, что профаг 
стх в данных штаммах нестабилен, поскольку при 
изоляции все они были охарактеризованы как токси-
генные. в пользу нестабильности стх-профага US 
Gulf-подобных вариантов вибриона свидетельствуют 
полученные авторами экспериментальные данные 
по его элиминации при пассаже на питательных сре-
дах, а также отсутствие профага у штамма V. chole rae 
27040-80, относящегося к линии US Gulf [14].

остров патогенности VPI-1 присутствует в гено-
мах обоих ctxAB–tcpA+/пв штаммов V. cholerae. при 
этом структура и нуклеотидная последовательность 
VPI-1 штамма V. cholerae о1 и-1501 (хабаровск, 
2013 г.) оказалась идентичной данной области у изо-
лята из китая (V. cholerae zj0917): у обоих штаммов 
идентифицировано по одной нуклеотидной замене в 
генах tcpB, tcpF, acfB, acfC, acfA, в двух межгенных 
участках и две замены в гене tcpT (табл. 3). у вто-

рого ctxAB–tcpA+/пв штамма V. cholerae о1 и-1471 
нуклеотидный контекст острова патогенности VPI-1 
отличается от такового у штаммов и-1501 и zj0917 
по генам tcpT, acfD и int (табл. 3). 

что касается островов пандемичности, то у ctxAB–

tcpA+ штаммов из поверхностных водоемов сибири 
и дальнего востока также установлены различия по 
данному признаку: в составе генома V. cholerae о1 El 
Tor и-1501 обнаружены все локусы VSP-I, тогда как 
у штамма и-1471 данный мобильный генетический 
элемент отсутствует. при анализе структуры VSP-I у 
V. cholerae о1 El Tor и-1501 показана его 100 % гомо-
логия по всем локусам с референсным штаммом, кро-
ме VC0183 (идентифицирован 1 SNP). следует отме-
тить, что в геномах большинства US Gulf-подобных 
штаммов из провинции чжэцзян китая также опре-
делено присутствие VSP-I, а вариабельность ну-
клеотидной последовательности его заключалась в 
наличии SNP преимущественно в области VC0183 
[14]. интактной последовательности VSP-II у анали-
зируемых штаммов не обнаружено, в их геномах вы-
явлено присутствие только двух локусов, сходных с 
участками данного острова пандемичности: VC0499 
(сходство с референсным штаммом 75,9 %) и VC0501 
(сходство с референсным штаммом 85,2 %). 

при сканировании через базу последователь-
ностей устойчивости к антимикробным препаратам 
Resfinder в геноме штамма и-1501 обнаружена кассе-
та, содержащая ген устойчивости к фторхинолонам 
qnrVC. кассета фланкирована рекомбинантными 
сайтами attC и локализуется на второй хромосоме в 
составе суперинтегрона. следует отметить, что ука-
занный штамм фенотипически при выделении оха-
рактеризован как чувствительный к ципрофлокса-
цину с зоной подавления роста на нижней границе, 
установленной для данной группы (25 мм), однако в 
динамике при хранении на питательных средах вы-
явлено снижение его чувствительности к препарату 
(диаметр зоны подавления роста 21 мм – промежу-
точная устойчивость). 

Таблица 3 / Table 3
особенности структуры острова патогенности VPI-1 в геномах исследуемых штаммов V. cholerae

Peculiarities of the structure of pathogenicity island, VPI-1, in the genomes of the investigated V. cholerae strains

номер локуса
Locus number

мги*
IGI VC 0829 VC 0835 VC 0837 мги

IGI VC 0840 VC 0841 VC 0844 VC 0845 мги
IGI VC 0847

ген
Gene

мги
IGI tcpB tcpT tcpF мги

IGI acfB acfC acfA acfD мги
IGI int

позиция в VPI-1**
Position in VPI-I** 3892 19299 23545 54330 26497 26693 29206 30740 32997 35485 39665 40005

позиция в гене
Position in the gene - 1114 409 1193 842 - 732 379 456 2125 - 168

V. cholerae N16961 T C G C G T C G C C C G

V. cholerae и-1471 T T T C A C T A T T T A

V. cholerae и-1501 C T T T A C T A T C T G

V. cholerae zj0917 C T T T A C T A T C T G

* – межгенный интервал, ** – в качестве референсной последовательности острова VPI-1 использовали область NC 002505.1[873018..914291], флан-
кированную участками VPI attL и VPI attR.

* – intergenic interval, ** – as the reference sequence of VPI-I island, NC 002505.1[873018..914291] region, flanked by VPI attL and VPI attR, was used.
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в целом, по данным изучения филогенетическо-
го родства и структурных особенностей геномов ис-
следуемых штаммов холерного вибриона можно за-
ключить, что ctxAB–tcpA+/пв варианты V. cholerae El 
Tor относятся к самостоятельной филогенетической 
линии, включающей US Gulf и US Gulf-подобные ва-
рианты и дивергировавшей на одном из этапов ста-
новления патогенного клона этиологического агента 
седьмой пандемии холеры. установленное на основа-
нии мультилокусного сиквенс-типирования большее 
сходство корового генома ctxAB–tcpA+/оос вариан-
тов с геномом токсигенного клона V. cholerae о1 El 
Tor подтверждает эту гипотезу и позволяет предпо-
лагать существование у этих групп вибрионов обще-
го предка. Филогенетическая линия, в которую вхо-
дят ctxAB–tcpA+/пв варианты, по всей видимости, не 
склонна к характерному для возбудителя холеры эль 
тор пандемическому распространению, однако оче-
видно, что ее представители обладают некоторыми 
селективными преимуществами, поскольку обнару-
живаются на отдельных территориях на протяжении 
ряда лет и вызывают там спорадические и групповые 
случаи заболевания. при этом идентификация в ге-
номах вибрионов данной группы одного из островов 
пандемичности (VSP-I) может свидетельствовать о 
продолжающейся самостоятельной микроэволюции 
линии US Gulf, направленной на повышение агрес-
сивных свойств патогена. другая особенность этой 
филогенетической линии – нестабильность стх про-
фага, объясняет достаточно широкую представлен-
ность в ней V. cholerae с генотипом ctxAB–tcpA+, фор-
мирование которых может происходить под воздей-
ствием факторов окружающей среды. не исключено, 
что ctxAB–tcpA+ вибрионы, подобно предковым не-
токсигенным вариантам с нетипичной для вибриона 
эль тор структурой гена tcpA [20], обладают способ-
ностью к формированию более длительного вибрио-
носительства в сравнении с патогенными клонами. 
этот факт, а также возможные особенности клини-
ческого течения инфекции, вызванной вибрионами с 
генотипом ctxAB–tcpA+ (вероятность развития легких 
и стертых форм), определяют риск беспрепятствен-
ного распространения возбудителя из эндемичных 
регионов и завоза его на благополучные территории. 
подтверждением этому служат полученные в настоя-
щей работе данные филогенетической реконструк-
ции, демонстрирующие высокий уровень гомологии 
геномов и общность организации мобильных гене-
тических элементов штаммов V. cholerae о1 El Tor 
и-1501 и zj0917, и, соответственно, дающие основа-
ние судить об импортации ctxAB–tcpA+ варианта хо-
лерного вибриона на территорию хабаровского края 
из китая. в пользу завозного происхождения V. chole -
rae о1 El Tor и-1501 можно отнести и результаты эпи-
демиологического расследования по факту его выде-
ления – штамм обнаружен однократно в месте сброса 
сточных вод и при расширении точек отбора проб и 
увеличении кратности исследования, а также в эпид-
сезон следующего года вибрионы с данным геноти-

пом обнаружить не удалось. в алтайском крае ctxAB–

tcpA+ V. cholerae изолирован в месте рекреационного 
водопользования также однократно. можно полагать, 
что климатические и эколого-гидрологические усло-
вия сибирского и дальневосточного регионов препят-
ствуют закреплению указанных вариантов в поверх-
ностных водоемах. 

таким образом, V. cholerae о1 El Tor ctxAB–

tcpA+, спорадически обнаруживаемые в поверхност-
ных водоемах на неэндемичных по холере террито-
риях сибири и дальнего востока, входят в состав 
самостоятельной US Gulf филогенетической линии 
и имеют завозное происхождение. доминирующая 
роль в завозе таких вариантов вибриона эль тор, по 
всей вероятности, может принадлежать вибрионо-
носителям или лицам со стертой формой инфекции. 
однако, учитывая нестабильность стх профага в 
геномах вибрионов этой линии, нельзя исключить 
завоз ctxAB+tcpA+ вариантов и последующую утра-
ту ими профага при попадании в водную окружаю-
щую среду. соответственно, комплекс мероприятий 
по факту выделения V. cholerae о1 El Tor с гено-
типом ctxAB–tcpA+ должен определяться с учетом 
оценки их клональной принадлежности по данным 
молекулярно-генетического анализа. в перспективе 
целесообразна разработка пцр тест-систем, направ-
ленных на оперативную идентификацию V. cholerae 
US Gulf филогенетической линии.
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