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Цель – сравнительный анализ молекулярно-генетических свойств нетоксигенных штаммов Vibrio cholerae 
O1 биовара Эль Тор, изолированных в Республике Калмыкия и на эндемичных по холере территориях, и уста-
новление их филогенетических связей с токсигенными изолятами. Материалы и методы. Проведен биоинфор-
мационный анализ полногеномных последовательностей 60 штаммов холерных вибрионов из эндемичных по 
холере регионов и Калмыкии. Определено присутствие в их геномах островов патогенности и пандемичности. 
Показаны их ST-типы и проведен полногеномный SNP-анализ. Результаты и обсуждение. Показано, что не-
токсигенные холерные вибрионы Эль Тор, изолированные в Калмыкии, относятся к двум основным генотипам: 
ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– и ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP–, где VPI-2Δ+ означает наличие делеций разной протяженности в 
геноме этого острова патогенности. Среди них лишь последние обнаружены в регионах, эндемичных по холе-
ре. Кроме того, в эндемичных очагах холеры циркулируют популяции вибрионов ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+, не об-
наруженные в Калмыкии. Среди всех изученных штаммов выявлено 17 сиквенс-типов (по семи локусам генов 
«домашнего хозяйства»). Филогенетический анализ, проведенный с помощью SNP-типирования, показал отсут-
ствие тесной генетической связи вибрионов из Калмыкии ctxA–tpA+VPI-2+VSP– как с токсигенными, так и с не-
токсигенными вибрионами с иным составом островов патогенности и пандемичности. В то же время выявлена 
генетическая близость холерных вибрионов ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– из эндемичных очагов холеры с таковыми, 
изолированными в Калмыкии, что может указывать на возможность их периодического завоза на территорию 
России. Нетоксигенные штаммы V. cholerae, циркулирующие на территории Калмыкии, отличаются высоким 
генетическим разнообразием. Циркулирование штаммов уникальных сиквенс-типов позволяет сделать предпо-
ложение об их способности к длительной персистенции на данной территории. Вместе с тем филогенетическая 
близость и идентичность некоторых штаммов со штаммами эндемичных территорий могут свидетельствовать о 
периодическом заносе. 
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Abstract. Objective of the study was to perform a comparative analysis of molecular-genetic properties in non-toxi-
genic Vibrio cholerae O1 strains biovar El Tor, isolated in the Republic of Kalmykia and on cholera endemic territories 
and to reveal their phylogenetic relations to toxigenic isolates. Materials and methods. We have carried out bio-infor-
mation analysis of whole genome sequences of 60 cholera vibrio strains from endemic as regards cholera regions and 
from Kalmykia. The presence of pathogenicity and endemicity islands in their genomes has been determined. Specified 
have been the sequence-types of the examined strains and whole genome SNP-analysis conducted. Results and dis-
cussion. Non-toxigenic El Tor vibrios circulating in Kalmykia are clustered into two major genotypes: ctxA–tcpA+V-
PI-2+VSP– and ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP–, where VPI-2 Δ+ signifies the presence of deletions of varying length in the 
genome of this pathogenicity island. Only the latter one is found in regions endemic for cholera. In addition, ctxA–

tcpA+VPI-2+VSP+ populations circulate in cholera endemic foci, not found in Kalmykia. 17 sequence-types were iden-
tified among the studied strains (by seven housekeeping gene loci). Phylogenetic analysis performed using SNP-typing 
demonstrated the absence of close genetic relation between the ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– vibrios from Kalmykia and both 
toxigenic and non-toxigenic vibrios with different composition of pathogenicity and pandemicity islands in the genome. 
At the same time, genetic proximity of ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– cholera vibrios from endemic cholera foci with those 
isolated in Kalmykia was detected, which may indicate the possibility of their recurrent importation into the territory of 
Russia. Non-toxigenic V. cholerae strains found in the territory of Kalmykia are characterized by a high genetic diversity. 
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К холерным вибрионам серогруппы О1 биовара 
Эль Тор относятся штаммы разной эпидемической 
значимости. Эпидемически опасные штаммы Vibrio 
cholerae O1 Эль Тор вызвали седьмую пандемию хо-
леры – острой диарейной особо опасной инфекцион-
ной болезни, которая началась в 1961 г. и продолжа-
ется до сих пор, ее эндемичные очаги сформированы 
на территории многих стран Азии и Африки [1–3]. 

Патогенный потенциал возбудителя холеры обу
словлен присутствием в его геноме мобильных эле-
ментов с генами токсин-корегулируемых пилей, рас-
положенных на острове патогенности VPI-1 (от Vibrio 
Pathogenic Island), и холерного токсина, входящего в 
состав профага CTXφ, продукты которых определя-
ют развитие инфекционного процесса [4, 5]. Кроме 
того, в их геноме присутствует второй остров пато-
генности – VPI-2, содержащий гены, усиливающие 
действие холерного токсина и значимые для выжи-
вания вибрионов в разных экологических нишах [6]. 
Эпидемический потенциал возбудителя обеспечи-
вают два острова пандемичности – VSP-I (от Vibrio 
Seventh Pandemic) и VSP-II [7]. Появление эпидеми-
чески опасных штаммов на территории России, вы-
звавших локальные вспышки либо единичные слу-
чаи холеры, связано с их заносом из эндемичных по 
холере стран. Существование их в различных объ-
ектах окружающей среды, как правило, ограничено 
коротким периодом времени в период вспышек [3].  
В отличие от этих вариантов, нетоксигенные вибрио- 
ны Эль Тор, способные вызывать острые кишечные 
инфекции, могут длительное время циркулировать в 
поверхностных водоемах России [2]. 

Нетоксигенные холерные вибрионы, изоли-
рованные в России и не имеющие островов панде-
мичности, генетически разнообразны и четко диф-
ференцируются на две группы в зависимости от 
присутствия в геноме острова патогенности VPI-1, 
содержащего кластер генов tcpA-F, кодирующих 
токсин-корегулируемые пили, обеспечивающие при-
крепление вибриона к слизистой оболочке кишеч-
ника человека [8]. Вибрионы, содержащие в гено-
ме VPI-1, относятся к генотипу ctxA–tcpA+, вибрио
ны, лишенные этого участка ДНК, имеют генотип  
ctxA–tcpA–. Вместе с тем в водных экосистемах эн-

демичных по холере регионов регистрируется по-
стоянное присутствие нетоксигенных вибрионов, 
имеющих как острова патогенности, так и острова 
пандемичности [8–10]. 

Молекулярно-генетические свойства токсиген-
ных и нетоксигенных холерных вибрионов являются 
предметом интенсивных исследований отечествен-
ных [11–15] и зарубежных [16–19] исследователей, 
которые для их филогенетического анализа исполь-
зовали разные методы молекулярного типирования 
[9, 12, 15, 20–23]. В России, не имеющей эндемич-
ных очагов холеры, нетоксигенные вибрионы наи-
более часто обнаруживаются в открытых водоемах 
Южного федерального округа. Наибольшее число 
таких вибрионов выделено в Республике Калмыкия, 
на территории которой имеются благоприятные ус-
ловия для их сохранения в поверхностных водоемах. 
Так, за период с 1989 по 2015 год на территории 
Калмыкии выделено 314 штаммов холерного вибри-
она О1 серогруппы, что составляет 33,5 % от обще-
российского показателя за данный временной пе-
риод [11]. Однако, несмотря на проведенные иссле-
дования генетических свойств отдельных штаммов 
нетоксигенных вибрионов из Калмыкии [11, 13, 14], 
вопрос об особенностях структуры их генома и про-
исхождении до сих пор остается открытым. Один из 
путей решения этого вопроса – сопоставление струк-
туры генома нетоксигенных вибрионов, выделенных 
в Калмыкии, c таковой у изолированных на эндемич-
ных по холере территориях, а также установление 
филогенетического родства как между ними, так и с 
токсигенными изолятами.

Цель работы – сравнительный анализ 
молекулярно-генетических свойств нетоксигенных 
штаммов V. cholerae O1 биовара Эль Тор, изолиро-
ванных в Республике Калмыкия и на эндемичных по 
холере территориях, а также установление их фило-
генетических связей с токсигенными изолятами.

Материалы и методы 

В работе использовали полногеномные нуклео-
тидные последовательности 60 токсигенных и не-
токсигенных штаммов V. cholerae O1 серогруппы 

Circulation of the strains with unique sequence-types suggests their potential for long-term persistence on this territory. 
At the same time, phylogenetic closeness and identity of certain strains with strains from endemic territories can be an 
evidence of repeated importation.

Key words: non-toxigenic Vibrio cholerae O1 El Tor strains; bio-information analysis; genotype; sequence-type; 
SNP-typing.
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биовара Эль Тор, изолированных в период с 1930 
по 2018 год, включая депонированные нами ранее 
последовательности 29 нетоксигенных штаммов, 
выделенных на территории Калмыкии [24], и четы-
рех токсигенных изолятов, занесенных в Россию. 
Присутствие в их геноме островов патогенности 
и пандемичности определяли при помощи про-
грамм Mauve версии 2.4.0 с валидацией в программе 
Blast2Go версии 5.2 относительно генома референс-
ного Эль Тор штамма N16961. 

Сиквенс-типы исследованных штаммов опре-
деляли с использованием онлайн-сервиса MLST 2.0 
(Multilocus Sequence Typing) на платформе CGE 
(Center Genomic Epidemiology) путем анализа ну-
клеотидных последовательностей семи генов «до-
машнего хозяйства»: adk, gyrB, mdhI, metE, pntA, 
purM, pyrC. 

SNP-типирование. Поиск коровых SNPs в гено-
ме проводили при помощи программы Wombac 2.0, 
используя в качестве референсной полногеномную 
последовательность штамма N16961. Построение 
филогенетического дерева по рассчитанной матри-
це коровых SNPs осуществляли в программе Ugene 
V.1.32. методом Maximum Likelihood, используя па-
раметрическую модель замен GTR (General Time 
Reversible). Оценка достоверности топологии по-
строенного дерева осуществлялась при помощи 
bootstrap-теста с числом итераций 1000. 

Результаты и обсуждение

Для того чтобы понять происхождение нетокси-
генных холерных вибрионов биовара Эль Тор, выяв-
ляемых на территории Республики Калмыкия, прове-
ли сравнение их секвенированных полных геномов с 
таковыми нетоксигенных вибрионов того же биова-
ра, циркулирующими в эндемичных регионах раз-
личных стран Юго-Восточной Азии. Использовали 
полногеномые нуклеотидные последовательности 
21 штамма V. cholerae O1 биовара Эль Тор, изоли-
рованного в 1973–2011 гг. от людей или из внешней 
среды в период текущей пандемии холеры в Индии, 
Бангладеш, Таиланде и Китае, а также двух нетокси-
генных предпандемических штаммов, выделенных 
от людей в 1930 и 1937 гг. (таблица). Что касается 
территории Калмыкии, то в исследование включены 
секвенированные нами ранее геномы 29 нетоксиген-
ных штаммов [24], изолированных в 2009–2011 гг. 
в основном из воды поверхностных водоемов, рас-
положенных в черте Элисты, включая пруды Заячий, 
Колонский и реку Элистинку. Лишь один штамм вы-
делен в Элисте от больного острым инфекционным 
гастроэнтеритом. 

Биоинформационный анализ нуклеотидных по-
следовательностей полных геномов 21 нетоксиген-
ного штамма из эндемичных регионов, изолирован-
ного в период текущей пандемии холеры, позволил 
разделить их на две основные группы. В первую 
вошли 12 штаммов (или 57,1 % от числа изучен-

ных), в геноме которых присутствовали два остро-
ва патогенности: VPI-1 (41,3 т.п.н.) с геном tcpA и 
интактный VPI-2 (57,3 т.п.н.). Кроме того, геномы 
этих штаммов несли острова пандемичности VSP-I 
(16,0 т.п.н.) и VSP-II (26,6 т.п.н.), определяющие их 
эпидемический потенциал. Их генотип обозначен 
как ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ (группа «a»). Вторая груп-
па, состоящая из шести штаммов (28,6 %), отлича-
лась от первой по составу мобильных элементов. 
У этих штаммов отсутствовали VPI-1 и оба остро-
ва пандемичности, а в VPI-2 обнаружены делеции 
разной протяженности (37,9–54,9 т.п.н.), которые 
затронули 19–41 ген. Такой остров патогенности, 
геном которого лишен ряда генов, получил обозна-
чение VPI-2Δ. Их генотип был ctxA–tcpA–VPI-2Δ+ 

VSP– (группа «б»). Кроме штаммов с указанными ге-
нотипами обнаружили три штамма (или 14,3 %), отли-
чающиеся от указанных изолятов по составу мобиль-
ных элементов. Эти штаммы вошли в состав третьей 
гетерогенной группы («в»), включающей в себя три 
подгруппы («в1», «в2», «в3» соответственно) с раз-
ным генотипом: ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– (V5), ctxA–

tcpA–VPI-2+VSP+ (305AD1697) и ctxA–tcpA–VPI-2+ 

VSP– (TC183) (таблица). Помимо штаммов, выде-
ленных в период текущей пандемии холеры, для 
сравнения взяты два нетоксигенных предпандемиче-
ских штамма (NCTC8457 и NCTC5395) с генотипом 
ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– (таблица). 

Таким образом, результаты проведенного ана-
лиза указали на большое генетическое разнообразие 
изученных нетоксигенных штаммов, различающих-
ся между собой по составу мобильных элементов с 
генами патогенности и пандемичности и относящих-
ся к пяти разным генотипам. При этом значительное 
число нетоксигенных штаммов (57,1 %), выделенных 
в эндемичных по холере регионах, имели большое 
сходство с токсигенными штаммами по содержанию 
генов патогенности и пандемичности. 

В отличие от этих регионов, на территории 
Калмыкии в период с 2009 по 2018 год среди 29 ис-
следуемых штаммов не выявлено нетоксигенных с 
интактными островами пандемичности, имеющих 
генотип ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+. Изученные штаммы 
входили в состав двух основных групп, различаю-
щихся друг от друга по набору мобильных элемен-
тов. Значительная часть штаммов – 16 из 29 (или 
55,2 %) – лишена VPI-1 с геном tcpA, но имела деле-
тированный VPI-2 и относилась к тому же генотипу 
ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP–, что и штаммы группы «б» из 
эндемичных регионов. Другая группа представлена 
12 изолятами (или 41,4 % от числа исследованных 
из этого региона) и, в отличие от штаммов группы 
«б», содержала в геноме интактные острова патоген-
ности. Поскольку их генотип ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– 
не отличался от такового нетоксигенного изолята 
V5 из эндемичного по холере региона, входящего 
в состав подгруппы «в1», то эти изоляты также от-
несены к той же подгруппе (таблица). Кроме того, 
среди штаммов tcpA+ обнаружен один изолят М1501  
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Штаммы Vibrio cholerae O1 биовара Эль Тор, полногеномные нуклеотидные последовательности которых использованы в работе
Strains of Vibrio cholerae O1, biovar El Tor, whole-genome sequences of which are used in this work

Штамм
Strains

Место, источник и год выделения
Site, source, and the year of isolation

Код доступа GenBank
GenBank access No

Генотип/группа
Genotype/group ST

1 2 3 4 5
Нетоксигенные предпандемические штаммы

Non-toxigenic pre-pandemic strains

NCTC8457 Египет, человек, 1930
Egypt, patient, 1930 AAWD00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 71

NCTC5395 Ирак, человек, 1937
Iraq, patient, 1937 CP013317/CP013318 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 71

Токсигенные штаммы, седьмая пандемия
Toxigenic strains, 7th pandemic

N16961 Бангладеш, человек, 1975
Bangladesh, patient, 1957

NC_002505.1,
NC_002506.1 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /а 69

CRC1106 Индия, человек, 1962
India, patient, 1962

NZ_CP013305.1,
NZ_CP013306.1 ctxA+tcpA+VPI2+VSP+ /а 69

2044 Ирак, человек, 1966
Iraq, patient, 1966 PXZC01000000 ctxA+tcpA+VPI2+VSP+ /а 69

6/67 Индия, человек, 1967
India, patient, 1967 LRFF00000000 ctxA+tcpA+VPI2+VSP+ /а 69

M888 СССР, человек, 1970
USSR, patient, 1970 LRBH00000000 ctxA+tcpA+VPI2+VSP+ /а 69

M1275 РФ, человек, 1993
RF, patient, 1993 LRAF00000000 ctxA+tcpA+VPI2+VSP+ /а 69

P18889 РФ, человек, 2006
RF, patient, 2006 LAKM00000000 ctxA+tcpA+VPI2+VSP+ /а 69

L3226 РФ, человек, 2010
RF, patient, 2010 JDVX00000000 ctxA+tcpA+VPI2+VSP+ /а 69

Нетоксигенные штаммы из эндемичных по холере территорий
Non-toxigenic strains from cholera endemic territories

GP60 Индия, человек, 1973
India, patient, 1973 CWQU00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

349_264 Таиланд, человек, 1983
Thailand, patient, 1983 ERS1228659 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

476_167 Таиланд, человек, 1983
Thailand, patient, 1983 ERS1228661 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

816ct634 Таиланд, человек, 1984
Thailand, patient, 1984 ERS1228662 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

184AD112 Таиланд, человек, 1985
Thailand, patient, 1985 ERS1228664 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

501_771 Таиланд, человек, 1985
Thailand, patient, 1985 ERS1228663 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

305AD1697 Таиланд, человек, 1985
Thailand, patient, 1985 ERS1228665 ctxA–tcpA-VPI-2+VSP+/в2 69

V5 Индия, н/и, 1989
India, n.k., 1989 CWNT00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 69

857 Бангладеш, в/с, 1996
Bangladesh, a.e., 1996 MIKH00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 382

MBRN14 Индия, н/и, 2004
India, n.k., 2004 CWNR00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

TC22 Таиланд, в/с, 2006
Thailand, a.e., 2006 ERS1228673 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 183

TC183 Таиланд, в/с, 2006
Thailand, a.e., 2006 ERS1228734 ctxA–tcpA–VPI-2+VSP– /в3 184

4053024303 Таиланд, человек, 2010
Thailand, patient, 2010 ERS1228717 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

P47 Таиланд, человек, 2011
Thailand, patient, 2011 ERS1228692 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

NHCM_017 Бангладеш, человек, 2011
Bangladesh, patient, 2011 LGOK00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

471352 Бангладеш, в/с, 2011
Bangladesh, a.e., 2011 NOJT00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69

MK14 Таиланд, в/с, 2011
Thailand, a.e., 2011 ERS1228694 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б  178

4T5 Таиланд, в/с, 2011
Thailand, a.e., 2011 ERS1228695 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 186

S023208 Бангладеш, в/с, 2014
Bangladesh, a.e., 2014 NTBY00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ /a 69
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Окончание таблицы / Ending of the Table

1 2 3 4 5

EL2313 Китай, человек, 1992
China, patient, 1992 VMPJ00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 164

EL2398 Китай, человек, 1996
China, patient, 1996 VMOM00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 744

Нетоксигенные штаммы из Республики Калмыкия
Non-toxigenic strains from the Republic of Kalmykia

M1457 РФ, Элиста, в/с, 2009
RF, Elista, a.e., 2009 VTLH00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 178

M1467 РФ, Элиста, в/с, 2010
RF, Elista, a.e., 2010 VTLI00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 776

M1506 РФ, Элиста, в/с, 2011
RF, Elista, a.e., 2011 VTZX00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 776

M1501 РФ, Элиста, человек, 2011
RF, Elista, patient, 2009 LRAE00000000 ctxA–tcpA+VPI-2Δ+VSP– /г 75

M1504 РФ, Элиста, в/с, 2011
RF, Elista, a.e., 2011 VTLN00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

M1505 РФ, Элиста, в/с, 2011
RF, Elista, a.e., 2011 VTLO00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

M1507 РФ, Элиста, в/с, 2011
RF, Elista, a.e., 2011 VTLP00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

111 РФ, Элиста, в/с, 2011
RF, Elista, a.e., 2011 VTLQ00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

M1519 РФ, Элиста, в/с, 2011
RF, Elista, a.e., 2011 VUAD00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

M1527 РФ, Элиста, в/с, 2011
RF, Elista, a.e., 2011 VUAE00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

M1517 РФ, Элиста, в/с, 2012
RF, Elista, a.e., 2012 VTZZ00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 167

29 РФ, Элиста, в/с, 2012
RF, Elista, a.e., 2012 VUAB00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 931

M1516 РФ, Элиста, в/с, 2012
RF, Elista, a.e., 2012 VTZY00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 233

M1526 РФ, Элиста, в/с, 2012
RF, Elista, a.e., 2012 VUAA00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 233

M1518 РФ, Элиста, в/с, 2012
RF, Elista, a.e., 2012 LQZR00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 75

132 РФ, Элиста, в/с, 2013
RF, Elista, a.e., 2013 VUAC00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 776

85 РФ, Элиста, в/с, 2013
RF, Elista, a.e., 2013 VUAF00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 776

M1524 РФ, Элиста, в/с, 2013
RF, Elista, a.e., 2013 LQZS00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

8 РФ, Элиста, в/с, 2014
RF, Elista, a.e., 2014 PYCF00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 776

2613 РФ, Элиста, в/с, 2015
RF, Elista, a.e., 2015 PYCA00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

2687 РФ, Элиста, в/с, 2015
RF, Elista, a.e., 2015 PYCB00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

2688 РФ, Элиста, в/с, 2015
RF, Elista, a.e., 2015 PYCC00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

2843 РФ, Элиста, в/с, 2016
RF, Elista, a.e., 2016 PYCG00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 744

3178 РФ, Элиста, в/с, 2017
RF, Elista, a.e., 2017 PYCH00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 760

124 РФ, Элиста, в/с, 2017
RF, Elista, a.e., 2017 PYCD00000000 ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– /в1 75

120 РФ, Элиста, в/с, 2018
RF, Elista, a.e., 2018 VTLI00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 776

136 РФ, Элиста, в/с, 2018
RF, Elista, a.e., 2018 VTLK00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 406

2439 РФ, Элиста, в/с, 2018
RF, Elista, a.e., 2018 VTLL00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 620

3017 РФ, Элиста, в/с, 2018
RF, Elista, a.e., 2018 VTLM00000000 ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– /б 620

П ри мечан и е :  н/и – неизвестно; в/с – внешняя среда; ST – сиквенс-тип. 

No te :  n.k. – not known; a.e. – ambient environment; ST – sequence type.
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(или 3,4 %) с иным генотипом (ctxA–tcpA+VPI-
2Δ+VSP–), что позволило отнести его к другой под-
группе – «г» (таблица). Таким образом, нетоксиген-
ные вибрионы Эль Тор, выявленные на территории 
Калмыкии, генетически разнообразны, так же как и 
вибрионы, изолированные в эндемичных по холере 
регионах. Однако основные генотипы штаммов, изо-
лированных на разных по эндемичности холеры тер-
риториях, различны. 

Для установления филогенетических связей 
между штаммами из Калмыкии и эндемичных по 
холере регионов проведены их мультилокусное 
сиквенс-типирование (MLST) на основании ана-
лиза нуклеотидной последовательности семи ге-
нов «домашнего хозяйства» (adk, gyrB, mdhI, metE, 
pntA, purM, pyrC), а также SNP-анализ коровой ча-
сти геномов. 

По результатам мультилокусного сиквенс-типи-
рования среди 50 нетоксигенных штаммов, выделен-
ных в период текущей пандемии холеры на указан-
ных территориях, выявлено 17 сиквенс-типов, или 
ST (от sequence type). Холерные вибрионы, циркули-
рующие на эндемичных по холере территориях, от-
носились к восьми сиквенс-типам: 69, 164, 178, 183, 
184, 186, 382 и 744. Заслуживает внимания тот факт, 
что все 12 штаммов с генотипом ctxA–tcpA+VPI-2+ 

VSP+, входящие в группу «а», вне зависимости от 
года и места выделения, имели единый ST69, харак-
терный для всех изученных токсигенных штаммов, 
включая референсный N16961 (таблица). К этому 
же ST относились и два штамма с генотипaми ctxA–

tcpA+VPI-2+VSP– (V5, подгруппа «в1») и ctxA–tcpA–

VPI-2+VSP+ (305AD1697, подгруппа «в2»). В то же 
время шесть штаммов ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– (груп-
па «б») принадлежали к шести разным ST (164, 178, 
183, 186, 382 и 744), что указывает на значительный 
полиморфизм их генов «домашнего хозяйства».

Что касается штаммов из Калмыкии, то среди 
29 изолятов выявлено десять ST, из которых семь 
(167, 233, 406, 620, 760, 776, 931) обнаружили только 
среди холерных вибрионов, циркулирующих на этой 
территории. Важно отметить, что все 12 штаммов 
из Калмыкии, имеющие генотип ctxA–tcpA+VPI-2+ 

VSP– и входящие в состав подгруппы «в1», отно-
сились к одному ST75. В то же время значительная 
часть штаммов (16 изолятов, группа «б») с геноти-
пом ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– принадлежала к девяти 
разным ST: семи специфичным для этой территории 
(167, 233, 406, 620, 760, 776, 931) и двум (178 и 744), 
встречающимся у штаммов с эндемичных террито-
рий в Китае и Таиланде (таблица).

Далее проведен полногеномный SNP-анализ  
60 штаммов. При сравнении нуклеотидных после-
довательностей их геномов с референсным N16961 
в коровых генах обнаружили 87724 одиночных 
нуклеотидных замены (SNPs). На основе их анализа 
построено филогенетическое дерево, на котором вид-
но деление на четыре основных кластера (рисунок).  
В кластер I вошли 14 нетоксигенных штаммов, изо-

лированных на эндемичных территориях в различ-
ные годы и относящихся к ST69. Из них 12 штаммов 
(или 85,7 %) имели генотип ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ и 
лишь 2 штамма отличались отсутствием либо остро-
ва патогенности VPI-1 с геном tcpA (305AD1697), 
либо интактных островов пандемичности VSP (V5) 
(таблица). Тем не менее все эти штаммы имели 
тесную филогенетическую связь с токсигенными 
V. cholerae биовара Эль Тор, о чем свидетельствует 
присутствие в данном кластере всех изученных ток-
сигенных штаммов. Различия всех токсигенных и 
нетоксигенных штаммов этого кластера с референс-
ным составили 30–129 SNPs. Лишь последователь-
ность одного из них (471352) отличалась от рефе-
ренсной на 9317 SNPs. В целом отличия нуклеотид-
ной последовательности нетоксигенных штаммов от 
токсигенных незначительны, что подтверждает их 
филогенетическую близость.

Кластер II состоял из двух предпандемических 
штаммов ctxA–tcpA+VPI-2+VSP–, имеющих иной 
ST71. Их отличия от референсного более значимы – 
2006–2017 SNPs (рисунок).

Нетоксигенные штаммы, лишенные интактных 
островов пандемичности VSP, вошли в состав двух 
других кластеров – III и IV. При этом III кластер 
(13 изолятов), состоящий из подкластеров IIIA и IIIB, 
сформирован штаммами, изолированными только на 
территории Калмыкии в разные годы (2011–2017 гг.) 
и несущими в геноме оба острова патогенности. Все 
эти штаммы имели единый генотип ctxA–tcpA+VPI-2+ 

VSP– и относились к одному и тому же ST75 (ри-
сунок). От токсигенного референсного эти изоляты 
отличались большим числом SNPs (7545–10203) 
по сравнению с токсигенными и нетоксигенными 
штаммами из кластера I (30–129). Такая удаленность 
нетоксигенных штаммов этого кластера от токсиген-
ных и их производных может указывать на их неза-
висимое происхождение либо очень давнюю дивер-
генцию от токсигенных.

Все нетоксигенные штаммы с генотипом ctxA–

tcpA–VPI-2Δ+VSP–, выявленные как в Калмыкии, 
так и на эндемичных по холере территориях, и от-
носящиеся к разным ST, вошли в состав кластера IV. 
Данный кластер включал в себя 23 штамма, изолиро-
ванных как в Калмыкии (16 штаммов), так и в энде-
мичных по холере регионах (7 штаммов из Таиланда, 
Китая, Бангладеш). Значительные различия между 
ними и всеми указанными выше штаммами состоя- 
ли в отсутствии в их геноме VPI-2 с геном tcpA и 
наличии VPI-2Δ с делециями разной протяженно-
сти. Исключением был лишь один штамм TC183 из 
Таиланда, в геноме которого присутствовал интакт-
ный VPI-2. Более того, отличительная особенность 
штаммов этого кластера заключалась в большом раз-
нообразии их сиквенс-типов. Несмотря на практиче-
ски единый генотип (ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP–), выяв-
лено девять ST (167, 178, 233, 406, 620, 744, 760, 776, 
931) у штаммов из Калмыкии и семь (164, 178, 183, 
184, 186, 382, 744) среди штаммов из эндемичных по 
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Филогенетические связи между нетоксигенными штаммами V. cholerae О1 Эль Тор, выделенными в Калмыкии, с различными неток-
сигенными и токсигенными штаммами, изолированными на эндемичных по холере территориях, по данным MLST-анализа

Phylogenetic relations between non-toxigenic V. cholerae O1 El Tor strains isolated in Kalmykia and with various non-toxigenic and toxigenic 
strains isolated in cholera endemic areas, according to MLST analysis
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холере регионов (таблица, рисунок). Присутствие в 
кластере IV нетоксигенных штаммов из Калмыкии, 
имеющих один и тот же генотип (ctxA–tcpA–VPI-Δ+ 

VSP–) и сиквенс-тип (776), но выделенных в разные 
годы (2010–2018 гг.), указывает на возможность их 
длительного сохранения в различных водоемах на 
этой территории. Вместе с тем локализация в дан-
ном кластере указанных нетоксигенных штаммов с 
эндемичных и неэндемичных по холере территорий 
позволяет говорить об их филогенетической связи. 
Отличия штаммов IV кластера как от референсно-
го, так и от штаммов из других кластеров оказались 
наиболее значимыми и составили 33597–36870 SNPs 
(рисунок). Эти данные подтверждают их явную фи-
логенетическую обособленность.

Таким образом, результаты молекулярного ти-
пирования методом SNP-анализа показали, что не-
токсигенные штаммы, изолированные в период 
седьмой пандемии холеры, разделились на три фи-
логенетически обособленных кластера (I, III, IV).  
В эндемичных очагах холеры циркулируют разные 
популяции холерных вибрионов. Одни из них имеют 
тесную генетическую связь с токсигенными, цирку-
лирующими лишь в эндемичных по холере регионах 
(кластер I), другие филогенетичеcки близки с неток-
сигенными штаммами из Калмыкии (кластер  IV).  
В то же время установлено, что для Калмыкии ха-
рактерно присутствие нетоксигенных штаммов с 
генотипом ctxA–tcpA+VPI-2+VSP–, отличающихся от 
токсигенных и других нетоксигенных изолятов по 
ST и числу SNPs (кластер III). 

Ежегодное выделение нетоксигенных холерных 
вибрионов серогруппы О1 биовара Эль Тор из откры-
тых водоемов Республики Калмыкия на протяжении 
более 45 лет (с 1974 г. по настоящее время) ставит 
вопрос об особенностях структуры их генома и про-
исхождении. Ранее при ПЦР-тестировании 14 раз-
личных генов показано генетическое разнообразие 
нетоксигенных штаммов с этой территории [25]. 
Анализ их полных геномов показал, что по составу 
мобильных элементов с генами патогенности и пан-
демичности нетоксигенные штаммы из Калмыкии 
также разнообразны. Они входят в состав двух 
основных групп с генотипами ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– 
и ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP–. В эндемичных очагах холе-
ры популяции холерных вибрионов также генетиче-
ски гетерогенны и, помимо токсигенных, включали 
в себя нетоксигенные изоляты двух генотипов: ctxA–

tcpA+VPI-2+VSP+ и ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– (таблица). 
Эти данные совпадают с результатами анализа попу-
ляционной структуры холерных вибрионов в Китае, 
Таиланде, Индии, Бангладеш, полученными другими 
исследователями [9, 10, 17, 19].

Из сравнения генотипов нетоксигенных штам-
мов на двух типах территорий следует, что, в от-
личие от Калмыкии, в регионах, эндемичных по 
холере, циркулируют популяции вибрионов ctxA–

tcpA+VPI-2+VSP+, которые различаются с токсиген-
ными лишь отсутствием в их геноме генов холерного 

токсина. Другое важное различие между сравнивае
мыми регионами – присутствие в Калмыкии вод
ных популяций с генотипом ctxA–tcpA+VPI-2+VSP–, 
не обнаруженных в странах Юго-Восточной Азии. 
Следует отметить, что такие вибрионы также вы-
делены из поверхностных водоемов ряда других ре-
гионов России: в Алтайском и Хабаровском краях, 
Ростовской области [8, 11, 13, 24]. Этот факт может 
служить указанием на определенную приурочен-
ность генотипа ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– к благополуч-
ной по холере территории. В то же время в Калмыкии 
и в эндемичных по холере странах присутствовали 
популяции холерных вибрионов с общим генотипом 
ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP–. Таким образом, географиче-
ская разобщенность мест обитания холерных вибрио
нов в Юго-Восточной Азии и Калмыкии, а также 
различные экологические условия их существования 
обусловили их генетическое разнообразие. 

Основной вопрос генетического разнообразия 
нетоксигенных вибрионов Эль Тор – их способность 
к реверсии в токсигенные эпидемически опасные 
клоны. Результаты проведенного исследования ука-
зали на принципиальные различия по этому свой-
ству между нетоксигенными вибрионами из срав-
ниваемых территорий. В эндемичных по холере ре-
гионах циркулируют популяции нетоксигенных ви-
брионов ctxA–tcpA+VPI2+VSP+, которые могут пред-
ставлять потенциальную эпидемическую опасность. 
Присутствие генов tcpA в составе VPI-1 определяет 
реальную возможность приобретения ими генов хо-
лерного токсина в результате фаговой конверсии, а 
наличие интактных островов пандемичности может 
обеспечить им эпидемический потенциал. Напротив, 
циркулирующие в Калмыкии холерные вибрионы 
ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– и ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– яв-
ляются эпидемически безопасными вследствие от-
сутствия островов пандемичности и неспособности 
вызывать развитие холерной инфекции, что показа-
но нами ранее в экспериментах на модельных жи-
вотных [25].

Другой не менее важный вопрос – происхож-
дение нетоксигенных холерных вибрионов Эль Тор, 
выделяемых из водоемов Калмыкии. Для его пони-
мания построено филогенетическое дерево на ос-
нове анализа полногеномных нуклеотидных после-
довательностей 52 нетоксигенных и 8 токсигенных 
штаммов, изолированных как в Калмыкии, так и на 
территориях, эндемичных по холере. Значительная 
часть их из эндемичных регионов (кластер I), име-
ющих генотип ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ и относящихся 
к единому ST69, являются, видимо, производны-
ми токсигенных. Такие изоляты не обнаружены в 
Калмыкии. Вместе с тем установлено, что на тер-
риториях обоих типов циркулируют нетоксигенные 
вибрионы ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP–, которые входят в 
состав одного и того же кластера IV, хотя относят-
ся к 14 разным ST. Сопоставление нуклеотидных 
последовательностей полных геномов 23 нетокси-
генных штаммов ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– (кластер 
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IV) также указало на их большое генетическое раз-
нообразие и выраженную филогенетическую обосо-
бленность от токсигенных, различия с которыми со-
ставляли 33597–36870 SNPs. Этот вывод совпадает 
с результатами SNP-анализа холерных вибрионов с 
таким генотипом других исследователей [9, 10, 22]. 
Данная явно филогенетически обособленная груп-
па нетоксигенных холерных вибрионов, видимо, 
может иметь независимое происхождение, сформи-
ровавшись на ранних этапах эволюции V. cholerae 
O1. Наибольший интерес представляет тот факт, 
что для Калмыкии характерны штаммы ctxA–tcpA+V-
PI-2+VSP–, принадлежащие к ST75 и образующие от-
дельный кластер III, значительно отличающийся как 
от кластера I токсигенных вибрионов и их произво-
дных (на 7545–10203 SNPs), так и от нетоксигенн-
ных изолятов из кластера IV (на 26052–26677 SNPs). 
Выявленная филогенетическая обособленность та-
ких изолятов из Калмыкии полностью совпадает с 
результатами MLST-типирования холерных вибри-
онов с тем же генотипом ctxA–tcpA+VPI-2+VSP–, из-
редка выделяемых в других регионах России [26]. 
Следует отметить, что штаммы данного сиквенс-ти-
па выделялись также в водоемах Сибири и Дальнего 
Востока и имели завозное происхождение [27]. 

Происхождение этих вибрионов остается неяс-
ным. Можно лишь предполагать, что они являются 
промежуточной филогенетической линией, образо-
ванной в процессе эволюционного формирования 
токсигенных клонов. Последующее приобретение 
ими через горизонтальный перенос новых мобиль-
ных элементов вирулентности и пандемичности, ве-
роятно, могло привести к образованию эпидемиче-
ски опасного клона. 

Экологические особенности водоемов Респуб
лики Калмыкия могли способствовать длительному 
переживанию нетоксигенных вибрионов на этой 
территории. Вместе с тем, по всей видимости, про-
исходит и периодический занос холерных вибри-
онов ctxA–tcpA+VPI-2+VSP– в Калмыкию из регио-
нов, эндемичных по холере. Основным аргументом 
в пользу такой возможности является наличие у ряда 
штаммов из Калмыкии не только общего генотипа 
с  некоторыми изолятами из Юго-Восточной Азии, 
но и сиквенс-типа. Эти данные согласуются с резуль-
татами других исследователей, полученными при 
использовании ПЦР-анализа [24].

Таким образом, показано большое генетическое 
разнообразие изученных нетоксигенных штаммов по 
составу мобильных элементов с генами патогенно-
сти и пандемичности. Установлено, что нетоксиген-
ные холерные вибрионы Эль Тор, циркулирующие 
на эндемичных по холере территориях, относятся 
к двум основным генотипам: ctxA–tcpA+VPI-2+VSP+ и 
ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP–. В отличие от них, на терри-
тории Калмыкии за исследуемый период не выделе-
но ни одного нетоксигенного штамма с интактными 
островами пандемичности. Вместе с тем установле-
но присутствие в Калмыкии популяций холерных ви-

брионов как со специфическим генотипом ctxA–tcpA+ 

VPI-2+VSP–, так и с общим для эндемичных и не-
эндемичных по холере территорий генотипом ctxA–

tcpA–VPI-2Δ+VSP. Результаты SNP-типирования по-
казали, что холерные вибрионы, имеющие генотип 
ctxA–tcpA–VPI-2Δ+VSP– и циркулирующие на терри-
ториях обоих типов, филогенетически близки друг 
с другом, но обособлены от токсигенных штаммов. 
Установлено, что холерные вибрионы ctxA–tcpA+VPI-2+ 

VSP– образуют отдельный кластер, удаленный как от 
токсигенных, так и от нетоксигенных изолятов ctxA–

tcpA–VPI-2Δ+VSP–. Тем не менее этот кластер фило-
генетически более близок с токсигенными по срав-
нению с указанными выше нетоксигенными изоля-
тами. Анализ полученных данных свидетельствует 
о  том, что нетоксигенные V. cholerae O1 биовара 
Эль Тор, способные, видимо, к длительному сохра-
нению в водоемах Калмыкии, являются эпидемиче-
ски безопасными.
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