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цель работы – выявление генотипических особенностей клональных комплексов, образуемых CTX–VPI+ 
штаммами холерных вибрионов, выделенными в разные годы из водоемов ростовской области, на основе биоин-
формационного анализа их полногеномных сиквенсов (WGSs). материалы и методы. полногеномное секвени-
рование выполняли на платформе MiSeq (Illumina), идентификацию в WGSs генетических детерминант и биоин-
формационный анализ – с использованием программ BioEdit, BLASTN, BLASTP, CARD, Vector NTI. результаты 
и обсуждение. в каждой группе изолятов 2002, 2005, 2007, 2020, 2021, 2022 гг. штаммы были практически иден-
тичными и обнаруживались в разных точках отбора проб воды в течение более или менее длительных периодов 
(от 3 недель до 2 месяцев). биоинформационный анализ WGSs представителей этих групп показал их разделение 
на 4 кластера, которые можно рассматривать как отдельные клональные комплексы, отличающиеся рядом харак-
терных генетических маркеров: 1) изоляты 2002 г., содержащие один SNP в регуляторном гене rpoS; 2) штаммы 
2007 г., несущие тандемно дуплицированный профаг preCTX; 3) штаммы, выделенные в 2020 г. в ростове-на-дону  
и в 2005 г. во время эпидосложнений в каменском районе ростовской области, которые имели «гибридный» 
остров патогенности, включающий кластер системы секреции 3-го типа и nan­nag-область острова VPI-2,  
а в гене rpoS присутствовало 9 SNP; 4) штаммы 2021 и 2022 гг. и единичный изолят 2018 г., содержащие делецию 
9 п.н. в гене коллагеназы vchC. несмотря на выявленные различия, представители всех клональных комплексов 
обладали достаточными наборами интактных детерминант факторов патогенности/персистенции для реализации 
вирулентных свойств и для обеспечения способности к выживанию в водоемах. обнаружение в поверхностных 
водоемах клональных комплексов потенциально патогенных штаммов свидетельствует о периодическом созда-
нии благоприятных условий для их продолжительной циркуляции, что подчеркивает значимость постоянного 
мониторинга за холерными вибрионами на территории россии.
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Abstract. The aim of the work was to identify genotypic features of clonal complexes formed by CTX–VPI+ strains 
of Vibrio cholerae isolated from water bodies of the Rostov Region in different years, based on bioinformatics analysis 
of their whole genome sequences (WGSs). Materials and methods. Whole genome sequencing was performed on the 
MiSeq (Illumina) platform; identification of genetic determinants in WGSs and bioinformatics analysis – by means of 
BioEdit, BLASTN, BLASTP, CARD, Vector NTI software packages. Results and discussion. The strains were almost 
identical in each group of 2002-, 2005-, 2007-, 2020-, 2021-, and 2022-isolates and were found at different points of 
water sampling over a longer or shorter periods of time (from 3 weeks to 2 months). Bioinformatics analysis of WGSs 
of representative strains divided them into 4 clusters, which can be considered as separate clonal complexes sharing a 
number of characteristic genetic markers: 1) 2002-isolates containing one SNP in regulatory rpoS gene; 2) 2007-strains 
carrying tandemly duplicated preCTX prophage; 3) strains isolated in 2020 in Rostov-on-Don and in 2005, during epi-
demiological complications in the Kamensk district of the Rostov Region, which had a “hybrid” pathogenicity island 
including the cluster of type 3 secretion system and the nan­nag region of the VPI-2 island, and 9 SNPs in rpoS gene; 
4) 2021- and 2022-strains and a single 2018-isolate containing a 9 bp deletion in vchC collagenase gene. Despite the 
revealed diffe rences, representatives of all clonal complexes possessed sufficient sets of intact determinants of pathoge-
nicity/persistence factors to realize virulent properties and ability to survive in water bodies. Detection of clonal com-
plexes of potentially pathogenic strains in surface water bodies indicates occasional emergence of favorable conditions 
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в процессе мониторинга за холерой из водных 
объектов окружающей среды (оос) на территори-
ях российской Федерации ежегодно выделяются не-
токсигенные (CTX–) штаммы Vibrio cholerae серо-
группы о1. несмотря на отсутствие эпидемической 
опасности, многие из них могут быть причастны к 
возникновению спорадических случаев и локаль-
ных вспышек острых кишечных инфекций (оки) 
за счет экспрессии содержащихся в их геномах де-
терминант целого ряда факторов патогенности.  
в большинстве своем эти факторы одновременно 
способствуют обеспечению выживаемости холер-
ных вибрионов в оос [1], т.е. являются, по сути, 
факторами патогенности/персистенции. иногда ре-
гистрируются случаи выделения практически иден-
тичных штаммов из одних и тех же источников в 
диапазоне от трех недель до двух месяцев, и за это 
время может произойти заражение людей при усло-
вии наличия у вибрионов патогенетического потен-
циала. ретроспективный анализ генотипов показал, 
что чаще всего клональные комплексы образуют 
штаммы, содержащие остров патогенности VPI с 
генами токсин-корегулируемых пилей TCP, тогда 
как CTX–VPI– отличаются более выраженной гете-
рогенностью, хотя некоторые тоже обладают кло-
нальностью [2–5]. так, в 2021 г. в ростове-на-дону 
был выявлен клональный комплекс, включающий  
10 CTX–VPI+ изолятов, которые обнаруживались в 
воде р. дон в трех разных точках отбора в течение 
трех недель. к этому же клональному комплексу 
был отнесен и единичный CTX–VPI+ штамм 2018 г.,  
что указывало на возможность его длительной пер-
систенции. данный комплекс существенно отличал-
ся от такового 2020 г., образованного 8 CTX–VPI+ 
штаммами, выделенными из двух точек р. мертвый 
донец в течение более трех недель [5]. полученные 
данные позволили предположить, что в регионе 
периодически складываются благоприятные усло-
вия для сохранения и распространения одинаковых 
штаммов в водоемах. для адекватной оценки степе-
ни опасности клональных штаммов необходима их 
детальная генотипическая характеристика, включа-
ющая дальнейшее изучение геномов новых изолятов,  

а также ретроспективный анализ генотипов штам-
мов предшествующих лет выделения и их сравнение 
со свежевыделенными.

целью работы явилось выявление генотипиче-
ских особенностей клональных комплексов, обра-
зуемых CTX–VPI+ штаммами холерных вибрионов, 
выделенными в разные годы из водоемов ростовской 
области, на основе биоинформационного анализа их 
полногеномных сиквенсов.

материалы и методы 

объектами исследования служили CTX–VPI+ 
штаммы V. cholerae о1, выделенные из оос на тер-
риториях ростова-на-дону и ростовской области.  
в табл. 1 показано общее число изолятов из разных 
точек, а число отобранных для секвенирования и 
биоинформационного анализа приведено в разделе 
«результаты и обсуждение». Штаммы получены из 
лаборатории «коллекция патогенных микроорганиз-
мов» ростовского-на-дону противочумного институ-
та, где хранились в лиофилизированном состоянии. 
Фенотипическую чувствительность/устойчивость 
штам мов к антибактериальным препаратам определя-
ли методом двукратных серийных разведений в плот-
ной питательной среде согласно мук 4.2.2495-09.

пцр-детекцию генов факторов патогенности/
персистенции с электрофоретическим учетом ре-
зультатов проводили с использованием амплифи-
катора «терцик» («днк-технология», москва) и 
специ фических праймеров, синтез которых осущест-
влен зао «евроген» (москва). набор генетических 
детерминант включал, помимо генов ctxAB, маркеры 
профагов preCTX (rstRAB, cep, orfU, ace, zot) и RS1 
(rstC), островов патогенности VPI (tcpA, toxT, tagA, 
aldA, mop, acfB) и VPI-2 (int, nanH, vce), кластеров 
RTX (rtxA, rtxC), msh (mshA, mshC), систем секре-
ции T3SS (vcsN2, vcsC2, vcsV2, vspD, vop F) и T6SS 
(vasA, vasF, vasK, vgrG, hcp), гены chxA, cef, hapA, 
prtV, vesC, sto, toxR, hapR, ompW, ompU.

полногеномное секвенирование на платформе 
MiSeq (Illumina) и сборку геномов выполняли, как 
описано ранее [3], кластерный анализ полученных 

for their long-term circulation, which emphasizes the importance of constant monitoring of V. cholerae in the territory 
of Russia. 
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persistence factors.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The authors declare no additional financial support for this study.
Corresponding author: Elena V. Monakhova, e-mail: monakhova_ev@antiplague.ru.
Citation: Monakhova E.V., Noskov A.K., Kruglikov V.D., Vodop’yanov A.S., Selyanskaya N.A., Men’shikova E.A., Ezhova M.I., Nepomnyashchaya N.B., Shvidenko 

I.G., Podoinitsyna O.A., Pisanov R.V. Genotypic Characteristics of CTX–VPI+ Clonal Complexes of Vibrio cholerae O1 Found in Water Bodies of the Rostov Region. 
Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 3:99–107. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2023-3-99-107

Received 14.10.2022. Revised 25.01.2023. Accepted 30.05.2023.

Monakhova E.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9216-7777  Men’shikova E.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6003-4283
Noskov A.K., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0550-2221  Ezhova M.I., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4254-3313
Kruglikov V.D., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6540-2778  Nepomnyashchaya N.B., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0868-6791
Vodop’yanov A.S., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9056-3231  Podoinitsyna O.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9996-4189
Selyanskaya N.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0008-4705  Pisanov R.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7178-8021



101

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 3         Original articles

сиквенсов (WGSs, whole genome sequences) прово-
дили согласно предложенной ранее схеме [6], обнов-
ленная база включала 55 тыс. SNP. 

генетические детерминанты идентифицирова-
ли в WGSs с помощью программ BioEdit 7.2.5 (http://
www.mbio.ncsu.edu/bioedit) и BLASTN 2.2.29 (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov). прототипами служили геномы 
штаммов V. cholerae N16961 (AE003852, AE003853) 
и AM-19226 (AATY0200000000). для поиска гене-
тических детерминант лекарственной устойчивости 
использовали базу CARD (https://card.mcmaster.ca) и 
последовательности других найденных в NCBI генов, 
встречающихся у холерных вибрионов. трансляцию 
генов, анализ их нуклеотидных последовательно-
стей и аминокислотных (аа) последовательностей 
их продуктов осуществляли с использованием паке-
та программ Vector NTI Advance 11 (Invitrogen). для 
определения наличия и локализации активных доме-
нов в белках выполняли BLASTP-анализ (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov). 

результаты и обсуждение

в процессе пцр-типирования установлено, что 
CTX–VPI+ штаммы, выделенные в течение каждого 
года, обладали идентичными друг другу генотипа-
ми, некоторые из которых полностью совпадали с 
таковыми штаммов других лет выделения (табл. 1). 
для ответа на вопрос о клональном статусе данных 
групп мы выборочно провели секвенирование днк 
представителей изолятов всех лет, перечисленных в 
табл. 1, с последующим SNP-анализом полученных 

WGSs. на рис. 1 показана дендрограмма, построен-
ная по результатам этого анализа. 

как видно из рис. 1, WGSs изученных штаммов 
разделились на четыре кластера, каждый из которых 
можно рассматривать как отдельный клональный 
комплекс.

Штаммы 2002 г. образовали наиболее однород-
ный по SNP-профилям кластер, что весьма неожи-
данно, поскольку они были выделены в течение бо-
лее двух месяцев из разных точек, из которых две 
находились за пределами ростова-на-дону. однако в 

Таблица 1 / Table 1

общее число CTX–VPI+ штаммов, выделенных из разных стационарных точек
Total number of CTX–VPI+ strains isolated from different stationary sites

годы
Years

даты
Dates

число штаммов
Number of strains

число стационарных точек
Number of stationary sites

источники выделения
Sources of isolation

пцр-генотип
PCR-genotype

2002 15.07–26.09 5 4

таганрогский залив, реки дон, 
темерник, узяк

Taganrog Bay, the rivers Don, 
Temernik, Uzyak

preCTX–, T3SS–, int+, nanH+, vce+

2005 28.07–02.09
12+32 клин.

clinical
1

оз. ветровский карьер,  
больные, носители

the lake Vetrovsky Quarry,  
patients, carriers

preCTX–, T3SS+, int+, nanH+, vce–

2007 23.07–27.08 4 4

сточные воды, реки дон,  
темерник

sewage waters, the rivers Don, 
Temernik

preCTX+, T3SS–, int+, nanH+, vce+

2018 25.06 1 1
река темерник
river Temernik

preCTX–, T3SS–, int+, nanH+, vce+

2020 10.08–02.09 8 2
река мертвый донец
river Mertvy Donets

preCTX–, T3SS+, int+, nanH+, vce–

2021 21.06–12.07 10 3
река дон
river Don

preCTX–, T3SS–, int+, nanH+, vce+

2022 06.06–23.09 15 3
реки дон, темерник

the rivers Don, Temernik
preCTX–, T3SS–, int+, nanH+, vce+

рис. 1. дендрограмма, построенная на основе анализа WGSs по 
55 тыс. коровых SNP

Fig. 1. Dendrogram based on analysis of WGSs by 55 000 core 
SNPs
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последующие годы такие штаммы в регионе не об-
наруживались. ближе всех к ним на дендрограмме 
располагались штаммы 2007 г., выделенные также из 
разных точек, но в пределах города. они образовали 
отдельную ветвь и отнесены к другому клональному 
комплексу по причине обнаружения у них всех генов 
профага preCTX – RS2-элемента (rstRAB), cep (core 
encoded pilin), orfU (PIIICTX), ace (accessory cholerae 
enterotoxin) и zot (zonula occludens toxin).

изоляты 2022 г. вошли в один кластер с тако-
выми 2021 г. и идентичным им штаммом 2018 г. 
очевидно, первые сохранились в оос с прошлого 
года, а штаммы 2021 г., возможно, являются потом-
ками последнего [5]. 

наиболее отдаленный от других кластер объеди-
нил изоляты 2020 г., а также практически идентич-
ные им штаммы 2005 г., выделенные в каменском 
районе ростовской области во время локальной 
вспышки оки [2].

дальнейший анализ был направлен на иденти-
фикацию в WGSs отдельных генов, их кластеров, 
геномных островов, мобильных элементов. у всех 
без исключения штаммов полностью отсутствова-
ли, помимо CTX, профаг RS1, гены cholix-токсина 
chxA, термостабильного токсина stn/sto, острова 
пандемичности VSP-1 и VSP-2, но присутствовали 

полные кластеры генов системы секреции 6-го типа 
(T6SS), биопленкообразования vps1­rbm­vps2, msh, 
жгутикообразования fla1, fla2, синтеза цитотоксина-
актиномодулятора MARTX (rtxACBDE), интактные 
гены гемолизина hlyA, протеаз hapA, prtV, vesA, vesB, 
vesC, цитотонического токсина cef, регуляторов toxR, 
hapR, hns, luxO. оказалось, что по большинству алле-
лей детерминант факторов патогенности/персистен-
ции все штаммы почти не различались. тем не менее 
нам удалось выявить и маркеры, характерные для 
каждого клонального комплекса (табл. 2, рис. 1).

так, изоляты 2002 г. содержали полный остров 
патогенности VPI-2, значительно измененные 
по сравнению с прототипом кластеры fla1 и fla2:  
в 7 из 8 генов обнаружено от 7 до 27 SNP с одной 
и той же локализацией у всех штаммов. данные за-
мены не привели к сдвигам рамок считывания (orf) 
либо образованию преждевременных стоп-кодонов, 
и гены остались интактными. кроме того, 39 SNP 
присутствовали в гене gyrA, имеющем отношение 
к устойчивости к фторхинолонам. другой ген такой 
резистентности, qnrVC4, выявлен у них программой 
CARD. в регуляторном гене cytR присутствовали 
11 идентичных SNP. 

интересно, что такими же особенностями обла-
дали и штаммы 2018, 2021 и 2022 гг. (один клональ-

Таблица 2 / Table 2

основные различия между штаммами холерных вибрионов – представителями клональных комплексов  
по данным биоинформационного анализа WGSs

Main differences between V. cholerae strains - representatives of clonal complexes according to bioinformatics analysis of WGSs

гены 
Genes

годы
Years

2002 2007 2005 2020 2021 2018 2022

n/N 5/5 2/4 3/32 4/8 3/10 1/1 5/12

preCTX
профаг

prophage
–

+ тандем
+ tandem

– – – – –

VPI2
остров
island

полный
complete

полный
complete

фрагмент
fragment

фрагмент 
fragment

полный
complete

полный
complete

полный
complete

T3SS
кластер
cluster

– – + + – – –

vchC
ген

gene
pt pt pt pt Δ 9bp Δ 9bp Δ 9bp

fla­1  
(flaA, C,fglL,M)

кластер
cluster

10, 27, 14, 15 
SNP

10, 27, 14, 15 
SNP pt pt 10, 27, 14, 15 

SNP
10, 27, 14, 15 

SNP
10, 27, 14, 15 

SNP

fla­2  
(flaE,D,B)

кластер
cluster

16, 7, 10 SNP 16, 7, 10 SNP pt pt 16, 7, 10 SNP 16, 7, 10 SNP 16, 7, 10 SNP

gyrA
ген

gene
38 SNP 38 SNP pt pt 38 SNP 38 SNP 38 SNP

qnrVC4
ген

gene
+ + – – + + +

cytR
ген

gene
11 SNP 11 SNP pt pt 11 SNP 11 SNP 11 SNP

rpoS
ген

gene
1 SNP pt 9 SNP 9 SNP pt pt pt/ins6bp

примечания :  n/N – число секвенированных штаммов / общее число изолятов; pt – прототипные гены. количество SNP определено по от-
ношению к генам прототипа V. cholerae N16961.

No te s :  n/N – number of sequenced strains / total number of isolates; pt – prototype genes. Number of SNPs is determined against V. chole rae N16961 
prototype genes. 



103

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 3         Original articles

ный комплекс), причем все SNP полностью совпада-
ли. вместе с тем у них имелась делеция 9 п.н. в гене 
коллагеназы vchC, не сопровождающаяся сдвигом 
orf, но приведшая к укорочению продукта его транс-
ляции на 3 аа, активные домены в нем сохранились.

у трех из пяти проанализированных изолятов 
2022 г. внутри гена rpoS появилась вставка 6 п.н. без 
сдвига рамки, а в продукте трансляции – соответ-
ственно два «лишних» аа, что могло быть результа-
том мутационной изменчивости в процессе длитель-
ной персистенции в оос. 

Штаммы 2007 г., как отмечено выше, отлича-
лись от остальных присутствием в геноме тандем-
но дуплицированного профага preCTX с геном rstR 
типа эль тор. при этом в конце каждого из профа-
гов располагался сайт специфической интеграции  
attRS1. нуклеотидные последовательности двух 
профагов полностью совпадали, не считая 2 SNP в 
генах zot, но наличие тандема не вызывает сомне-
ний, поскольку при сборке WGS штамма 18969 они 
попали в один контиг, где последовательность между 
attRS1-1 и rstR-2 (477 п.н.) совершенно не совпадала 
по длине и нуклеотидному составу с таковой меж-
ду attRS1-2 и последующим геном rtxA (333 п.н.).  
в геномах других штаммов найдено только по одной 
копии preCTX, однако в содержащих их контигах 
кроме дистального сайта attRS1-2 в начале присут-
ствовала часть attRS1-1 (12–18 п.н.). тандемная ду-
пликация указывает на потенциальную способность 
к продукции вирионов preCTXφ [7]. Штаммы, со-
держащие preCTX, встречаются в водоемах россии 
довольно редко и имеют заносное происхождение. 
они обладают повышенным патогенным потенциа-
лом, поскольку в состав профага входят гены допол-
нительных факторов патогенности Cep, Ace и Zot, 
которые могут утяжелять симптоматику оки. по 
всей видимости, в 2007 г. имели место занос и по-
следующее распространение нового клона, посколь-
ку среди выделенных ранее preCTX+ вибрионов ни 
один не содержал аллель rstR типа эль тор, имелись 
различия и по структуре других генов профага. 

Штаммы 2020 и 2005 гг. обладали наибольшим 
числом отличительных маркеров. в первую оче-
редь это присутствие в геномах полного интактно-
го кластера T3SS, что указывает на потенциальную 
возможность системы экспрессироваться и в слу-
чае заражения людей вносить существенный вклад 
в развитие заболеваний. известно, что эффекторы 
данной системы способствуют колонизации ки-
шечника лабораторных животных и могут вызы-
вать тяжелую диарею с летальным исходом [8–11]. 
кроме того, заслуживает внимания предположение 
о ее возможном вкладе в выживаемость вибрионов 
в водных оос в ассоциации с их обитателями [12]. 
косвенным свидетельством в пользу такой вероят-
ности может служить способность T3SS+ штаммов 
вызывать серьезное заболевание креветок в аква-
культуре, хотя причастны к этому могут быть и 
другие факторы патогенности [13]. другим отличи-

тельным признаком клонального комплекса являет-
ся неполный остров патогенности VPI-2, в котором 
отсутствовала протяженная проксимальная часть – 
кластер генов рестрикции-модификации, сохрани-
лась интактная nan­nag-область, экспрессия которой 
обеспечивает катаболизм и транспорт сиаловых кис-
лот. последние служат источниками углерода для 
питания бактерий в разных экологических нишах 
[14, 15]. дистальная часть VPI-2 практически отсут-
ствовала, кластер фагоподобных генов был делети-
рован, сохранились только следующие за nan­nag-
областью гены днк-связывающего белка (Vс1785), 
днк-репаратора radC и завершающие этот кластер 
гены гипотетического белка VC1805 и фаговой реп-
ликазы VC1806. ген гипотетического белка VC1804 
утратил 12 первых аа включая старт-кодон. в лите-
ратуре описана аналогичная структура, выявленная 
в геномах штаммов не только нео1/нео139, но и 
отдельных представителей серогруппы о1; авторы 
обозначили этот «гибридный» кластер как остров 
патогенности VPI-3 [16, 17]. между кластером T3SS 
и участком VPI-2 находятся две неизвестные orf, от-
сутствующие у T3SS– штаммов, содержащих полный 
VPI-2. продукт трансляции одной из них программа 
BLASTP идентифицировала как гипотетический бе-
лок, а другой – как белок, содержащий Ig-подобный 
домен (Ig-like domain-containing protein). Функции 
этого белка, состоящего из 681 аа, остаются неиз-
вестными. вероятно, данные orf относятся к T3SS-
кластеру, хотя на представленных в публикациях 
схемах в него не включены. 

ген интегразы находился в начале кластера 
T3SS и отличался от таковых других T3SS+ штаммов 
(WGSs которых получены нами ранее либо найдены 
в NCBI), но гену интегразы VPI-2 такой же длины 
(1236 п.н.) он идентичен на 98 %.

по всей видимости, исследуемые штаммы со-
держат «гибридный» остров патогенности VPI-3 
(рис. 2), который мог образоваться в результате обме-
на проксимального участка VPI-2 на кластер T3SS и 
дополнительной делеции в дистальной части VPI-2. 
как и у других T3SS+ холерных вибрионов, кластер 
интегрирован в хромосому рядом с геном трнк, как 
и полный VPI-2 T3SS– штаммов. более того, перед 
геном трнк в обоих случаях находится один и тот 
же ген транспортного белка семейства AcrB/D/F 
(VC1767), т.е. позиция «гибридного» острова не из-
менилась. для ответа на вопросы, является ли такая 
структура специфичной для всех T3SS+ холерных 
вибрионов и в чем состоит смысл ее формирования, 
требуется дальнейший анализ с включением боль-
шего числа штаммов по сравнению с ограниченной 
выборкой, изученной на сегодняшний день.

наконец, штаммы 2020 и 2005 гг. отличались 
наличием 9 SNP в гене сигма-фактора rpoS, не на-
рушивших его интактность. повреждение этого гена 
могло бы привести к значительному снижению ви-
рулентности и способности к колонизации кишеч-
ника [18].
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обнаружение совпадения генотипов штам-
мов 2020 г. с таковыми 2005 г., вызвавшими эпид-
осложнения в ростовской области более 15 лет на-
зад, оказалось неожиданным. во время упомянутой 
клональной вспышки идентичные друг другу штам-
мы выделялись не только от людей, но и из воды 
озера, используемого в рекреационных целях [2].  
в связи с этим возникает вопрос, могли ли эти штам-
мы так долго сохраняться в оос, ни разу себя не об-
наружив в течение всего периода, например, перейдя 
в некультивируемое состояние [19]. такая возмож-
ность полностью не исключена, хотя более вероят-
ным представляется новый занос клона, сформиро-
вавшегося и циркулирующего в азиатских регионах. 
вспышку 2005 г. связывали с трудовыми мигран-
тами из таджикистана, работавшими в то время на 
стройке. значительный поток трудовых мигрантов в 
россию, в т.ч. в ростовскую область, не прекраща-
ется, какая-то их часть может оставаться на пмж, 
однако сомнения вызывает возможность столь дли-
тельного носительства. к сожалению, обследование 
людей на данной территории в отсутствие эпидпо-
казаний невозможно, как и получение штаммов из 
таджикистана и других стран азии. 

несмотря на выявленные различия, представи-
тели всех клональных комплексов обладали доста-
точными наборами интактных детерминант факто-
ров патогенности/персистенции для реализации ви-
рулентных свойств и для обеспечения способности к 
выживанию в оос.

в частности, tcp-кластер в составе VPI обеспе-
чивает продукцию TCP, которые не только являются 
ключевым фактором колонизации кишечника, но и 
способствуют биопленкообразованию на хитино-
вых поверхностях водных членистоногих [19, 20], 
что повышает персистентный потенциал холерных 
вибрионов. другие факторы, обеспечивающие фор-
мирование биопленок, кодируются кластерами msh 
и vpsI­rbm­vpsII [3], имеющимися у всех изученных 
штаммов. 

присутствие основного и трех дополнитель-
ных (Aux-1, -2, -3) кластеров T6SS указывает на 
высокую вероятность ее экспрессии, несмотря на 
отсутствие Aux-4 (наличие Aux-5 не определяли в 
связи с недоступностью его сиквенса) [21, 22]. эта 
система секреции является мощным фактором па-
тогенности/персистенции, убивающим макрофаги и 
способствую щим в организме человека колонизации 
кишечника, а в оос – хитина ракообразных [18, 19, 
21, 22]. она защищает вибрионов от поедания одно-

клеточными хищниками и лизирует конкурентные 
бактерии, продукты лизиса которых используются 
как источники питания. 

все штаммы за счет присутствия интактных де-
терминант обладали потенциальной способностью к 
продукции MARTX, HlyA (VCC), Cef, протеаз HA/P, 
PrtV, VchC, VesA, VesB, VesC, IvaP, RssP [23, 24]. 
многие структурные и регуляторные гены были 
идентичны либо близки прототипам, другие содер-
жали довольно большое число нуклеотидных замен. 
продукты трансляции таких измененных генов так-
же отличались по первичной структуре, что, вероят-
но, сказывается на их активности в сторону усиле-
ния или ослабления. однако мы полагаем, что при 
наличии широких спектров детерминант экспрессия 
хотя бы некоторых из них может обеспечивать реа-
лизацию патогенного и персистентного потенциала.

во всех WGSs программами BioEdit и CARD не 
обнаружено большинства детерминант резистент-
ности к антибиотикам, в частности к тетрациклинам 
(tetA, R), хлорамфениколу (floR, catB9), ампициллину 
и другим бета-лактамам (blaP1, carb7, 9, blaNDM­1), 
цефалоспоринам (blaCTX­M), стрептомицину 
(strA, B, aadA1), канамицину (aphAI), гентамицину  
(aadA2), рифампицину (arr2, 3), триметоприму 
(dfrA­18, ­1, ­5, ­12, ­23), сульфаметоксазолу (sul1, 2). 
что касается генов устойчивости к фторхинолонам, 
то ни в одном геноме не выявлено гена qnrVC1, но 
в то же время у всех штаммов, за исключением изо-
лятов 2005 и 2020 гг., присутствовал ген qnrVC4. 
представители всех клональных комплексов облада-
ли геном β-лактамазы varG, ответственной за устой-
чивость к пенициллинам, а также гомологом гена 
nfsA, хотя причастность его продукта к резистент-
ности к фуразолидону для холерных вибрионов не 
доказана. у всех штаммов также выявлены детер-
минанты эффлюкс-помп RND (CPR) и MATE (гены 
VC1634, vcmABDHMN); не выявлены SXT-элементы, 
интегроны 1-го класса и плазмиды.

в большинстве случаев отсутствие генов анти-
биотикорезистентности совпадало с фенотипической 
чувствительностью, в частности, к гентамицину, ка-
намицину, хлорамфениколу, тетрациклину, докси-
циклину, налидиксовой кислоте, ципрофлоксацину, 
рифампицину. вместе с тем иногда наблюдались и 
исключения. так, штаммы 2005 г. были устойчивы к 
стрептомицину и триметоприму/сульфометаксазолу, 
хотя перечисленные выше гены резистентности не 
были обнаружены, тогда как штаммы 2020 г. из того 
же клонального комплекса оставались чувствитель-

рис. 2. схематическое изображение структуры «гибридного» острова, включающего кластер T3SS и часть VPI-2, в геноме штаммов 
2005 и 2020 гг.

Fig. 2. Schematic representation of the “hybrid” island structure, including T3SS cluster and a fragment of VPI-2, in the genome of 2005- and 
2020-isolates
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ными. причины этого факта неясны, возможно, рези-
стентность была связана с другими, еще не описан-
ными либо отсутствующими в использованной базе 
генами, которые по каким-то причинам не работали 
у остальных штаммов. к триметоприму/сульфоме-
таксазолу также были чувствительны все изученные 
представители клона 2018, 2021, 2022 гг. культуры с 
устойчивостью либо промежуточной устойчивостью 
к ампициллину встречались во всех клональных 
комплексах, кроме 2007 г. (preCTX+), хотя они так 
же содержали ген varG. Штаммы 2005 г. проявляли 
промежуточную устойчивость к цефотаксиму, не 
имея гена blaCTX­M. и наоборот, присутствие гена 
qnrVC4 у представителей трех клональных комплек-
сов не обеспечило им устойчивости к фторхиноло-
нам. аналогичные штаммы (с геном qnrVC1) ранее 
описаны в литературе [25]. резистентность к фура-
золидону отсутствовала у клона 2002 г., остальные 
были устойчивы, что совпадает с литературными 
данными о том, что реальная устойчивость к нитро-
фуранам выявлялась не у всех штаммов холерных 
вибрионов, выделенных до 2008–2010 гг., тогда как 
в последующие годы их число возрастало, и в на-
стоящее время подавляющее большинство обладает 
резистентностью [26]. 

следует отметить, что внутри каждого комплек-
са имелись межштаммовые различия в фенотипиче-
ском проявлении устойчивости к антимикробным 
агентам (ампициллину, триметоприму, сульфаме-
токсазолу) от нулевой до промежуточной и выра-
женной. это может быть связано с мутационной из-
менчивостью в процессе пребывания в оос, однако 
для полного понимания данного явления требуются 
дальнейшие углубленные исследования, возможно 
с использованием дополнительных компьютерных 
программ и баз данных.

полученные данные еще раз подтверждают 
возможность достаточно длительного сохранения в 
водоемах CTX–VPI+ штаммов холерных вибрионов, 
представляющих потенциальную опасность воз-
никновения спорадических заболеваний либо ло-
кальных вспышек оки. также следует иметь в виду, 
что клональные комплексы могут формироваться  
и CTX–VPI– штаммами. например, такие комплексы 
ранее выявлены в водоемах в сочи [3], республике 
калмыкия [4], сибири и на дальнем востоке [5], 
а также в китае [27], Франции [28], сШа [29]. 
в бразилии и аргентине два клона (Amazonia и 
Tucumán) в конце прошлого столетия вызвали ло-
кальные вспышки холероподобных заболеваний [30], 
а в чили в 2018 г. зарегистрирована вспышка остро-
го гастроэнтерита, обусловленная T3SS+ клоном 
V. cholerae nonO1/nonO139 [16]. наконец, нельзя 
полностью исключить и возможность сохранения 
и распространения в оос завозных токсигенных 
штаммов. один такой случай имел место в ростове-
на-дону в 2001 г., когда на фоне эпидемического 
благополучия в течение двух недель три генетиче-
ски измененных штамма были выделены из трех раз-

ных точек. происхождение их не установлено, хотя 
они могли быть занесены из казани, где в это вре-
мя возникла вспышка эпидемической холеры, вы-
званная такими же штаммами. все это подчеркивает 
значимость постоянного мониторинга за холерными 
вибрионами на территории рФ, а случаи выявления  
в оос клональных комплексов требуют повышен-
ного внимания.
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