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цель исследования – определение филогенетического положения и особенностей организации геномов от-
дельных групп штаммов Vibrio cholerae, изолированных в сибири и на дальнем востоке при разных эпидемио-
логических ситуациях в период седьмой пандемии холеры. материалы и методы. в исследование включено 
275 штаммов V. cholerae, изолированных при эпидемических осложнениях или в благополучный по холере пе-
риод в сибири и на дальнем востоке, с разными профилями по основным геномным локусам патогенности. для 
филогенетического анализа использованы геномы 969 изолятов V. cholerae из GenBank. реконструкция филоге-
нии осуществлена методом расчета дистанций между штаммами на основе встречаемости k-меров. поиск, ана-
лиз и визуализация структуры локусов мобильных генетических элементов в геномах V. cholerae осуществлены 
программами blastn и Prokka, а также авторскими скриптами R и Python. результаты и обсуждение. выделенные 
на территории сибири и дальнего востока штаммы холерного вибриона вошли в состав трех глобальных фило-
генетических линий – L2, L3, L4. распределение штаммов на филогенетические линии согласуется с эпидемио-
логической ситуацией, при которой они были изолированы. прослеживается распределение штаммов на группы 
с дифференциацией на глобальные волны распространения этиологического агента седьмой пандемии холеры и 
предварительным определением потенциальных направлений завоза возбудителя на территорию. выявлено, что, 
наряду с токсигенными вибрионами эль тор, к филогенетической линии L2 относятся и спонтанные мутанты, 
утратившие гены холерного токсина при хранении и пассаже на питательных средах. структурный анализ под-
тверждает различия их геномной организации со штаммами, не имеющими профага стх при первичном пцр-
скрининге. целесообразен двухэтапный алгоритм филогенетического анализа в рамках геномного мониторинга 
возбудителя холеры: первый этап – упрощенный подход на основе встречаемости k-меров для оперативного эпи-
демиологического анализа; второй этап – углубленный анализ геномов с применением комплекса филогенетиче-
ских методов для реконструкции звеньев эпидемической цепи в пределах отдельных эпидосложнений, установ-
ления закономерностей происхождения и времени дивергенции клонов возбудителя.
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Abstract. The aim was to determine the phylogenetic position and features of the genome organization of individual 
groups of Vibrio cholerae strains isolated in Siberia and the Far East under different epidemiological situations during 
the seventh cholera pandemic. Materials and methods. We examined 275 V. cholerae strains, isolated during epidemic 
complications and during the cholera-free period in Siberia and the Far East, with different profiles of the main genomic 
loci of pathogenicity. The genomes of 969 V. cholerae strains from GenBank were used for phylogenetic analysis. The 
phylogeny reconstruction was carried out through calculating the distances between strains based on the occurrence of 
k-mers. The search, analysis and visualization of the loci structure in mobile genetic elements in V. cholerae genomes 
were performed using the blastn and Prokka programs and the author’s R and Python scripts. Results and discussion. 
Strains of V. cholerae isolated in Siberia and the Far East have been included in three global phylogenetic lines – L2, L3, 
L4. The distribution of strains from Siberia and the Far East along phylogenetic lines corresponds to the epidemiologi-
cal situation in which they were isolated. We have identified the differentiation of strains by groups consistent with the 
global waves of spread of the etiological agent of the seventh cholera pandemic. We also traced potential paths for the 
import of the cholera pathogen into the territory of the Russian Federation. It has been revealed that spontaneous mutants 
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в сибирском и дальневосточном регионах рос-
сийской Федерации холера в период седьмой пан-
демии была зарегистрирована в виде отдельных 
случаев завоза инфекции или обусловленных за-
возом острых вспышек с преимущественно водным 
путем передачи возбудителя. так, случаи завоза ин-
фекции имели место в 1970-х гг. (якутск – 1970 г., 
красноярск, томск – 1973 г., новокузнецк – 1975 г.) 
и в 1990-х гг. (новосибирск, омск, барнаул – 1994 г., 
иркутск, ачинск – 1997 г., владивосток, уссурийск, 
Южно-сахалинск – 1999 г.). эпидемические ослож-
нения в виде ассоциированных с завозом острых 
вспышек также пришлись на 1970-е и 1990-е гг.: 
омск – 1972 г., новосибирск и барнаул – 1973 г., 
Южно-сахалинск и владивосток – 1999 г. [1–3].

наряду с этим, в благополучный по холере пе-
риод в поверхностных водоемах сибири и дальнего 
востока начиная с 1970-х гг. обнаруживаются неток-
сигенные Vibrio cholerae о1-серогруппы. в отдель-
ных субъектах наблюдается практически ежегодное 
(забайкальский край) или длительное (приморский 
край, иркутская область) выделение таких вариантов 
холерного вибриона. в 1970–1980-х гг. на террито-
рии были зарегистрированы спорадические случаи 
транзиторного носительства нетоксигенных штам-
мов V. cholerae у лиц без клинических проявлений 
инфекции. в современный период (2011, 2013, 2016, 
2019 гг.) имели место единичные случаи обнаруже-
ния в объектах окружающей среды (поверхностные 
водоемы в зоне рекреационного водопользования и 
в месте сброса сточных вод, сточные воды) неток-
сигенных вибрионов о1-серогруппы, содержащих 
ген токсин-корегулируемых пилей адгезии (генотип 
ctxAB–tcpA+).

следует сказать, что по основным таксономиче-
ским характеристикам: принадлежность к виду, био-
вару, серогруппе – холерный вибрион, являющийся 
этиологическим агентом холеры, и нетоксигенные 
вибрионы, обнаруживаемые в объектах окружающей 

среды (оос) на неэндемичных по холере террито-
риях в благополучный период или при обусловлен-
ной V. cholerae острой кишечной инфекции и тран-
зиторном вибриононосительстве, характеризуются 
сходством или идентичностью. принципиальные 
отличия заключаются в наличии/отсутствии в ге-
номе мобильных генетических элементов, несущих 
основные детерминанты патогенности. в 1990-х гг., 
когда впервые была установлена мобильная природа 
основных детерминирующих патогенность холер-
ного вибриона локусов генома (профаг стх с гена-
ми холерного токсина, остров патогенности VPI-I 
с генами токсин-корегулируемых пилей адгезии), 
при отсутствии исчерпывающих данных о струк-
туре геномов разных групп V. cholerae исследова-
телями активно обсуждался вопрос о возможности 
трансформации непатогенных вариантов вибриона 
в патогенные эпидемически значимые посредством 
горизонтальной передачи мобильных генетических 
элементов (мгэ) [4–6].

вместе с тем изучение возбудителя холеры на 
геномном уровне обеспечило новые возможности по 
определению происхождения разных групп штаммов, 
оценке их филогенетических связей, закономерно-
стей формирования и распространения патогенного 
клона возбудителя. так, в 2011 г. а. Mutreja et al. [7] 
на основании анализа полных геномов холерного 
вибриона идентифицировали восемь филогенетиче-
ских линий (L1 – L8): изоляты классического биова-
ра сформировали значительно дистанцированную от 
других линию L1; варианты этиологического агента 
текущей пандемии холеры – V. cholerae El Tor объ-
единились в линию L2 с тремя крупными группами 
в структуре линии, соответствующими глобальным 
волнам распространения инфекции; линии L3, L5, 
L6, L8 обнаружили сходство корового генома с L2 
с присущими для каждой из них особенностями 
структурной организации и набора мобильных ге-
нетических элементов, определяющими патогенный 

that lost cholera toxin genes during storage and cultivation on nutrient media belong to the L2 phylogenetic lineage as 
well as toxigenic El Tor vibrios. The structural analysis confirms the differences in their genome organization and strains 
that do not have a CTX prophage during primary PCR screening. We recommend a two-stage algorithm of phylogenetic 
analysis within the framework of genomic monitoring of cholera agent: the first stage is a simplified assessment based 
on the occurrence of k-mers for express epidemiological analysis; the second stage is an in-depth analysis of genomes  
using a complex of phylogenetic methods for the reconstruction of links in individual epidemic complications, to estab-
lish patterns of origin and time of divergence of the pathogen clones.

Key words: Vibrio cholerae, whole genome sequencing, phylogenetic lines, structural analysis.

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

Funding: The authors declare no additional financial support for this study.
Corresponding author: Lilia V. Mironova, e-mail: mironova-lv@yandex.ru.
Citation: Mironova L.V., Fedotova I.S., Galach’yants Yu.P., Ponomareva A.S., Erdyneev S.V., Khunkheeva Zh.Yu., Basov E.A., Fortunatova A.V., Balakhonov S.V. 

Genomic Analysis of vibrio cholerae Strains Isolated in Siberia and the Far East during the Seventh Cholera Pandemic: Determining the Appurtenance to Global 
Phylogenetic Lines. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2024; 2:122–131. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-
2024-2-122-131

Received 27.12.2023. Revised 23.01.2024. Accepted 05.02.2024.

Mironova L.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8481-6442  Khunkheeva Zh.Yu., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5388-4300
Fedotova I.S., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9890-0960  Basov E.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8358-2880
Galach’yants Yu.P.,ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4764-6330  Fortunatova A.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1167-7864
Ponomareva A.S., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0674-6159  Balakhonov S.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4201-5828
Erdyneev S.V., ORCID: https://orcid.org/0009-0006-7937-1382



124

Проблемы особо опасных инфекций. 2024; 2      ОРигинальнЫе статьи

и эпидемический потенциал входящих в линии изо-
лятов; L4 и L7 – самостоятельные линии на фило-
генетическом древе с характерной уникальностью 
геномной организации входящих в них штаммов. 
позднее H. Wang et al. [8] в результате изучения рас-
пространения нетоксигенных холерных вибрионов в 
китае и мире в целом идентифицировали дополни-
тельную филогенетическую линию L9, образован-
ную изолятами ctxAB–tcpA+. 

при анализе закономерностей распространения 
холерного вибриона в мире исследователями опре-
делены направления и время импортации штаммов 
линии L2 (клона седьмой пандемии) в африку в пе-
риод седьмой пандемии, а также пути продвижения 
возбудителя внутри континента с формированием 
сублиний [9, 10]. показано, что эпидосложнения 
в йемене обусловлены сублинией пандемичного 
клона вибриона эль тор из Южной азии с пред-
варительным распространением этой сублинии в 
восточной африке [11]. в китае, наряду с относя-
щимися к L2 штаммами, выявлено распространение 
холерного вибриона филогенетических линий L3 
и L9, представители которых обнаружены как при 
клинически выраженной форме инфекции и вибрио-
ноносительстве, так и в оос [8, 12, 13]. 

разнообразие генетических линий холерного 
вибриона, дифференцирующихся по значимым гено-
типическим характеристикам, определяет важность 
установления филогенетического положения изоля-
тов в рамках геномного надзора за патогенами с эпи-
демическим и пандемическим потенциалом, к числу 
которых относится возбудитель холеры.

цель исследования – определение филогене-
тического положения и особенностей организации 
геномов отдельных групп штаммов V. cholerae, изо-
лированных в сибири и на дальнем востоке при 
разных эпидемиологических ситуациях в период 
седьмой пандемии холеры.

материалы и методы

Исследуемые штаммы. в исследование 
вклю чено 275 охарактеризованных ранее по ком-
плексу фенотипических свойств и эпидзначимо-
сти штаммов холерного вибриона из коллекции 
патогенных бактерий Фкуз иркутский научно-
исследовательский противочумный институт рос-
потребнадзора. иссле дуемая группа включает 
61 токсигенный штамм V. cholerae о1-серогруппы, 
выделенные от инфицированных лиц (больные и виб-
риононосители) и из объектов оос при эпидемиче-
ских осложнениях в сибири и на дальнем востоке 
в 1970-х и 1990-х гг., 3 спонтанных мутанта (см) 
токсигенных штаммов V. cholerae о1-серогруппы 
(V. cholerae и-719, и-1488, и-1362), утратившие 
гены биосинтеза холерного токсина при хранении и 
пассаже на питательных средах (ctxAB–tcpA+/см).  
из группы штаммов благополучного по холере 
периода в исследование включено 209, в том чис-

ле 205 – не содержащих гены холерного токсина и 
токсин-корегулируемых пилей адгезии, и 4 – с ге-
нотипом ctxAB–tcpA+ из оос (ctxAB–tcpA+/оос). 
кроме того, исследовано 2 штамма V. cholerae клас-
сического биовара.

Референсные нуклеотидные последователь-
ности геномов из международной базы данных 
GenBank. для проведения филогенетического ана-
лиза и позиционирования штаммов из исследуемой 
группы (сибирь, дальний восток) на глобальном 
филогенетическом древе в качестве референсного 
набора использованы геномы 969 изолятов холерно-
го вибриона, принадлежащих к различным филоге-
нетическим линиям L1 – L9, которые представлены 
в работе н. Wang et al. [8]. 

Выделение суммарной ДНК. для выделения 
тотальной днк использовались 18-часовые куль-
туры исследуемых штаммов V. cholerae, выращен-
ные на щелочном агаре для культивирования хо-
лерного вибриона. экстракция осуществлялась на 
спин-колонках наборами реагентов DNeasy Blood 
& Tissue Kit (Qiagen) и HiPure Universal DNA Kit 
(Magen). качество выделенной днк оценивалось 
методами сканирующей спектрофотометрии и 
флуо риметрии.

Секвенирование геномов. полногеномное сек-
венирование штаммов V. cholerae, изолированных в 
сибири и на дальнем востоке, проводилось на высо-
копроизводительных секвенаторах 2-го и 3-го поколе-
ний: MiSeq (Illumina, сШа), DNBSEQ-G50RS (MGI, 
китай) и MinION (Oxford Nanopore Technologies, 
великобритания). подготовка днк-библиотек и их 
секвенирование проводились в соответствии с ак-
туальными версиями протоколов производителей с 
использованием наборов Illumina DNA Prep и MiSeq 
Reagent Kit v3 (600 cycle); MGIEasy FS DNA Library 
Prep Set и DNBSEQ-G50 High-throughput Sequencing 
Set (FCL, PE100); Ligation Sequencing Kit 1D (LSK-
109), Native Barcoding Kit 1D 1-12/13-24 и SpotON 
Flow Cell (R.9.4).

Сборка геномов. предобработка полученных 
данных секвенирования выполнялась путем выяв-
ления прочтений низкого качества и их фильтрации, 
выбор используемого программного обеспечения 
осуществлялся в зависимости от модели секвенато-
ра: платформы MiSeq, DNBSEQ-G50RS – программы 
FastQC и Trimmomatic; платформа MinION – програм-
мы MinionQC.R и Guppy. геномные сборки de novo 
получены инструментом SPAdes c выставлением 
строгих параметров, для исключения ошибок ассем-
блера применялась программа полировки контигов 
Pilon. геномы штаммов V. cholerae 121-19, 200-16, 
и-719, и-1362, и-1471, и-1488, и-1501 для проведе-
ния структурного анализа ассоциированных с пато-
генностью локусов собирались до уровня хромосом 
с помощью инструмента Ragout (reference-assisted 
genome ordering utility) [14, 15]. сборка хромосом 
осуществлялась по референсному геному V. cholerae 
N16961 (NCBI assembly GCF_000006745.1).
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Анализ результатов секвенирования и рекон-
струкция филогении. для позиционирования анали-
зируемых штаммов среди разнообразия филогенети-
ческих линий V. cholerae использовали метод, осно-
ванный на расчете дистанций между штаммами на 
основе встречаемости k-меров в геномных последо-
вательностях с помощью программы PopPUNK [16]. 
референсную базу данных k-меров индексировали 
с шагом длины k-меров, равным двум, и размером 
словаря 100000 (параметры --k-step 2 и --sketch-
size 100000). при классификации штаммов мини-
мальная встречаемость k-меров составляла 20 (пара-
метр --min-kmer-count 20).

для филогеномного анализа полногеномное вы-
равнивание референсной геномной последователь-
ности и набора NGS-данных анализируемых штам-
мов проводили с помощью программы snippy [17]. 
идентификацию фрагментов полногеномного вы-
равнивания, имеющих повышенную плотность 
нуклеотидных замен в какой-либо из филетиче-
ских линий, производили с помощью программы 
gubbins [18]. поскольку области генома, картиро-
ванные gubbins, нельзя рассматривать как ортоло-
гичные геномные локусы, их исключали из даль-
нейшего анализа. молекулярно-филогенетический 
анализ полученного SNP-выравнивания проводили 
с помощью программы iqtree [19] с использованием 
модели замен K3P+ASC – трехпараметрической мо-
дели кимура-81 [20] с коррекцией ошибок, вызван-
ных смещением частот нуклеотидов при анализе  
SNP-выравнивания [21]. 

Поиск и анализ структуры локусов МГЭ в 
геномах V. cholerae осуществляли в сравнении с 
геномом референcного штамма V. cholerae N16961 
(NC_002505.1) с помощью программы blastn [22]. 
результаты обрабатывались авторским скриптом на 
языке программирования R для получения консен-
сусных последовательностей локусов RS1, CTXφ, 
TLC, VSP-I и VSP-II. для дальнейшей визуализации 
консенсусные последовательности сравниваемых 
штаммов холерного вибриона аннотировали с по-
мощью программы Prokka с параметрами по умол-
чанию [23]. визуализация анализируемых локусов 
осуществлялась скриптом на языке Python с приме-
нением библиотеки pyGenomeViz [24].

результаты и обсуждение

учитывая тот факт, что все зарегистрированные 
на территории сибири и дальнего востока случаи 
холеры имеют завозное происхождение (завозные 
очаги, ассоциированные с завозом острые вспыш-
ки), а для периода эпидблагополучия характерно 
обнаружение в водоемах нетоксигенных вариантов 
V. cholerae, крайне важно при выделении штамма от 
больного/вибриононосителя установить вероятные 
пути его завоза и распространения или определить 
типичность/нетипичность для данной территории 
генотипов штаммов, изолированных из поверхност-

ных водоемов. в данном аспекте решающее зна-
чение приобретает системный геномный надзор за 
возбудителем с ретроспективным и оперативным 
анализом распространения отдельных генотипов 
V. cholerae и формированием баз данных геномов в 
территориальном и глобальном масштабах.

для установления принадлежности изолиро-
ванных в сибири и на дальнем востоке в период 
седьмой пандемии штаммов холерного вибриона к 
глобальной филогенетической линии на первом эта-
пе работы проводился скрининговый анализ геномов 
с использованием подхода, основанного на анализе 
встречаемости k-меров в исследуемых геномах, обо-
значенный как «скрининговая филогения». в фило-
генетическую реконструкцию включены геномы 
275 штаммов, выделенных на территории сибири и 
дальнего востока, и 969 геномов штаммов, изолиро-
ванных на разных территориях в мире и отражаю-
щих разнообразие генетических вариантов холерно-
го вибриона.

в результате на дендрограмме, рассчитанной 
с помощью встречаемости k-меров в полногеном-
ных данных, все штаммы выборки распределились 
на глобальные филогенетические линии L1 – L9. 
сибирские и дальневосточные изоляты вошли в со-
став трех линий – L2, L3, L4 (рис. 1). необходимо 
отметить, что распределение на филогенетические 
линии штаммов из сибири и дальнего востока со-
гласуется с эпидемиологической ситуацией, при ко-
торой они были изолированы.

так, в состав линии L2 вошли токсигенные эпи-
демически опасные штаммы холерного вибриона 
(геномный профиль по основным генам патоген-
ности ctxАВ+tcpА+), выделенные при эпидемиче-
ских осложнениях по холере, зарегистрированных в 
1970-х и 1990-х гг. в сибирском и дальневосточном 
регионах (n=61). при этом на дендрограмме про-
слеживается распределение на группы с диффе-
ренциацией на глобальные волны распространения 
этиологического агента седьмой пандемии холеры 
и предварительным определением потенциальных 
направлений завоза возбудителя на территорию. 
вместе с тем более детальный анализ закономер-
ностей кластеризации штаммов в структуре данной 
линии при отдельных эпидемических осложнениях 
обеспечивается проведением дополнительного изу-
чения взаимосвязей штаммов с применением мето-
дов углубленного филогенетического анализа (метод 
максимального правдоподобия, датированная фило-
гения и др.) целевых групп штаммов.

наряду с токсигенными вибрионами эль тор, 
к филогенетической линии L2 отнесены и спон-
танные мутанты выделенных при эпидемических 
осложнениях токсигенных штаммов, утратившие 
гены холерного токсина при хранении и пассаже на 
питательных средах (генотип ctxAB–tcpA+) (рис. 2).

нетоксигенные штаммы холерного вибрио-
на из поверхностных водоемов при отсутствии за-
регистрированных случаев холеры на территории 
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рис. 1. дендрограмма, реконструированная на основе встречаемости k-меров в геномных последовательностях V. cholerae

Fig. 1. Tree diagram reconstructed on the basis of occurrence of k-mers in V. cholerae genomic sequences

демонстрируют принадлежность к двум филоге-
нетическим линиям – L3 и L4. в состав линии L3 
вошли четыре штамма холерного вибриона с гено-
типом ctxAB–tcpA+, выделенные в хабаровском крае 
в 2013, 2016, 2019 гг. из проб воды р. черной в месте 
сброса сточных вод и непосредственно из проб сточ-
ных вод, а также в 2011 г. в алтайском крае из воды 
р. барнаулки (в зоне неорганизованного рекреацион-
ного водопользования). ранее нами была показана 
принадлежность этих штаммов к US Gulf-подобной 
филогенетической линии и установлено сходство 
генетической организации с изолятами подобного 
генотипа из китая [25]. на полученной по результа-
там скрининговой филогении дендрограмме также 
прослеживается объединение китайских и россий-
ских изолятов в сублинию L3b в составе линии L3. 
вместе с тем уточнение направлений распростране-
ния и времени дивергенции отдельных клонов требу-
ет проведения дальнейшего анализа с применением 
байесовского метода и датированной филогении. 

следует отметить, что возможность распределе-
ния вариантов ctxAB–tcpA+ V. cholerae (спонтанные 
мутанты токсигенных штаммов – ctxAB–tcpA+/см  
и штаммы с исходным генотипом ctxAB–tcpA+ из 
оос – ctxAB–tcpA+/оос) на различные филогенети-
ческие линии – крайне значимый результат скринин-
говой филогении, поскольку при первичной оценке 

эпидемической значимости по результатам пцр дан-
ные штаммы будут отнесены к одной группе. при 
этом объем и тактика профилактических (противо-
эпидемических) мероприятий в случае обнаруже-
ния штаммов этих групп должны быть различными, 
учитывая различия в их происхождении и, вероятно, 
патогенном, эпидемическом и трансформационном 
потенциале. 

дальнейший структурный анализ геномов 
ctxAB–tcpA+/см (линия L2) и ctxAB–tcpA+/оос (ли-
ния L3) штаммов подтверждает различия их геном-
ной организации. установлено, что у обеих групп 
штаммов отсутствует блок генов, детерминирующих 
биосинтез холерного токсина (рис. 3). 

однако в случае с группой ctxAB–tcpA+/см на-
блюдается вариабельность структуры генома в отно-
шении профага стх – установлена утрата всех ко-
ровых генов профага при сохранении RS2-элемента 
(и-719, и-1362) или его полная элиминация (и-1488), 
тогда как у всех исследованных ctxAB–tcpA+/оос 
профаг стх отсутствует. что касается других ассо-
циированных с патогенностью областей генома, то 
у двух взятых в исследование ctxAB–tcpA+/см штам-
мов установлено присутствие области RS1 и токсин-
связанного криптического элемента TLC. один из 
спонтанных мутантов – и-1488 (производное штамма 
и-1185, выделенного от больного холерой в заносном 
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стей данной группы штаммов – предмет дальнейших 
исследований по изучению геномных особенностей, 
закономерностей происхождения и распростране-
ния, а также эпидемической и клинической значимо-
сти ctxAB–tcpA+/оос V. cholerae.

к линии L4 при скрининговой филогении от-
несены V. cholerae серогрупп о1, о139 и нео1/
о139, лишенные как генов холерного токсина, так и 
токсин-корегулируемых пилей (генотип ctxAB–tcpA–). 
Штаммы холерного вибриона с указанным геноти-
пом выделены преимущественно из поверхност-
ных водоемов в благополучный по холере период. 
исключение составляет один нетоксигенный штамм 
от вибриононосителя (и-1299), прибывшего авиа-
рейсом в Южно-сахалинск из китая в 1999 г. и об-
следованного в связи с предшествующим осложне-
нием эпидобстановки по холере на дальнем востоке 
(зарегистрированные случаи завоза инфекции в 
уссурийск и владивосток из китая). указанный 
штамм на дендрограмме, реконструированной по ре-
зультатам анализа k-меров, входит в один кластер с 
клиническими изолятами V. cholerae из китая (2000, 
2001, 2009 гг.) (рис. 4, a). при дополнительном фи-
логенетическом анализе целевой группы штаммов, 
включающей данный изолят и наиболее близкие к 
нему кластеры, топология дендрограммы не измени-
лась, прослеживаются те же закономерности класте-
ризации (рис. 4, b).

в составе L4 идентифицированы отдельные 
клональные группы штаммов, объединенные терри-
торией и временем выделения. в частности, в само-
стоятельную группу вошли выделенные в 2021 г. из 
воды р. седанки в приморском крае штаммы V. cho-
lerae о1-серогруппы (рис. 5, a, b). 

несмотря на продолжительность обнаружения 
(в течение двух недель), практически все штаммы 
характеризовались идентичным MLVA-профилем 
(данные не представлены) и принадлежностью к 
одному не идентифицированному ранее на террито-
рии кластеру по данным анализа геномов, что дает 
основание предполагать заносное происхождение 
этого клона. отдельные кластеры генотипов также 
образованы штаммами 2011 и 2017 гг. выделения из 
поверхностных водоемов иркутска. выявленные за-
кономерности группировки штаммов при скрининго-
вой филогении сохраняются и при анализе целевых 
групп с использованием алгоритма ML (рис. 5, b).

наряду с клональными группами, образованны-
ми изолятами одного года выделения, идентифици-
рованы кластеры, объединяющие изоляты с одной 
территории в динамике на протяжении ряда лет, под-
тверждая возможность закрепления клонов в опре-
деленных участках водоемов и формирование там 
локальных популяций холерного вибриона. однако 
выявлены случаи формирования кластеров со сход-
ной геномной организацией штаммами холерного 
вибриона, выделенными на различных территориях. 
дальнейшее изучение филогеографических аспектов 
и динамики популяций нетоксигенных V. cholerae 

рис. 2. Фрагмент реконструированной на основе встречаемости 
k-меров в геномных последовательностях V. сholerae дендро-
граммы, включающий штаммы линии L2 и спонтанный мутант 
токсигенного штамма холерного вибриона и-1362 (выделен 
рамкой)

Fig. 2. The fragment of a tree diagram reconstructed on the basis of 
the occurrence of k-mers in the genomic sequences of V. cholerae, 
including strains of the L2 line and a spontaneous mutant of the toxi-
genic V. cholerae strain I-1362 (highlighted by a frame)

очаге в омске, 1994 г.), утративший полную после-
довательность профага стх, оказался лишен и дру-
гих ассоциированных с патогенностью мобильных 
генетических элементов – RS1, TLC при сохранении 
островов пандемичности VSP-I и VSP-II. тем не менее 
по результатам скрининговой филогении он отнесен 
к линии эпидемически опасных вариантов вибриона 
эль тор (линия L2), что подтверждает информатив-
ность данного подхода к анализу для оперативного 
определения происхождения штаммов V. cholerae, 
в том числе штаммов с особенностями организации 
основных геномных кластеров патогенности.

в геноме всех ctxAB–tcpA+/оос обнаружен ге-
нетический элемент TLC (рис. 3), у части штаммов 
присутствует один из островов пандемичности – 
VSP-I. роль указанных элементов в геномной органи-
зации и формировании функциональных особенно-
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рис. 3. структура ассоциированных с патогенностью локусов генома исследованных штаммов V. cholerae:
красный – RS1; зеленый – CTX; голубой – TLC 

Fig. 3. The structure of the genomic loci associated with pathogenicity in the studied V. cholerae strains:
red – RS1; green – CTX; blue – TLC

рис. 4. Фрагменты дендрограмм, реконструированных на основе встречаемости k-меров в геномах (а) и с использованием филоге-
номного подхода (b), включающие штамм, выделенный от вибриононосителя в г. Южно-сахалинске в 1999 г. (выделен рамкой)

Fig. 4. Fragments of dendrograms reconstructed on the basis of occurrence of k-mers in the genomes (a) and using a phylogenomic  
approach (b), including a strain isolated from a vibrio carrier in Yuzhno-Sakhalinsk in 1999 (highlighted by a frame)
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в оос позволит подойти к пониманию причин по-
добной кластеризации и выяснению молекулярных 
механизмов адаптации и геномной трансформации 
вибрионов в природных экологических нишах.

в целом в результате проведенного исследо-
вания определено филогенетическое положение 
разных групп штаммов холерного вибриона, выде-
ленных в сибири и на дальнем востоке в период 
седьмой пандемии, в глобальной популяции возбу-
дителя и сформирована база геномов разных филоге-
нетических групп. обращает на себя внимание под-
твержденная характерная для холерного вибриона 
значительная внутривидовая геномная дивергенция. 
по данным A. Mutreja et al. [7], различия в коровом 
геноме между филогенетической линией L2 и ли-
нией L4, образованной непатогенными вариантами 
холерного вибриона серогрупп о1 и нео1/о139, 
составляет более 55 тыс. однонуклеотидных замен, 
что свидетельствует об их существенной дистанци-
рованности. учитывая значимую удаленность ука-
занных линий на филогенетическом древе и разли-
чия в структуре их корового генома, трансформация  
ctxAB–tcpA– V. cholerae линии L4 в варианты ли-
нии L2 представляется маловероятной. однако 
нельзя исключить другие варианты внутривидовых 
трансформационных событий, которые могут при-
вести к изменению патогенного потенциала микро-
организма при наличии внешних доноров генетиче-
ских элементов в оптимальных для обмена генетиче-
ской информацией экологических нишах.

в то же время нетоксигенные V. cholerae с гено-
типом ctxAB–tcpA+ из оос, отнесенные к линии L3, 
демонстрируют большее сходство геномной орга-
низации с L2. исследователями было показано, что 
относящиеся к этой группе холерные вибрионы ди-
вергировали в самостоятельную линию на одном из 
этапов эволюции патогенного клона седьмой панде-
мии [26]. учитывая данные об обнаружении среди 
представителей данной линии, а также сходной с 
ней линии L9 изолятов с генами холерного токсина, 
не исключена их эпидемическая и клиническая зна-
чимость, соответственно, принадлежность к указан-
ным линиям должна учитываться при определении 
тактики и объема мероприятий в случае выделения 
штамма в рамках микробиологического мониторин-
га холеры. 

что касается рекомендуемых подходов к фило-
генетическому исследованию геномов V. cholerae, то, 
учитывая проблемные вопросы анализа гетероген-
ных групп холерного вибриона, различия в нуклео-
тидной последовательности которых могут быть су-
щественными, и необходимость одновременной об-
работки больших объемов данных для достоверного 
определения генотипа штамма, наиболее эффек-
тивным представляется двухэтапный алгоритм ана-
лиза в рамках геномного мониторинга возбудителя 
холеры. на первом этапе целесообразен скрининго-
вый анализ с помощью определения встречаемости 
k-меров, позволяющий одновременно характеризо-
вать большие объемы данных. этот этап обеспечи-

рис. 5. Фрагменты дендрограмм, реконструированных на основе встречаемости k-меров в геномах (а) и с использованием филоге-
номного подхода (b), включающие клональные группы штаммов V. cholerae

Fig. 5. Fragments of dendrograms reconstructed on the basis of occurrence of k-mers in the genomes (a) and using a phylogenomic ap-
proach (b), including clonal groups of V. cholerae strains
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вает возможность оперативного определения при-
надлежности выделенного штамма к той или иной 
филогенетической линии и установление общих за-
кономерностей кластеризации внутри отдельных ли-
ний. полученные на этом этапе данные могут при-
меняться в рамках оперативного эпидемиологиче-
ского анализа для установления направления завоза 
возбудителя на территорию, дифференциации сход-
ных по профилю генов патогенности, но отличаю-
щихся по коровому геному и происхождению вари-
антов холерного вибриона. с их учетом может быть 
скорректирована тактика первичных противоэпиде-
мических мероприятий при выделении V. cholerae. 
Филогеномный анализ на основе SNP-выравнивания 
(в том числе анализ дискретных признаков, датиро-
ванная филогения) на втором этапе представляется 
более эффективным и информативным в отноше-
нии определенных целевых групп штаммов и может 
быть использован для реконструкции звеньев эпиде-
мической цепи в пределах отдельных эпидосложне-
ний, установления закономерностей происхождения 
и времени дивергенции клонов возбудителя, а также 
характеристики мобилома, в том числе патогенома, 
и резистома возбудителя. 
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