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Современный этап 7-й пандемии холеры харак-
теризуется глобальным распространением генетиче-
ски измененных штаммов возбудителя, обладающих 
не только повышенной вирулентностью, но и более 
эффективными механизмами персистенции в различ-
ных экологических нишах [8, 13, 17]. На фоне небла-
гоприятной обстановки по холере во многих странах 
Азии, Африки и Южной Америки в течение послед-
него десятилетия неоднократно регистрировались 
случаи завоза измененных токсигенных штаммов 
на территорию России, что выражалось в выделе-
нии их как от больных, так и из объектов окружаю-
щей среды. Некоторые из этих штаммов были ранее 
охарактеризованы по генотипическим признакам с 
использованием ПЦР-, VNTR-типирования и секве-
нирования отдельных участков генома [5, 7, 9, 10]. 
Внедрение в практику полногеномного секвенирова-
ния открывает перспективы более глубокого анализа 
штаммов, выделяемых в Российской Федерации, что 
позволяет выявлять их родство с возбудителями эпи-
демий за рубежом и оценивать степень эпидемиче-
ской опасности для населения нашей страны.

Цель настоящей работы состояла в полногеном-

ном секвенировании ДНК штамма V. cholerae 81 и 
биоинформационном анализе полученных нуклео-
тидных последовательностей.

Материалы и методы

В работе использован штамм V. cholerae 81 био-
вара Эль Тор, выделенный в ходе мониторинговых 
исследований из воды р. Темерник на территории 
Ростова-на-Дону в июле 2014 г. Все работы, свя-
занные с культурами V. cholerae, проводили в соот-
ветствии с СП 1.3.1285-03 «Безопасность работы с 
микроорганизмами I–II групп патогенности (опас-
ности)». 

Для культивирования бактерий использовали 
бульон и агар Luria-Bertani (LB). Фенотипические 
характеристики (серологические свойства, чувстви-
тельность к холерным фагам, продукцию ацетилме-
тилкарбинола (реакция Фогеса-Проскауэра), гемоли-
тическую активность по Грейгу) определяли обще-
принятыми методами [4]. Для оценки антибиотико-
чувствительности холерного вибриона использовали 
диско-диффузионный метод [4] с использованием 
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микробиологического анализатора BIOMIC (Giles 
Scientific, США) и программного обеспечения Trinity. 

Вирулентность штаммов определяли по методу 
N.K.Dutta, M.K.Habbu [12]. Для заражения кроликов-
сосунков массой 130–160 г использовали 4-часо-
вую агаровую культуру, выращенную при 37 °С. 
Животным внутрикишечно вводили взвесь вибрио-
нов в концентрации 1·107 и 1·105 КОЕ в 0,2 мл 0,14 М 
NaCl, строго соблюдая условия, предъявляемые к 
проведению экспериментальных исследований на 
животных. Наблюдения за ними вели в течение 48 ч. 
Всех погибших через 48 ч животных вскрывали для 
оценки развития специфического инфекционного 
процесса. VNTR-анализ по пяти локусам вариабель-
ных тандемных повторов проводили по методике, 
описанной ранее [2, 5].

Полногеномное cеквенирование выполнялось 
двумя независимыми группами исследователей на 
разных платформах: MiSeq (Illumina) и ION PGM 
(Life Technologies). Пробоподготовка проводилась 
согласно протоколам производителей. Сборку кон-
тигов осуществляли с помощью программ Velvet 
(входит в состав программного обеспечения MiSeq) 
и Newbler gsAssembler ver 2.6. и SPAdes 3.1.

Биоинформационный анализ проводили с помо-
щью программ BLASTN 2.2.29 (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov), Vector NTI Suite 11 (www.informax.com), 
Contiguator v.2 (http://contiguator.sourceforge.net), а 
также GeneExpert и SeqAnalyzer, разработанных в 
Ростовском противочумном институте с использова-
нием ресурсов геномной базы данных NCBI. Клас-
терный анализ и построение дендрограмм проводи-
ли по методу UPGMA с использованием авторского 
программного обеспечения, встроенного в геоин-
формационную систему «Холера. Штаммы – VNTR» 
[3]. В качестве референс-геномов при выравнива-
нии контигов и сравнительном анализе использо-
вали полногеномные последовательности штаммов 
N16961 (AE003852), 2010EL-1786 (CP003069.1), 
CIRS101 (NZ_ACVWACVW00000000.1), 301 (AJFN 
02000000.1) и целого ряда других штаммов, пред-
ставленных в базах GenBank. 

Номера доступа сиквенсов ДНК штамма V. chole-
rae 81, полученных в рамках настоящего исследо-
вания, в GenBank: JPOP00000000/SAMN02911891, 
JRQM00000000 (полногеномные сиквенсы), KM352 
500 (CTX), KM401563 (CTX+RTX), KM816583 (RS1), 
KM660639 (VSP-II). 

Результаты и обсуждение

Первый этап работы был направлен на изучение 
фенотипических диагностически значимых свойств 
штамма. При определении серогруппы и серовара пу-
тем постановки развернутой реакции агглютинации 
с холерными агглютинирующими сыворотками О1, 
Инаба, Огава, РО и постановки слайд-агглютинации 
с холерной сывороткой О139 серогруппы установле-
но, что штамм V. cholerae 81 относился к О1 серо-

группе, серовару Инаба. Штамм лизировался в диа-
гностическом рабочем титре холерным фагом эльтор, 
но был резистентен к классическому фагу. На осно-
вании этих данных штамм отнесли к биовару Эль 
Тор. При определении гемолитической активности 
по Грейгу штамм не лизировал эритроциты барана, а 
также образовывал ацетилметилкарбинол из глюко-
зы в реакции Фогес-Проскауэра. 

Определение чувствительности к антимикроб-
ным препаратам показало, что изучаемый штамм 
чувствителен к гентамицину, доксициклину, ампи-
циллину, рифампицину, цефтриаксону, но устойчив 
к триметоприму/сульфометоксазолу, налидиксовой 
кислоте, ципрофлоксацину, стрептомицину и уме-
ренно устойчив к офлоксацину и левомицетину. 

Проверяемый штамм был вирулентным для экс-
периментальных животных, поскольку все внутри-
кишечно инфицированные кролики-сосунки поги-
бали через 24–48 ч. При их вскрытии наблюдалась 
типичная холерогенная реакция – перерастяжение 
толстого кишечника прозрачной бесцветной, слегка 
опалесцирующей жидкостью и растяжение тонкого 
кишечника полупрозрачным содержимым.

Далее нами проведено VNTR-типирование по 
пяти локусам вариабельных тандемных повторов 
VcA, VcB, VcC, VcD и VcG [2], результаты которо-
го показали, что штамм 81 совпадает со штаммами 
V. cholerae El Tor 301 (Таганрог, 2011 г.,) и 18895 
(Москва, 2005 г.) по локусам VcB, VcC, VcD и VcG, 
отличаясь всего на один повтор в гипервариабельном 
локусе VcA. Это позволяет сделать вывод о принад-
лежности этих штаммов к одному клону.

Данные полногеномного секвенирования, полу-
ченные двумя группами авторов на разных платфор-
мах, полностью совпали. При их анализе с помощью 
авторского программного обеспечения, встроенного 
в геоинформационную систему «Холера. Штаммы – 
VNTR» [3], в геноме исследуемого штамма выявле-
но большое количество точковых мутаций (в 1398 
генах). На основании выявленных различий была 
построена дендрограмма, отражающая филогене-
тическое родство между различными штаммами 
холерных вибрионов (рис. 1). Как видно из рис. 1, 
штамм 81 оказался наиболее близкородственным 
штамму V. cholerae 301, но существенно отличался 
от штаммов, вызвавших эпидемические осложнения 
на о. Гаити в 2010 г.

Это родство подтверждено и при сравнительном 
анализе с помощью авторской программы GeneExpert 
и разработанных нами виртуальных праймеров, по-
зволяющих выявлять гены, отличающиеся по длине 
за счет «делеций-вставок» (Insertion-Deletion; InDel-
маркеров). У штамма 81 выявлен ряд таких генов 
(таблица), причем InDel-маркеры в генах VC0809 и 
VC2501 были для него уникальны, в то время как 
полиморфизмы в генах VC0534, VC0784, VC0984, 
VC2699, VCA0785 идентичны таковым штамма 301.

С помощью программ BLASTN 2.2.29 и Vector 
NTI Suite 11 (Contig Express, AlignX) нам удалось со-
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брать и охарактеризовать несколько участков генома, 
наиболее значимых для определения эпидемическо-
го потенциала исследуемого штамма. В частности, 
определена полная последовательность фрагмента 
большой хромосомы, включающая одну копию про-
фага CTX, и расположенный на 493 п.н. ниже него 
RTX-кластер, кодирующий синтез мультифункцио-
нального самопроцессирующегося токсина MARTX.

Профаг CTX, интегрированный в специфиче-
ский сайт attRS1, состоял из RS2-элемента (гены 
rstR, rstA2, rstB2) и коровой области (гены cep, orfU, 
ace, zot, ctxA, ctxB). Ген rstR относился к типу Эль 
Тор, а ген ctxB – к классическому типу B1 (поскольку 
имел 2 нуклеотидных замены T/C в позициях 115 и 
203). Промоторная область ctxAB-оперона содержала 
4 гептануклеотидных повтора TTTTGAT, что харак-
терно для большинства штаммов биовара Эль Тор. 
Таким образом, CTX представлял собой «гибрид-
ный» профаг. 

Кластер RTX включал все известные для него 
гены, из которых только rtxA, кодирующий собствен-
но токсин MARTX, отличался от такового референс-
штамма N16961 наличием однонуклеотидной замены 
(SNP) G/A в позиции 13602, то есть был представлен 
аллелем rtxA4 согласно классификации, предложен-
ной J.Dolores, K.J.F.Sachell [11]. Эта SNP привела к 
образованию стоп-кодона, «преждевременно» завер-
шающего синтез MARTX, С-конец которого укорочен 
на 12 аминокислотных остатков. Ранее упомянутыми 
авторами было экспериментально доказано, что та-
кой «укороченный» токсин утрачивает цитотоксиче-
скую и актин-связвающую активность по отношению 
к эукариотическим клеткам. Ими также установлено, 
что данная null-мутация встречается только у генова-
риантов холерных вибрионов Эль Тор, несущих в со-
ставе «гибридного» профага CTX аллель ctxB класси-
ческого типа, и высказано предположение о том, что 
приобретенная способность к продукции холерного 
токсина (CT) классического типа делает излишним 
энергоемкое функционирование высокомолекулярно-
го многофункционального MARTX, поэтому новые 
геноварианты «специально» выводят его из строя в 
пользу сохранения энергии для обеспечения быстро-
го размножения клеток и успешной диссеминации. 
Косвенным подтверждением этому предположению 
может служить тот факт, что неспособность к про-
дукции MARTX известна и для возбудителей шести 
предшествующих пандемий – классических холер-
ных вибрионов, продуцирующих CT классического 
типа, хотя они содержат не точковую мутацию, а про-
тяженную делецию (более 7,8 т.п.н.) в области RTX-

Рис. 1. Дендрограмма, построенная на основе кластерного ана-
лиза распределения точковых мутаций в 1398 генах методом 
UPGMA

INDEL полиморфизмы, выявленные у штамма V. cholerae 81 при биоинформационном анализе с помощью программы GeneExpert

Ген Белок Разница длины, п.н. Последовательности праймеров 
5'-3'

VC0534 RNA polymerase sigma-38 factor 5 ATCTCAGCGAAATTGGTTTTTCAC 
ACGACGAGCATAAAGCACTTCTTC

VC0784 sodium/alanine symporter 6 TATATCCGCCGTACCTTCAAAGTC 
CGATGCCATCAGTACAAGTTTGAG

VC0809 hypothetical protein 55 CAACGCAGAAGTGAAAGGCTCT 
GTGCTTGCATACGGCTTGATG

VC0984 cholera toxin transcriptional activator 5 TGTTCGGATTAGGACACAACTCAA 
GGGATCAAAGGTAAATTTTTCAGCA

VC2501 leucyl aminopeptidase 2 TGTTAAACACCGATGCCGAAG 
TTCAAAGCGTTCAACGTAAGTCAG

VC2699 anaerobic C4-dicarboxylate transporter 5 CTGTGTCTGTGTGCTGGGTGT 
TTCTTTGATGCCATCGACGTG

VCA0785 diguanylate cyclase 5 CCATTGTGGAAGGATAACCCAGAT 
ACACAAAGATCCAAAAAGCTCACC
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кластера [14]. Интересно, что, если у части штам-
мов Эль Тор с аллелем ctxB1 может присутствовать 
интактный ген rtxA, последний не обнаружен ни у 
одного из исследованных на сегодняшний день гено-
вариантов с аллелем ctxB7, все они содержали rtxA4 
(то есть с null-мутацией в позиции 13602). Аллель 
rtxA4 ранее выявлен у ctxB1+ штаммов, выделенных 
с 2002 по 2010 год в Пакистане, Индии, Бангладеш 
(CIRS101), Зимбабве, а также в 1991 г. в Мексике и в 
2011 г. в России (штамм 301) [11]. 

В геноме нами был также обнаружен профаг 
RS1 (rstR типа Эль Тор, rstA1, rstB1 и rstC), однако 
достоверно выявить место его интеграции на осно-
вании данных сборки не удалось. Тем не менее, нам 
представляется наиболее вероятным расположение 
профага RS1 в тандеме с RS2-элементом, между RS2 
и TLC элементами (аналогичное таковому у штам-
ма 2010EL-1786), что подтверждается данными кар-
тирования единичных прочтений, полученных при 
секвенировании штамма 81, на геном референсного 
штамма 2010EL-1786. 

Ген tcpA относился к типу Эль Тор и по нуклео-
тидной последовательности промоторной и коди-
рующей областей оказался полностью идентичным 
таковому V. cholerae CIRS101, выделенного в 2002 г. 
в Бангладеш [15], то есть в промоторной области со-
держал две мутации: замену С/Т в позиции 128 и 
вставку единичного нуклеотида А в позиции 130, а 
в кодирующей – однонуклеотидную замену А/G в 
позиции 266. Следует отметить, что такой же аллель 
гена tcpA, обозначенный как tcpETCIRS, ранее обнару-
жен у вышеупомянутого штамма 301 [10] и ряда дру-
гих штаммов, завезенных на территорию РФ в пред-
шествующие годы [7].

Остров пандемичности VSP-II содержал об-
ширную делецию генов, присутствующих в геноме 
референс-штамма N16961 (AE003852): VC0495 (де-
леция 60 % гена), VC0496-VC0512. На месте деле-
тированной области находились гены субъединиц A 
и B транспозазы (рис. 2). Остальные гены данного 
острова полностью гомологичны VC0489-VC0494 
и VC0515-VC 0517 штамма N16961 и расположены 
в том же порядке. Наличие протяженной делеции в 

VSP-II в настоящее время принято считать показате-
лем высокого эпидемического потенциала холерных 
вибрионов [16]; она характерна для большинства 
геновариантов, выделенных в течение последнего 
десятилетия, в том числе у штамма 301 (Таганрог, 
2011) и ряда клинических штаммов, завезенных на 
территорию Российской Федерации (Башкортостан, 
Мурманск, Тверь, Москва) с 2004 по 2010 год. Это 
показано нами ранее с помощью ПЦР [1, 6], а так-
же при секвенировании методом Сэнгера пол-
ных последовательностей VSP-II штаммов P18899 
(Мурманск, 2006) и Л3326 (Москва, 2010), депони-
рованных в NCBI Genbank под номерами KJ626219.1 
и KJ626223.1 соответственно.

При анализе с помощью авторской программы 
SeqAnalyzer в геноме штамма 81 были также выявле-
ны гены wbe (определяющий принадлежность к O1 
серогруппе), ompU и ompW (кодирующие белки на-
ружной мембраны), hlyA (гемолизина) типа Эль Тор, 
hapA (гемагглютинин/протеазы), сериновой протеазы 
и протеазы PrtV, cef (CHO cell elongating factor), toxR, 
toxT, hapR (регуляторные), mshA (маннозочувстви-
тельных пилей адгезии), остров патогенности VPI-II, 
остров пандемичности VSP-I, кластер генов системы 
секреции 6 типа (T6SS) и кластер генов множествен-
ной антибиотикорезистентности: floR (устойчивость 
к хлорамфениколу), strA (устойчивость к аминогли-
козидам), strB (компонент устойчивости к стрепто-
мицину), sul2, dfrA1 (устойчивость к триметоприму). 
Данный кластер генов (интегративно-коньюгативный 
элемент «индийского» типа SXT-ICE-Ind) является 
типичным для эпидемических штаммов, выделен-
ных в Бангладеш, Индии (1992 г.) и на Гаити (2010 г.). 
Кластер генов системы секреции 3-го типа (T3SS), а 
также гены термостабильного и шигаподобного ток-
синов, cholix-токсина, термостабильных гемолизи-
нов TDH и TRH у данного штамма отсутствовали. 

Таким образом, штамм 81 является геновариан-
том, сходным с V. cholerae 301 Инаба, выделенным 
из воды Таганрогского залива в 2011 г. [10]. 

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.

Рис. 2. Структура VSP-II V. cholerae 81 
(вверху показаны гены референс-штамма, 
отсутствующие в VSP-II исследуемого 
штамма; все остальные полностью гомо-
логичны)
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