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Цель работы – изучение структуры генов системы секреции 6-го типа нетоксигенных штаммов Vibrio 
cholerae О1-серогруппы биовара Эль Тор и выявление их конкурентных особенностей. Материалы и методы. 
Исследования проведены на нетоксигенных штаммах, выделенных на территории РФ от больных или из внеш-
ней среды с 1981 по 2017 г., хранящихся в Государственной коллекции патогенных бактерий ФКУН Российский 
противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора. Для биоинформатического анализа применяли алго-
ритмы BLAST v.2.15.0 и BioEdit v.7.0.9.0. Использовали нуклеотидные последовательности полных геномов, 
представленные в NCBI GenBank. Конкурентную пробу ставили в автоклавированной речной воде по методу 
R. Freter et al. (1981). Результаты и обсуждение. Установлено, что состав кластеров системы секреции 6-го типа 
ctxA–tcpА+-изолятов идентичен токсигенным штаммам V. cholerae О1 Эль Тор и включает большой кластер и три 
дополнительных – Aux-1, 2, 3. При этом Aux-3 по размеру и составу генов соответствует типу Aux-3Р, характер-
ному для токсигенных изолятов. Структура 88,9 % изученных локусов также является прототипной. Исключение 
составили три штамма, имеющие однонуклеотидную замену в гене, кодирующем эффектор VgrG-3. В штаммах 
ctxAB–tcpA– выявлен большой кластер и Aux-2. Кластер Aux-1 отсутствует в геноме 22 % штаммов, а в оставших-
ся присутствует только краевой ген, кодирующий гемолизин. Только два штамма ctxAB–tcpA– содержат Aux-3, 
который соответствует типу Aux-3Е, характерному для водных вибрионов. Выявлена вариабельность структу-
ры большинства изученных генов данных штаммов. При совместном культивировании штаммов ctxAB–tcpA–  
и ctxAB–tcpA+ конкурентным преимуществом обладали практически все ctxAB–tcpA+-изоляты. Исключение соста-
вил ctxAB–tcpA–-штамм V. cholerae М1337, продуцирующий повышенное количество экзополисахарида, что уси-
ливало его конкурентные свойства. Показано сосуществование ctxAB–tcpA+-изолятов и Aeromonas hidrofila 401, 
имеющего функциональную систему секреции 6-го типа. 
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Abstract. The aim of the work was to study the structure of the genes of type 6 secretion system in non-toxige
nic strains of Vibrio cholerae O1 serogroup, biovar El Tor and to identify their competitive features. Materials and  
methods. The studies were conducted on non-toxigenic strains isolated in the Russian Federation from patients or envi-
ronment between 1981and 2017, stored in the State Collection of Pathogenic Bacteria of the Russian Anti-Plague Institute 
“Microbe” of the Rospotrebnadzor. For bioinformatics analysis, the BLAST v.2.15.0 and BioEdit v.7.0.9.0 algorithms 
were applied. The nucleotide sequences of complete genomes presented in NCBI GenBank were utilized. The competi-
tive test was set in autoclaved river water according to the method of R. Freter et al. (1981). Results and discussion. It 
has been established that the composition of type 6 secretion system clusters of in ctxA–tcpA+ isolates is identical to that 
of toxigenic V. cholerae O1 El Tor strains and includes a large cluster and three additional – Aux-1, 2, and 3. Moreover, 
Aux-3 corresponds to the Aux-3P type, characteristic of toxigenic isolates, in terms of size and gene composition. The 
structure of 88.9 % of the studied loci is also prototypical. The exception is three strains with a single nucleotide substitu-
tion in the gene encoding the VgrG-3 effector. A large cluster and Aux-2 have been detected in ctxAB–tcpA– strains. The 
Aux-1 cluster is absent in the genome of 22 % of the strains, and in the remaining ones only the marginal gene encoding 
hemolysin is present. Only two ctxAB–tcpA– strains contain Aux-3, which corresponds to the Aux-3E type, characteristic 
of aquatic vibrios. Variability in the structure of the majority of the studied genes of these strains has been revealed. When 
ctxAB–tcpA– and ctxAB–tcpA+ strains were co-cultivated, almost all ctxAB–tcpA+ isolates exhibited a competitive advan-
tage. The exception was the ctxAB–tcpA– strain of V. cholerae M1337, which produced increased amounts of exopolysac-
charide, enhancing its competitive properties. The coexistence of ctxAB–tcpA+ isolates and Aeromonas hidrophila 401, 
which has a functional type 6 secretion system, has been demonstrated.
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Холерный вибрион – распространенная по все-
му миру бактерия, способная хорошо адаптировать-
ся как в воде открытых водоемов, так и в макроор-
ганизме. При попадании в кишечник человека ток-
сигенные штаммы Vibrio choleraе О1-серогруппы 
биовара Эль Тор, продуцирующие холерный ток-
син и токсин-корегулируемые пили, кодируемые 
соответственно генами ctxAB и tcpA-F, вызывают 
особо опасную инфекционную болезнь – холеру. 
Нетоксигенные изоляты V. choleraе О1 Эль Тор, 
лишенные генов ctxAB (ctxAB–tcpA+, ctxAB–tcpA–) 
и выделяемые из окружающей среды (изредка от 
больных острыми кишечными инфекциями – ОКИ), 
могут быть причиной единичных случаев или не-
больших вспышек ОКИ [1–5]. Важным фактором 
патогенности как токсигенных, так и нетоксиген-
ных изолятов является система секреции 6-го типа, 
T6SS (Type VI Secretion System). С помощью дан-
ного контакт-зависимого механизма холерный ви-
брион транслоцирует внутрь клеток-мишеней ток-
сичные белки-эффекторы и гемолизин и уничтожа-
ет как прокариотические (неродственные штаммы 
V. cholerae, бактерии разных видов), так и эукарио-
тические (инфузории, нематоды, фагоцитирующие 
амебы, макрофаги и т.д.) организмы. Установлено, 
что система T6SS необходима возбудителю как для 
инфекционного процесса (уничтожая микробиоту 
хозяина, освобождает место для колонизации), так 
и адаптации в водной среде [6]. 

Структурные элементы T6SS расположены на 
двух хромосомах V. cholerae О1 Эль Тор и входят в 
состав «большого» (Large Cluster) и трех вспомога-
тельных (дополнительных) кластеров Aux-1, 2, 3. 
Токсигенные и циркулирующие в водной среде ви-
брионы отличаются по структуре кластера Aux-3. 
В токсигенных штаммах V. cholerae О1 Эль Тор 
присутствует короткий (6 kb), но более стабильный 
элемент типа Aux-3Р. У обитающих в водной среде 
вибрионов размер данного элемента, обозначенного 
как Aux-3Е, более 40 kb, он нестабилен и часто утра-
чивается ими [6–8].

В состав большого элемента включены гены, ко-
дирующие структурные компоненты комплекса, ша-
пероны, белки-эффекторы, иммунные белки и т.д. На 
данном элементе находится ген vasH, ответственный 
за биосинтез белка-регулятора, контролирующего 
транскрипцию генов T6SS [9–11]. Важно отметить, 

что гены, кодирующие эффекторы, располагаются 
рядом с генами, ответственными за биосинтез им-
мунных белков, нейтрализующих действие соответ-
ствующего эффектора при его нахождении в цито-
плазме собственных клеток. Эффектор и иммунный 
белок составляют эффекторный модуль (ЭМ). 

При изучении функциональных свойств белков-
эффекторов установлено, что некоторые из них воз-
действуют только на прокариотические или эукарио-
тические клетки, другие поражают оба вида организ-
мов [10, 11]. Так, на большом кластере расположен 
ген vgrG-3, ответственный за биосинтез эффектора 
VgrG-3, на карбоксильном конце которого находит-
ся домен с лизоцимной активностью, разрушающий 
пептидогликановый слой бактерий. К данному локу-
су примыкает tsiV-3, кодирующий иммунный белок 
[12, 13]. В кластер Aux-1 включен ген tseL, кодирую-
щий биосинтез липазы, а на Aux-2 расположен vasX, 
ответственный за порообразующий токсин. Данные 
эффекторы фрагментируют цитоплазматическую 
мембрану бактерий и оболочку эукариотических ор-
ганизмов [11, 12, 14]. Гидролаза TseH, лизирующая 
пептидогликановый слой прокариот, кодируется со-
ответствующим геном, входящим в состав класте-
ра Aux-3. Только на данном элементе присутствует 
ген paar, ответственный за продукцию белка PAAR 
(пролин-аланин-аланин-аргинин), образующего на-
конечник, прокалывающий клетку-мишень [8]. 

Согласно данным литературы, в токсигенных 
штаммах V. cholerae О1 Эль Тор T6SS является не-
активной при их культивировании в лабораторных 
условиях. В то же время в изолятах V. cholerae, вы-
деленных из внешней среды, указанная система кон-
ститутивно функциональна [14]. Однако в окружаю-
щей среде обитают как штаммы ctxAB–tcpA+, так и 
ctxAB–tcpA–, а также V. cholerae неО1/неО139. При 
этом основные исследования по анализу T6SS про-
ведены именно на последних вибрионах [6, 12, 14]. 
Несмотря на активное изучение T6SS зарубежными 
учеными, наличие и структура генов данной систе-
мы в нетоксигенных штаммах V. cholerae О1 Эль 
Тор, циркулирующих на территории РФ, а также их 
конкурентные свойства исследованы фрагментарно. 

Цель работы – изучение структуры генов си-
стемы секреции 6-го типа нетоксигенных штаммов 
V. cholerae О1 серогруппы биовара Эль Тор и выяв-
ление их конкурентных особенностей.
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Материалы и методы

Использованные в работе штаммы. Иссле
дования проведены на 13 нетоксигенных штаммах 
ctxAB–tcpA+ и ctxAB–tcpA– V. cholerae О1 биовара 
Эль Тор, выделенных от больных и из внешней 
среды с 1981 по 2017 г. на территории Российской 
Федерации. Использовали также штамм Aeromonas 
hydrophila 401. Штаммы хранятся в лиофильно 
высушенном виде в Государственной коллекции 
патогенных бактерий ФКУН Российский противо-
чумный институт «Микроб» Роспотребнадзора 
(Саратов). 

Постановка конкурентной пробы. Конкурент
ные способности штаммов определяли по методу 
R. Freter et al. [15]. Предварительно для идентифика-
ции бактерий в пробе были получены клоны, устойчи-
вые к рифампицину (RifR) и стрептомицину (StrR). Для  
получения таких клонов штаммы культивировали 
на питательном агаре, содержащем антибиотик, на-
чиная с минимальной концентрации (25–50 мкг/мл),  
постепенно пересевая выросшие колонии на агар с 
более высокой концентрацией антибиотика (конеч-
ная концентрация – 250 мкг/мл).

Для постановки конкурентной пробы из бакте-
риальных культур тестируемых штаммов, выращен-
ных на LB-агаре при температуре 37 °С, готовили 
суспензии одинаковой оптической плотности, опре-
деляя ее на спектрофотометре Biowave DNA (США). 
Полученные суспензии разводили до концентрации 
1·108 м.к./мл. Взвеси сравниваемых штаммов вно-
сили по 0,25 мл в 4,5 мл стерилизованной речной 
воды. Кроме того, параллельно по 0,5 мл каждого из 
сравниваемых штаммов помещали в отдельную про-
бирку со стерильной речной водой (4,5 мл) для учета 
характера роста и выживаемости. Через определен-
ные промежутки времени делали высевы на чашки 
с LB-агаром, содержащим соответствующий анти-
биотик, и подсчитывали число выросших колоний 
каждого штамма. 

Проведение электрофореза. Одномерный элек-
трофорез проводили по методу U.K. Laemmli [16], 
используя 15% полиакриламидный гель, содержа-
щий додецилсульфат натрия. Пластину после элек-
трофореза фиксировали в течение ночи в растворе 
25% изопропанола, окрашивали раствором азот-
нокислого серебра и проявляли в растворе с 0,05% 
формалина.

Анализ нуклеотидных последовательностей. 
Исследовали нуклеотидные последовательности 
полных геномов штаммов V. cholerae О1 биовара 
Эль Тор, представленные в свободном доступе в базе 
данных NCBI GenBank. Для анализа использовали 
алгоритм BLAST v.2.15.0 и BioEdit v.7.0.9.0. 

Статистический анализ. Статистический 
анализ экспериментальных данных осуществляли 
с использованием непараметрического U-критерия 
Манна – Уитни (Mann–Whitney U test). Различия 
считали статистически значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение

Анализ присутствия и структуры генов 
системы секреции 6-го типа. В работе использо-
ваны две группы нетоксигенных штаммов. Штаммы 
первой группы содержат ген tcpА (ctxA–tcpА+), у вто-
рой – данный локус отсутствует (ctxA–tcpА–). Для 
сравнения в анализ также взят первый клинический 
нетоксигенный штамм V. cholerae АТСС 14033 О1 
Эль Тор (табл. 1). Проведен анализ нуклеотидных 
последовательностей локусов vgrG3, vasX, tseL, tseH, 
кодирующих белки-эффекторы, и tsiV3, tsiV2, tsiV1, 
tsiH, ответственных за биосинтез соответствующих 
иммунных белков, а также гена paar. 

На первом этапе изучено присутствие класте-
ров T6SS. В результате установлено, что ctxA–tcpА+-
изоляты, как и токсигенные штаммы, имеют боль-
шой и три дополнительных (Aux-1, 2, 3) кластера. 
Стоит особенно отметить, что указанные штаммы, 
в том числе выделенные из внешней среды, содержат 
Aux-3, идентичный токсигенным штаммам, то есть 
тип Aux-3Р. Таким образом, по наличию кластеров 
T6SS ctxA–tcpА+-изоляты соответствуют токсиген-
ным штаммам V. cholerae О1 Эль Тор. 

При анализе ctxAВ–tcpА–-изолятов выявлено на-
личие большого кластера и Aux-2. Блок Aux-1, рас-
положенный на первой хромосоме, отсутствует в 
штаммах V. cholerae 132 и 29, а в геноме остальных 
изолятов обнаружен только краевой ген – vc1415, ко-
дирующий гемолизин. Стоит отметить, что у взятого 
для сравнения штамма V. cholerae АТСС 14033 так-
же отсутствует Aux-1, но выявлен Aux-3, который по 
размеру и составу генов соответствует Aux-3Р. Среди 
ctxAВ–tcpА–-изолятов Aux-3 присутствует еще только 
у V. cholerae Р18748 и 29, при этом данные штаммы 
имеют Aux-3Е. Полученные нами результаты согласу-
ются со сведениями других авторов о вариабельном 
содержании кластеров T6SS в ctxАВ–tcpА–-изолятах, 
циркулирующих на территории РФ [17, 18].

Далее была изучена структура ЭМ. В результате 
выявлено, что практически все ctxA–tcpА+-изоляты 
имеют прототипную структуру генов, кодирующих 
эффекторы и иммунные белки, соответствующую 
генам токсигенного референс-штамма V. cholerae 
N16961 О1 Эль Тор. Исключение составили три 
штамма (М-1395, Р18778, М-1501), включающие ло-
кус vgrG-3 с единичной заменой аденина на тимин 
в позиции 728, что привело к замене аминокислот в 
белке VgrG-3 (табл. 1). Влияние данного аллеля на 
функциональную активность VgrG-3 не установле-
но. Стоит отметить, что в ранее проведенной работе 
показано, что ctxA–tcpА+-штаммы имеют и неизме-
ненную структуру гена vasH, кодирующего регуля-
торный белок VasH, который контролирует экспрес-
сию генов T6SS [19]. 

При исследовании ctxA–tcpА–-изолятов ряд ге-
нов не обнаружен ввиду отсутствия кластеров Aux-1 
и Aux-3, а структура других вариабельна (табл. 1). 
Практически у всех штаммов отмечено изменение 
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гена vgrG-3 – делетировано от 20 до 38 % нуклеотид-
ной последовательности. В результате белок VgrG3 
(1017 аминокислот) в данных штаммах укорочен: 
у штамма V. cholerae М-1516 включает 994 аминокис-
лоты, у V. cholerae 132 и Р18748 – 803, у V. cholerae 29 
и М-1337 – 732 аминокислоты. Исключение состави-
ли V. cholerae АТСС 14033, у которого, несмотря на 
делеции, инсерции, SNP в гене vgrG-3, количество 
аминокислот в белке VgrG3 не изменилось, а так-
же V. cholerae 3178, имеющий две несинонимичные 
замены в гене vgrG3. Структура гена tsiV-3, коди-
рующего иммунный белок TsiV-3, сохранена только 
у штамма V. cholerae 3178. У остальных изолятов 
данный ген отсутствует или делетирован (у штам-
ма АТСС 14033 отсутствует 18 %, у Р18748 – 63 %) 
(табл. 1). Дефицит иммунного белка TsiV-3 практи-
чески у всех ctxAB–tcpА–-изолятов способствует их 
уязвимости при действии эффектора VgrG3 других 
штаммов V. cholerae. 

При анализе гена vasX, расположенного на кла-
стере Aux-2, выявлено, что штаммы АТСС 14033 и 
Р-18748 имеют идентичную несинонимичную SNP 
в данном гене, что привело к замене глицина на 
аспарагиновую кислоту в позиции 175 белка VasХ. 
В геноме V. cholerae 3178 данный ген отсутствует. 
В остальных изолятах делеция 95,5 и 96,9 % по-
следовательности ДНК данного локуса способство-
вала укорочению белка VasХ до 900 аминокислот у 
V. cholerae М1337 и 29, а также до 1023 аминокислот –  
у V. cholerae М1516 и 132. При этом стоит отметить, 
что колициновый домен, расположенный с 775-й по 
915-ю аминокислоты, присутствует практически у 
всех изолятов, за исключением М1332. Учитывая, 
что данный белок участвует в защите от эукарио-
тических организмов, биосинтез функционально-
го белка VasX важен для нетоксигенных штаммов 
ctxAB–tcpА–, так как при отсутствии у данной группы 
эффектора TseL с подобной функцией (табл. 1) про-
дукция VasX будет способствовать защите указан-
ных штаммов от эукариотических организмов, в том 
числе амеб. 

В результате отсутствия Aux-3 эффектор TseH, 
иммунный белок TsiH и белок PAAR, образующий 
наконечник прокалывающего механизма, обнаруже-
ны только в штаммах V. cholerae Р-18748 и 29. При 
этом в белке PAAR у данных штаммов лейцин за-
менен на валин в положении 39 (табл. 1). Сведения 
о влиянии данного аллеля на функциональную роль 
белка PAAR в литературе отсутствуют. Стоит от-
метить, что эффектор TseH не действует на штам-
мы кишечной палочки, а также на штаммы холер-
ного вибриона, у которых нет родственного гена 
иммунитета tsiH, но активно поражает бактерии 
Aeromonas и Edwardsiella, являющиеся патогенами 
рыб. Высказывается предположение, что TseH обес
печивает конкурентные преимущества холерного ви-
бриона при колонизации указанных водных организ-
мов [8]. В штамме АТСС 14033 ген paar отсутству-
ет, а количество аминокислот в белках TseH и TsiH,  

несмотря на делеции и инсерции в генах tseH и tsiH, 
не изменено.

Таким образом, у большинства нетоксигенных 
ctxA–tcpА+-штаммов строение T6SS соответству-
ет токсигенным изолятам V. cholerae О1 Эль Тор, у  
ctxA–tcpА–-штаммов состав и структура локусов дан-
ной системы вариабельны. 

Изучение конкурентных особенностей штам-
мов V. cholerae О1 биовара Эль Тор с разной струк-
турой генов системы секреции 6-го типа. Для ис-
следования конкурентных свойств были подобраны 
7 пар штаммов, включающих изоляты ctxAB–tcpA+ и 
ctxAB–tcpA–, предпочтительно выделенные на одной 
территории (табл. 2). Стоит отметить, что для изуче-
ния T6SS зарубежные исследователи используют 
изогенные штаммы V. cholerae О1 Эль Тор [9, 12]. 
При отсутствии указанных штаммов мы использова-
ли природные изоляты, включающие мутации в раз-
личных генах (табл. 1). 

В результате установлено, что при культивиро-
вании в речной воде при температуре 22–25 °С как 
штаммы ctxAB–tcpA+, так и ctxAB–tcpA– по отдельно-
сти выживали более 70 суток (время наблюдения). 
В то же время в совместных пробах доминировали 
практически все ctxAB–tcpA+, на 7–14-е сутки пода-
вляя рост ctxAB–tcpA–-изолятов V. cholerae О1 Эль 
Тор (табл. 2). Исключение составили пробы № 6 
(М1395/М1337) и № 7 (М1501/М1337). В пробе № 6 
штаммы сосуществовали и вытеснения одного изо-
лята другим не наблюдалось, а в пробе № 7 ctxAB–

tcpA–-штамм V. cholerae М1337 обладал конкурент-
ным преимуществом над V. cholerae М1501 на всех 
сроках наблюдения (табл. 2). 

Одним из механизмов, защищающим бактерии 
от действия T6SS, является наличие внеклеточного 
экзополисахарида, который образует барьер между 
киллером и мишенью [20]. Мы изучили продукцию 
экзополисахарида у взятых в исследование штаммов 
V. cholerae и обнаружили, что действительно, в отли-
чие от других, V. cholerae М1337 синтезирует боль-
ше экзополисахарида (рисунок). Возможно, именно 

Определение биосинтеза экзополисахарида нетоксигенными 
штаммами V. cholerae О1 Эль Тор (окраска полиакриламидной 
пластины азотнокислым серебром): 
К+ – положительный контроль (мутные клоны штамма V. cholerae Дакка 
35 О1 классического биовара); обозначения штаммов: 1 – М1337, 2 – 
М1395, 3 – М1516, 4 – М1501, 5 – 29, 6 – 132

Determination of exopolysaccharide biosynthesis by non-toxigenic 
V. cholerae O1 El Tor strains (polyacrylamide plate stained with  
silver nitrate):
K+ – positive control (turbid clones of the V. cholerae strain Dakka 35 O1, 
classical biovar); strain designations: 1 – M1337, 2 – M1395, 3 – M1516, 
4 – M1501, 5 – 29, 6 – 132
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Таблица 2 / Table 2

Результаты конкурентной пробы нетоксигенных штаммов V. cholerae с разной структурой генов-эффекторов
Results of a competitive assay of non-toxigenic V. cholerae strains with different structure of effector genes

№ пробы
Assay No.

Штамм 
Strain

Место и год выделения
The site and year of isolation

КОЕ/мл на плотной среде*, определяемое через
CFU/ml on a solid medium*, determined on

3 сут. 
Day 3

7–8 сут. 
Day 7–8 

10–11 сут. 
Day 10–11

14–15 сут. 
Day 14–15

№ 1
М1518 RifR (ctxAB–tcpA+) 

Элиста, 2012 
Elista, 2012

8,03·105±120 2,6·105±80 1,53·105±92 9,16·104±64

M1516 StrR (ctxAB–tcpA–) 
Элиста, 2013 
Elista, 2013

1,08·104±50 9,33±1,0 6,67±1,2 0

№ 2
М1518 RifR (ctxAB–tcpA+)

Элиста, 2012 
Elista, 2012

2,2·105±98 1,8·105±11 1,3·105±77 1,6·105±109

132 StrR (ctxAB–tcpA–) 
Элиста, 2013 
Elista, 2013

66,7±1,0 0 0 0

№ 3
124 StrR (ctxAB–tcpA+)

Элиста, 2017 
Elista, 2017

9,38·105±110 6,27·105±92 1,5·105±56 3,2·104±60

3178 RifR (ctxAB–tcpA–) 
Элиста, 2017 
Elista, 2017

1,97·105±130 73,3±2,0 76,6±1,0 0

№ 4
2687 StrR (ctxAB–tcpA+)

Элиста, 2015 
Elista, 2015

3,3·105±77 1,43·105±95 2,5·104±64 2,9·104±81

29 RifR (ctxAB–tcpA–) 
Элиста, 2013 
Elista, 2013

2,67·102±13 0 0 0

№ 5
Р18778 RifR (ctxAB–tcpA+)

Ростов-на-Дону, 2005 
Rostov-on-Don, 2005

4,2·105±94 1,3·106±111 3,6·106±68 5,6·106±33

Р18748 StrR (ctxAB–tcpA–) 
Сочи, 2004 
Sochi, 2004

1,6·105±32 1,1·105±94 1,7·104±66 0,9·104±54

№ 6
М1395 RifR (ctxAB–tcpA+)

Астрахань, 1981
Astrakhan, 1981 3,9·105±78 4,7·104±18 3,9·104±29 3,6·104±55

М1337 StrR (ctxAB–tcpA–) 
Астрахань, 2000
Astrakhan, 2000 1,3·105±91 9,8·104±44 4,8·104±92 2,6·104±59

№ 7
М1501 RifR (ctxAB–tcpA+)

Элиста, 2011 
Elista, 2011

1,4·104±38 3,7·103±72 1,8·103±17 1,0·103±29

М1337 StrR (ctxAB–tcpA–) 
Астрахань, 2000
Astrakhan, 2000

5,3·105±97 4,6·105±100 4,1·105±43 2,3·105±35

Примечания :  * приведены средние значения трех опытов (р˂0,05); цветом отмечено большее количество бактерий в пробе, определенное  
в указанные сутки.

No te s :  * average values of three experiments are provided (p˂0.05); the color indicates a greater number of bacteria in the sample, determined on the 
specified day. 

наличие дополнительного экзополисахаридного слоя 
на поверхности клеток способствовало повышению 
конкурентных свойств данного штамма. 

Продукция экзополисахаридов является очень 
распространенным механизмом защиты и исполь-
зуется многими бактериями для повышения выжи-
ваемости. Например, присутствие полисахаридов 
на поверхности бактерий рода Klebsiella, у которых 
отсутствует T6SS, способствует их выживанию в ки-
шечнике человека совместно с холерными вибрио-
нами, экспрессирующими токсичные эффекторы 
T6SS [21]. Однако нельзя исключить и факт про-
дукции штаммом V. cholerae М1337 каких-то других 
токсических веществ, влияющих на популяцию кон-
курента. Несмотря на ведущую роль T6SS в конку-
ренции, в ряде случаев повышение выживаемости 
может быть обусловлено увеличенной подвижно-
стью бактерий, скоростью роста и т.д. [22–24]. 

Повышение конкурентных свойств ctxAB–tcpА+-
штаммов V. cholerae О1 Эль Тор может быть также 
связано с присутствием функционально активных 
дополнительных кластеров T6SS. Так, в работе 
C.V. Crisan et al. [10] выявлено наличие в геноме 
ctxAB–tcpА+-штамма V. cholerae 124 (Элиста, 2015) 
нового кластера Aux-5, содержащего ген tleV1, коди-
рующий липазу TleV1, которая очень токсична для 
штаммов холерного вибриона. 

На следующем этапе работы поставле-
ны конкурентные пробы со штаммом Aeromonas 
hydrophila 401. Штаммы A. hydrophila обитают со-
вместно с холерными вибрионами в водной среде и 
часто выделяются вместе при мониторинговых ис-
следованиях. Показано, что аэромонады содержат 
полностью функциональную T6SS [25, 26]. В работу 
были взяты ctxAB–tcpA+-штаммы V. cholerae О1 Эль 
Тор. В результате установлено, что только штамм 
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V. cholerae М1518 (проба № 1), несмотря на посте-
пенное снижение количества бактерий в пробе, до-
минировал на всех сроках наблюдения (табл. 3). 
В образце № 2 штамм V. cholerae М1395 преобладал 
на 11–16-е сутки, а в пробе № 3 штамм V. cholerae 
Р18778 вообще не имел конкурентного преимуще-
ства.

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований получены данные о составе и структуре 
локусов T6SS в нетоксигенных штаммах V. cholerae 
О1 Эль Тор, циркулирующих на территории РФ. 
Установлено наличие в геноме ctxAB–tcpА+-изолятов, 
выделенных как от больных, так и из внешней сре-
ды, кластеров T6SS, характерных для токсигенных 
штаммов, в том числе и блока Aux-3 типа Aux-3Р. 
При анализе конкурентных свойств выявлено пре-
имущество ctxAB–tcpА+-штаммов V. cholerae О1 Эль 
Тор, имеющих полноценную систему T6SS, над 
ctxAВ–tcpА–-изолятами, у которых ряд локусов, от-
ветственных за продукцию эффекторов, отсутствует 
или редуцирован, а структура имеющихся ЭМ изме-
нена. Установлено, что одной из причин повышен-
ной выживаемости штаммов V. cholerae О1 Эль Тор 
в конкурентной пробе может быть увеличенная про-
дукция экзополисахарида. Показана возможность 
сосуществования ctxAB–tcpА+-изолятов V. cholerae 
О1 Эль Тор с неродственными видами бактерий, 
имеющими функциональную систему T6SS. Не вы-
зывает сомнений, что для окончательного установ-
ления роли T6SS в конкуренции необходимо про-
ведение исследований с использованием изогенных 
штаммов. Также следует продолжить работу по вы-
явлению и анализу других кластеров T6SS в неток-
сигенных штаммах V. cholerae О1 Эль Тор.

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

Финансирование. Авторы заявляют об отсут-
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Таблица 3 / Table 3

Результаты конкурентной пробы ctxAB–tcpA+-штаммов V. cholerae О1 Эль Тор с A. hydrophila 401
Results of the competitive assay of ctxAB–tcpA+ strains of V. cholerae O1 El Tor with A. hidrophila 401

Номер пробы 
Assay No.

Штаммы
Strains

КОЕ/мл на плотной среде*, определяемое через
CFU/ml on a solid medium*, determined by

3 сут. /  Day 3 8 сут. / Day 8 11 сут. / Day 11 16 сут. / Day 16

№ 1
V. cholerae М1518 2,6·106±250 3,9·105±160 1,8·105±195 1,0·105±111

A. hydrophila 401 7,3·104±180 4,0·104±100 1,7·104±37 0,3·104±56

№ 2
V. cholerae М1395 2,0·102±110 3,3·104±90 2,3·105±99 1,04·103±87

A. hydrophila 401 1,1·104±117 4,0·104±120 4,0·104±115 4,4·102±13

№ 3
V. cholerae Р18778 3,9·106±211 4,1·106±200 7,5·106±89 8,0·106±79

A. hydrophila 401 2,1·106±310 5,2·106±172 1,8·107±98 9,3·106±34

Примечания :  * приведены средние значения трех опытов (р˂0,05); цветом выделено большее количество бактерий в пробе, определенное  
в указанные сутки.

No te s :  * average values of three experiments are provided (p˂0.05); the color indicates a greater number of bacteria in the sample, determined on the 
specified day.
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