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изменчивость микроорганизмов рассматривает-
ся как лежащее в основе их эволюции свойство при-
обретать или утрачивать исходные признаки в опре-
деленных условиях существования [1, 3]. известно, 
что фенотипические модификации свойств бактерий 
нестабильны, тогда как генетическая изменчивость, 
обусловленная мутационными процессами в геноме 
или различного рода рекомбинациями генетического 
материала [3, 8], характеризуется относительной ста-
бильностью и при условии закрепления изменений в 
популяции является основой диверсифицирующего 
отбора. 

для генотипирования микроорганизмов, изуче-
ния генетического разнообразия микробных популя-

ций используется анализ структуры определенных 
локусов и, соответственно, вопрос сохранения ста-
бильности исходного генотипа в различных усло-
виях существования микроорганизмов оказывает-
ся важным при проведении эпидемиологических 
расследований, а также в эволюционном анализе. 
поскольку известно, что для холерного вибриона 
характерна высокая пластичность генома, изучение 
вопросов стабильности применяемых для генотипи-
рования локусов данного патогена приобретает осо-
бую актуальность. ранее, при макрорестрикционном 
анализе хромосомной днк, нами выявлена вариа-
бельность пульс-электротипов изолированных при 
эпидемических осложнениях штаммов Vibrio chole-
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rae еltor [7]. кроме того, в эксперименте показана 
возможность реорганизации генома токсигенного 
холерного вибриона посредством утраты генов Cтх 
профага в условиях недостатка питательных веществ 
[4], обнаружена способность V. cholerae к спонтан-
ной элиминации детерминант патогенности в соста-
ве мобильных генетических элементов при пассаже 
на питательных средах [6], а также утрате генов ви-
рулентности генетически измененными варианта-
ми вибриона эльтор [5]. вместе с тем отсутствуют 
данные об экспериментальном влиянии стрессовых 
факторов окружающей среды на стабильность та-
ких используемых для генотипирования холерного 
вибриона локусов как вариабельные тандемные по-
вторы, участки генома, содержащие сайты узнавания 
редкощепящих рестриктаз и определяющие профиль 
рестрикции днк изолятов при PFGE-типировании, 
гены жизнеобеспечения холерного вибриона и др. 

с учетом изложенного цель работы – экспери-
ментальное исследование влияния низкой темпера-
туры и дефицита питательных веществ на стабиль-
ность комплекса генетических локусов Vibrio chol-
erae еltor.

материалы и методы

в эксперимент включено четыре штамма V. chol-
erae еltor, выделенные на территории сибири и 
дальнего востока при разных эпидемиологических 
ситуациях из клинического материала (V. cholerae 
еltor о1 № и-441 (генотип ctxАB+(ctxB3)tcpA+toxR+) 
и № и-1300 (генотип ctxАB+(ctxB1)tcpA+toxR+)) и 
из объектов окружающей среды (V. cholerae еltor 
о1 № и-1310 (генотип ctxАB+(ctxB1)tcpA+toxR+) и 
№ и-1462 (генотип ctxАB– tcpA– toxR+)). 

экспериментальные микрокосмы формировали 
во флаконах с забуференным физиологическим рас-
твором, в которые вносили микробную взвесь иссле-
дуемых штаммов в конечной концентрации 107 м.к./
мл. инкубацию проводили при температуре 6 °с с 
контрольными высевами (на 12, 26, 54 и 82-е сут-
ки) на плотные питательные среды до прекращения 
высеваемости. также исследованию подвергали по-
следние обнаруживаемые на питательных средах ве-
гетативные клетки штаммов.

на каждом этапе контрольных исследований оце-
нивали морфологию колоний, отбирали по три коло-
нии каждого штамма (субкультуры) для анализа ком-
плекса молекулярно-генетических свойств (наличие 
основных генов вирулентности – ctxAB, tcpA и регу-
ляторного гена toxR; определение пульс-электротипа, 
VNTR-профиля и сиквенс-типа). кроме того, прово-
дили MALDI-ToF масс-спектрометрическую оценку 
видовой принадлежности субкультур. после пре-
кращения роста штаммов в высевах из микрокосмов 
осуществляли центрифугирование их содержимого 
при 6 тыс. об/мин, 30 мин, осадок подвергался ком-
плексному молекулярно-генетическому исследова-
нию и иммуно-флуоресцентному анализу. 

экстракция белков для масс-спектро метри-
ческого анализа проводили посредством обработки 
микробной взвеси этиловым спиртом и 70 % му-
равьиной кислотой с последующим добавлением 
ацетонитрила. выделение днк осуществляли с ис-
пользованием стандартного набора для экстракции 
нуклеиновых кислот. 

Фрагменты генов ctxAB, tcpA и toxR детектиро-
вали в мультиплексной пцр. анализ структуры ва-
риабельных тандемных повторов V. cholerae прово-
дили по пяти локусам – VcA, VcB, VcC, VcD, VcG 
[2] с определением размера ампликонов капилляр-
ным электрофорезом. для уточнения структуры ло-
кусов с измененным размером ампликона проводили 
их секвенирование. макрорестрикционный анализ 
хромосомной днк выполняли с использованием эн-
донуклеаз NotI и SfiI в соответствии с предложенным 
PulseNet протоколом. стабильность структуры генов 
жизнеобеспечения изучали на основании секвениро-
вания пяти локусов – dnaE, lap, recA, pgm, cat. 

результаты и обсуждение

пребывание исследуемых культур V. cholerae в 
микрокосмах в условиях низкой температуры и де-
фицита питательных веществ привело к постепенно-
му снижению концентрации микробных клеток: ве-
гетативные клетки в высевах токсигенных штаммов 
обнаруживались до 68 сут эксперимента, нетоксиген-
ного – до 82 сут (рис. 1, а). полученный после пре-
кращения высеваемости осадок содержимого микро-
космов не содержал вегетативных клеток, что под-
тверждено отсутствием роста при высеве его на жид-
кие и плотные питательные среды. люминесцентная 
микроскопия полученных из осадка препаратов об-
наружила присутствие в них полиморфных клеток с 
преобладанием округлых форм с интенсивной флуо-
ресценцией оболочек при окрашивании специфиче-
скими холерными иммуноглобулинами. подобные 
изменения морфологии клеток являются одним из 
свидетельств перехода микроорганизма в некульти-
вируемое состояние (рис. 1, б). 

в ходе эксперимента существенных измене-
ний морфологии колоний V. cholerae в контрольных 
высевах не выявлено. однако при анализе послед-
них высевов из микрокосмов в популяции штамма 
V. cholerae еltor и-1300 обнаружены единичные мел-
кие сухие морщинистые непрозрачные желтоватые 
колонии. микроскопически колонии неоднородной 
структуры с валиком по периферии и вдавленным 
центром, с признаками диссоциации и формировани-
ем дочерних, типичных для холерного вибриона, ко-
лоний (рис. 2, а). последующие пересевы привели 
к постепенному увеличению в популяции доли мор-
фологически типичных форм. наряду с изменением 
морфологии колоний, произошло существенное сни-
жение агглютанабельности холерными сыворотками 
о- и огава, утрата способности ферментировать са-
харозу (рис. 2, а), замедление ферментации глюкозы, 
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снижение подвижности микробных клеток. масс-
спектрометрически субкультура идентифицирована 
как V. cholerae (score value 2,48–2,62). установленные 
изменения биологических свойств штамма могут 
рассматриваться как формирование «персистирую-
щего» фенотипа («persister») – одного из вариантов 
адаптивной изменчивости холерного вибриона [12]. 
исследование фенотипических свойств субкультуры 
последнего высева V. cholerae еltor и-1310 выявило 
отсутствие у нее продукции декарбоксилазы орнити-
на и незначительную гемолитическую активность. у 
остальных штаммов изменений фенотипа в экспери-
ментальных микрокосмах не выявлено. 

MаLDI-ToF масс-спектрометрический анализ 
субкультур на контрольных этапах эксперимента по-
казал сохранение исходного профиля референсных 
белков холерного вибриона (все образцы идентифи-

цированы как V. cholerae, score value 2,44–2,70). 
при пцр-детекции установлено сохранение ис-

ходного набора детерминант патогенности во всех 
исследуемых образцах. стабильной оказалась и ну-
клеотидная последовательность генов «домашнего 
хозяйства», определенная в полученных на послед-
нем этапе эксперимента субкультурах. 

VNTR-анализ показал изменение структуры 
содержащих вариабельные тандемные повторы ло-
кусов в двух отобранных при первом контрольном 
исследовании субкультурах: в субкультуре штамма 
V. cholerae еltor о1 и-1462 (локус VcA) и штамма 
V. cholerae еltor о1 и-441 (локус VcB). в обоих слу-
чаях произошла дупликация, что привело к увели-
чению размера локуса на один повтор (VcA 12→13, 
VcB 25→26). выявленное изменение структуры ло-
кусов подтверждено секвенированием. частота из-

рис. 1. динамика высеваемости ис-
следуемых культур V. cholerae еltor 
из микрокосмов (А) и обработанные 
специфическими холерными о1 лю-
минесцирующими иммуноглобули-
нами препараты осадка, полученного 
при центрифугировании содержимо-
го микрокосмов после прекращения 
высеваемости (Б) 

рис. 2. Фенотипические (а) и молекулярно-генетические (б) свойства субкультуры штамма V. cholerae еltor и-1300: 
А – полиморфные колонии V. cholerae еltor и-1300 на щелочном агаре и ферментация сахарозы на полужидкой питательной среде; Б – PFGE-паттерны 
исходного штамма V. cholerae еltor и-1300 и экспериментальной морфологически измененной субкультуры: 1–4 – днк Salmonella ser. Braenderup 
H98124, рестрицированная XbaI (размерный стандарт – 668,9; 452,7; 398,4; 336,5; 310,1; 244,4; 216,9; 173,4; 167,4; 138,9; 104,5; 78,2; 76,8; 54,7; 33,3; 
28,8; 20,5 kb); 2–3 – NotI- и SfiI-генерируемые паттерны рестрикции днк исходного штамма V. cholerae еltor и-1300; 5–6 – NotI- и SfiI-генерируемые 
паттерны рестрикции днк измененной субкультуры V. cholerae еltor и-1300 
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менчивости VNTR-профиля составила 4·10–2 и каса-
лась только локусов VcA и VcB. 

при макрорестрикционном анализе хромосом-
ной днк установлено изменение структуры NotI- и 
SfiI-генерируемых профилей двух субкультур штам-
ма V. cholerae еltor о1 и-1300, полученных через 
7 сут пребывания в микрокосмах. в структуре NotI-
генерируемого паттерна произошло формирова-
ние дополнительного фрагмента и смещение в сто-
рону уменьшения размера фрагмента в диапазоне 
104,5–138,9 kb. изменение профиля рестрикции SfiI 
заключалось в утрате бэнда в размерном диапазо-
не 76,8–78,2 kb. кроме того, на 54-е сутки экспери-
мента (третье контрольное исследование) выявлено 
изменение полученного при гидролизе экзонуклеа-
зой SfiI PFGE-профиля штамма V. cholerae еltor о1 
и-1310: профиль одной из субкультур демонстриру-
ет сдвиг фрагмента в сторону увеличения размера в 
области 216,9–244,4 kb, другой – уменьшения в об-
ласти 78,2–104,5 kb (рис. 3). частота изменчивости 
PFGE-профиля составила 8·10–2, с неравномерными 
распределением показателя между двумя рестрикта-
зами (SfiI – 6·10–2, NotI – 2·10–2). следует отметить, 
что модификации профиля рестрикции днк выяв-
лены только у атипичных генетически измененных 
штаммов вибриона эльтор. 

анализ структурной организации исследуемых 
участков генома фенотипически измененной суб-
культуры V. cholerae еltor O1 и-1300 выявил транс-
формацию паттернов рестрикции днк эндонуклеа-
зами NotI (утрата одного фрагмента в диапазоне 
104,5–138,9 kb) и SfiI (увеличение размера фрагмента 
в области 216,9–244,4 kb) (рис. 2, б), при сохранении 
исходных VNTR- и амплификационного профилей. 

таким образом, инкубация холерного вибриона 

в экспериментальных условиях привела к формиро-
ванию клонов с геномными перестройками отдель-
ных анализируемых локусов. изменения VNTR-
профиля выявлены только на начальном этапе экспе-
римента и заключались в дупликации повторов VcA 
и VcB. известно, что одним из широко распростра-
ненных вариантов адаптации бактериальных гено-
мов к стрессовым условиям являются дупликации-
амплификации генов (gene duplication-amplification), 
которые могут служить основой для дальнейших 
генетических модификаций при условии получения 
селективных преимуществ измененными клонами 
[10]. соответственно, обнаруженные в эксперименте 
изменения VNTR-профиля можно расценивать как 
первичную реакцию генома на стресс, а отсутствие в 
последующем измененных клонов в популяции сви-
детельствует о нестабильности вариантов с данными 
модификациями. вариабельность и изменчивость 
VNTR-генотипа V. cholerae показана ранее при ис-
следовании в динамике материала от больных холе-
рой и контактировавших с ними лиц в бангладеш и 
in vitro при пассаже штаммов на питательных средах 
[13]. данные о возможности изменения структуры 
VNTR-локусов в эксперименте in vivo получены при 
исследовании Salmonella enterica Typhimurium [11], 
метициллин-резистентного S. aureus [14]. 

менее стабильным в эксперименте оказался 
макрорестрикционный профиль штаммов: изме-
ненные по данному признаку клоны выявлялись 
на всем протяжении опыта с большей частотой в 
сравнении с VNTR-профилем. характер изменений 
PFGE-профиля также может свидетельствовать в 
пользу дупликаций участков генома как в области 
сайтов рестрикции (генерирование дополнительных 
бэндов), так и за их пределами (увеличение размера 
фрагментов) [10]. наряду с этим, изменение паттер-
нов рестрикции может быть обусловлено и другими 
генетическими модификациями, в т.ч. не затрагиваю-
щими сайты рестрикции делециями, что рассматри-
вается как один из признаков процесса компактиза-
ции генома микроорганизма [8, 9]. следует сказать, 
что изменчивость PFGE-профилей выявлена при 
проспективном исследовании генотипов V. cholerae 
в ходе эпидемии холеры на о. гаити [15], а также у 
метициллин-резистентного S. aureus in vivo [14]. 

проведенные исследования доказывают вероят-
ность изменения отдельных локусов генома в период 
пребывания V. cholerae в неблагоприятных услови-
ях среды, что следует принимать во внимание при 
интерпретации результатов молекулярного типиро-
вания. учитывая особенности экологии холерного 
вибриона (наличие сапрофитической и паразитиче-
ской форм существования), необходимо проведение 
дальнейших экспериментальных исследований по 
изучению стабильности генотипа изолятов in vitro и 
in vivo для комплексной оценки эффективности и ин-
формативности применения того или иного подхода 
к типированию в рамках эпидемиологического над-
зора за холерой и изучения филогении возбудителя.

рис. 3. PFGE-паттерны экспериментальных субкультур V. chol-
erae еltor:
1–3 – NotI-генерируемые паттерны рестрикции днк V. cholerae еltor 
и-1300 (7 сут исследования): 1 – 1 колония, 2 – 2 колония (измененный 
паттерн), 3 – 3 колония; 4–6 – SfiI-генерируемые паттерны рестрикции 
днк V. cholerae еltor и-1300 (7 сут исследования): 4 – 1 колония, 5 – 2 
колония, 6 – 3 колония (измененный паттерн); 8–10 – SfiI-генерируемые 
паттерны рестрикции днк V. cholerae еltor и-1310 (54 сут исследова-
ния): 8 – 1 колония (измененный паттерн), 9 – 2 колония, 10 – 3 колония 
(измененный паттерн); 7, 11 – днк Salmonella ser. Braenderup H98124, 
рестрицированная XbaI (размерный стандарт – 668,9; 452,7; 398,4; 336,5; 
310,1; 244,4; 216,9; 173,4; 167,4; 138,9; 104,5; 78,2; 76,8; 54,7; 33,3; 28,8; 
20,5 kb)
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