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Vibrio cholerae классического биовара считается 
возбудителем первых шести пандемий холеры, от-
личавшихся тяжелым течением болезни и высокой 
летальностью (около 42–50 %) [2, 4, 5]. в 60-х годах 
хх столетия произошла смена биовара возбудителя 
холеры с классического на биовар эль тор, явив-
шийся причиной 7-й пандемии холеры. холерные 
вибрионы биовара эль тор достаточно быстро рас-
пространились по всему земному шару, практиче-
ски полностью вытеснив классические холерные 
вибрионы. однако полного прекращения циркуля-
ции холерных вибрионов классического биовара не 
произошло. несмотря на то, что 6-я пандемия холе-
ры закончилась к 1926 г., отдельные вспышки клас-
сической (азиатской) холеры продолжали регистри-
ровать вплоть до 1960 г. в индии, китае, пакистане, 

афганистане и других странах [2]. в россии в этот 
период произошло две вспышки азиатской холеры. 
первая из них, зафиксированная в хабаровске в 
1938 г., была быстро локализована и ликвидирована. 
ее продолжительность составила 49 дней, холерой 
заболело 57 человек, летальных случаев не зафикси-
ровано. вторая, бòльшая по масштабам распростра-
нения, вспышка холеры, вызванная классическими 
вибрионами, наблюдалась на территории нижнего 
поволжья и башкирии в 1942–1943 гг. она отлича-
лась нехарактерно большим для классической хо-
леры количеством легких и стертых клинических 
форм, длительным вибрионосительством на фоне 
высокой летальности в случае тяжелого течения бо-
лезни (41,2 %) и сравнительно небольшим распро-
странением инфекции, преимущественно контактно-
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бытовым путем [2]. 
ряд крупных вспышек классической холеры на-

блюдался и после начала 7-й пандемии холеры: в 
бангладеш в 1982, 1988–1989 гг., мексике в 1991–
1997 гг. и непале в 2012 г. [6, 12, 13, 14]. выделение 
единичных штаммов классического биовара отмеча-
лось и при вспышке холеры в иране в 2012 г. [7], а 
также из прибрежных вод черного моря и внутрен-
них водоемов в районе тбилиси [11]. интересен и 
тот факт, что, начиная с 90-х годов хх столетия, 
участились случаи выделения от больных и из внеш-
ней среды штаммов, несущих признаки как клас-
сического, так и эль тор биоваров [3, 8, 12, 13]. в 
настоящее время практически все выделяемые от 
людей токсигенные штаммы биовара эль тор несут 
в своем составе профаг с геном ctxB1, характерным 
для классических вибрионов [3]. в связи с этим не-
которыми авторами высказано предположение о его 
получении непосредственно от холерных вибрионов 
классического биовара [12]. все вышесказанное сви-
детельствует о том, что холерные вибрионы класси-
ческого биовара, несмотря на то, что утратили преж-
нюю эпидемическую значимость, все же способны 
вызывать единичные случаи и вспышки холеры, а их 
потенциальная способность служить донорами от-
дельных мобильных генетических элементов, таких 
как профаг стхφ с геном ctxB1, ответственным за 
синтез в-субъединицы холерного токсина классиче-
ского типа. это говорит о необходимости их даль-
нейшего изучения.

согласно исследованиям зарубежных и отече-
ственных авторов, геном холерных вибрионов клас-
сического биовара в отличие от генома эль тор ви-
брионов является достаточно стабильным по при-
сутствию основных детерминант вирулентности 
[9]. в то же время до сих пор остается недостаточно 
изученным вопрос о геномном разнообразии класси-
ческих штаммов холерного вибриона и их филогене-
тических связях.

целью данной работы явилось определение фи-
логенетического родства штаммов V. cholerae клас-
сического биовара, выделенных в период с 1937 по 
1969 год в россии, со штаммами из ближнего и даль-
него зарубежья. 

для этих целей нами был использован ме-
тод MLVA-типирования (MLVA – от Multiple-Locus 
Variable number tandem repeat Analysis) по 5 MLVA-
локусам (VC0147, VC0436-0437, VC1650, VCA0171, 
VCA0283), хорошо зарекомендовавший себя для 
дифференциации холерных вибрионов биовара эль 
тор. в основе метода MLVA-типирования лежит 
сравнительный анализ количества вариабельных по-
второв в 5 VNTR-локусах [1, 8].

материалы и методы

в работе использовано 27 штаммов V. cholerae 
классического биовара (таблица), 13 из них было вы-
делено в различных регионах россии в 1942–1943 гг., 

1 штамм – в хабаровске в 1938 г., 13 штаммов – на 
территории различных стран средней, Южной и 
Юго-восточной азии (туркмения, пакистан, индия, 
китай, корея). указанные штаммы были получены 
из государственной коллекции патогенных бакте-
рий роснипчи «микроб» (гкпб «микроб»), где 
они хранились в лиофилизированном состоянии. 
культивирование бактерий осуществляли на бульоне 
и агаре Luria-Bertani (LB). 

MLVA-типирование осуществляли с помощью 
специфических праймеров к 5 указанным выше 
MLVA-локусам холерного вибриона [8]. пцр прово-
дили на амплификаторе с нагреваемой крышкой «бис 
м112» по программе, описанной ранее [8]. для сек-
венирования полученных ампликонов использовали 
генетический анализатор ABI 3500xl. первичный 
анализ полученной нуклеотидной последовательно-
сти и определение числа тандемных повторов прово-
дили с помощью программы MEGA 5.0. построение 
филогенетического дерева осуществляли с помо-
щью программы «BioNumerics 7.0» (Applied Maths, 
бельгия) с использованием метода «максимальной 
бережливости» (Maximum parsimony).

питательные потребности штаммов холерного 
вибриона определяли на минимальной среде с добав-
лением различных аминокислот, оснований и вита-
минов в концентрации 20–40 мкг/мл [4]. продукцию 
растворимой гемагглютинин/протеазы (нA/P – от 
haemagglutinin/protease) выявляли путем посева 
культур на агар, содержащий 1,0 % обезжиренного 
молока [4].

результаты и обсуждение

в результате проведенного мультилокусного 
анализа 27 штаммов холерного вибриона класси-
ческого биовара выявлен 21 MLVA-тип и 8 MLVA-
кластеров (рисунок). эти данные свидетельствуют о 
разнообразии геномов изученных штаммов класси-
ческого биовара по MLVA-локусам.

в первый, наибольший по численности MLVA-
кластер, вошли 11 из 13 штаммов, выделенных в 
1942–1943 гг. в россии, что указывает на их близкое 
генетическое родство. кроме того, 2 MLVA-типа в 
пределах этого кластера состояли сразу из 2 штам-
мов, что свидетельствует об их клональном про-
исхождении. MLVA-профили этих штаммов были 
идентичны или отличались лишь по наиболее ва-
риабельному локусу VCа0283 (таблица). ни один из 
штаммов, выделенных в других странах, не вошел 
в I MLVA-кластер. проведенные нами ранее иссле-
дования показали, что данная группа штаммов от-
личалась рядом фено- и генотипических особенно-
стей. все штаммы этой группы были ауксотрофами 
[4] в результате мутации в гене purE [5]. кроме того, 
они не продуцировали на/р, были вирулентны и об-
ладали повышенной продукцией холерного токси-
на (ст – от cholera toxin) и токсин-корегули руемых 
пилей адгезии (тср – от toxin-coregulated pilus) [4], 
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Филогенетическое дерево, построенное на основе MLVA-типирования по 5 VNTR-локусам штаммов Vibrio cholerae классического 
биовара, выделенных с 1937 по 1969 год на территории россии и стран ближнего и дальнего зарубежья. MLVA-типы изображены 
кружками, в которых указаны номера, входящих в них штаммов. MLVA-типы, входящие в один MLVA-кластер, выделены одним 
цветом и контурной штриховкой

MLVA-профили штаммов Vibrio cholerae классического биовара

MLVA-кластер № штамма место и год выделения
количество повторов в MLVA-локусах

VCO147 
AACAGA

VC0436-0437 
AACAGA

VC1650 
GATAATCCA

VCA0171 
TGCTGT

VCA0283 
ACCAGA

I м8 сталинград (волгоград), 
1942 12 5 3 20 31

I м14 саратов, 1942 10 5 3 17 32
I м16 саратов, 1942 12 5 3 12 22
I M18 саратов, 1942 11 5 3 15 27
I M19 саратов, 1942 11 5 3 15 27
I M22 астрахань, 1942 12 5 3 16 26
I M24 саратов, 1942 11 5 3 12 34
I M29 астрахань, 1942 12 5 3 16 30
I M30 астрахань, 1942 12 5 3 15 34
I м34 уфа, 1943 11 5 3 18 35
I м35 уфа, 1943 11 5 4 16 31
II м6 хабаровск, 1938 12 4 3 13 16
III 1001 китай, 1949 9 3 3 12 28
III 267 индия, 1946 9 3 3 12 22
III м9 астрахань, 1942 9 4 3 23 24
III м41 уфа, 1943 9 4 3 9 7
IV B1307 пакистан, 1964 8 4 3 20 26
V Dakka 3 пакистан, 1958 8 4 3 21 26
VI 266 индия, 1949 8 3 3 16 17
VI J89 пакистан, 1969 8 3 3 23 30
VII м31 туркмения, 1942 8 3 3 7 20
VII 1488а индия, 1937 8 3 3 7 8
VII 325 индия, 1946 8 3 3 7 20
VIII 27 Korea корея, 1946 8 3 3 7 22
VIII 71 Korea корея, 1946 8 3 3 7 20
VIII 1 Korea корея, 1947 8 3 3 7 26
VIII 16002б индия, 1944 9 3 3 11 22

что, как показано нами ранее [5], связано с наличи-
ем у них ряда мутаций в регуляторных генах rpoS и 
hapR. 

наиболее близким по MLVA-профилю к штам-
мам I кластера оказался штамм м6, выделенный в 

хабаровске в 1938 г., который входил во II MLVA-
кластер (рисунок). его MLVA-профиль по 3 из 5 
локусов был близок к I MLVA-кластеру (таблица). 
исследование данного штамма на питательные 
потребности и продукцию на/р показало, что он 
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так же, как и атипичные штаммы 1942 г., является 
ауксотрофом по аденину и не продуцирует на/р. 
следует отметить, что остальные 15 штаммов 
V. cholerae классического биовара были прототро-
фами и продуцировали достаточное количество 
на/р. более того, в литературных источниках нам 
ни разу не встретилось упоминание о выделении 
штаммов, обладающих сразу двумя указанными 
фенотипическими особенностями (ауксотрофно-
стью по аденину и отсутствием продукции на/р). 
учитывая фенотипические особенности хабаров-
ского штамма, а также близость его MLVA-профиля 
с MLVA-профилем атипичных штаммов 1942 г., мы 
пришли к выводу, что указанные штаммы имеют 
близкое генетическое родство. 

Штаммы м9 и м41, также выделенные в 1942–
1943 гг. в период атипичной вспышки холеры в 
россии, но несколько отличающиеся по фено- и ге-
нотипическим характеристикам (прототрофы, на/
р+, гипопродукция ст, отсутствуют мутации в генах 
hapR, rpoS и purE [4, 5]), были отнесены к III MLVA-
кластеру, как и штаммы 1001 (китай, 1949 г.) и 267 
(индия, 1946 г.). это говорит, во-первых, о генети-
ческом родстве двух прототрофных штаммов 1942 г. 
со штаммами, выделенными через несколько лет в 
индии и китае, а во-вторых, о различном проис-
хождении штаммов, выделенных во время вспышки 
холеры в россии в 1942–1943 гг. MLVA-профили аук-
сотрофных и прототрофных штаммов, выделенных в 
россии в 1942–1943 гг., отличались по 4 из 5 MLVA 
локусов (таблица).

другие штаммы классического биовара сформи-
ровали еще 5 MLVA-кластеров, достаточно удален-
ных от кластеров штаммов, выделенных в россии 
(рисунок), что свидетельствует о значительном раз-
нообразии холерных вибрионов классического био-
вара по MLVA-локусам, даже в тех случаях, когда 
штаммы были выделены на одних и тех же террито-
риях в разные годы. так, три штамма, выделенные 
в пакистане в 1958–1969 гг., входили в три различ-
ные MLVA-кластеры (IV, V и VI). при этом IV и V 
кластеры включали только по одному штамму, что 
говорит об их отличии от других штаммов и друг 
от друга. VI кластер включал штаммы из пакистана 
(J-89) и индии (266). интересно, что, несмотря на то, 
что между их выделениями прошло 20 лет (штамм 
266 выделен в 1949 г., а штамм J-89 – в 1969 г.), эти 
изоляты оказались достаточно близкими по MLVA-
профилю и отличались лишь по 2 наиболее вариа-
бельным локусам, расположенным на II хромосоме 
(8,3,3,16,17 и 8,3,3,23,30 соответственно), что и по-
зволило им сформировать один MLVA-кластер. в то 
же время штаммы 267 и 325, выделенные в один год 
в индии, отличались по 3 MLVA-локусам (таблица), 
в связи с чем они вошли в разные MLVA-кластеры 
(рисунок).

два индийских штамма (325 и 1488а) и 1 штамм 
(м31), выделенный в туркмении в 1942 г., входили 
в VII MLVA-кластер. при этом штаммы м31 и 325 

формировали один MLVA-тип, а их MLVA-профили 
были идентичны (8, 3, 3, 7, 20), что говорит об их 
клональном происхождении. в то же время, тот факт, 
что все три штамма располагаются на одной ветви, 
может свидетельствовать о том, что штаммы м31 и 
325 являются близкими родственниками индийского 
изолята 1488а, выделенного в 1937 г. и отличающе-
гося от двух других штаммов этого кластера только 
по локусу VCA0283 (таблица). возможно, все 3 ука-
занных штамма произошли от общего предка, цир-
кулировавшего на территории индии еще до 1937 г. 
при этом одна часть дериватов этого штамма сохра-
нила прежний MLVA-профиль (м31 и 325) и была 
занесена на территорию туркмении (м-31), а дру-
гая – под действием изменившихся факторов среды 
утратила 12 дополнительных повторов в указанном 
локусе (штамм 1488а).

восьмой MLVA-кластер включал штаммы из 
кореи (Korea 1, Korea 27 и Korea 71), выделенные в 
1946–1947 гг., и штамм 16002б из индии 1944 г. (ри-
сунок). с учетом того, что указанные штаммы сфор-
мировали один MLVA-кластер, можно предположить, 
что они произошли от общего предка. следует также 
отметить клональность происхождения корейских 
штаммов, которые образовали один MLVA-тип, хотя 
и были выделены в разные годы. MLVA-профили 
корейских штаммов отличались только по наиболее 
вариабельному локусу VCA0283 (таблица). 

таким образом, в результате проведенного ис-
следования установлено, что штаммы V. cholerae 
классического биовара, выделенные в различных ре-
гионах мира в период с 1937 по 1969 год, отличались 
значительным разнообразием по MLVA-локусам. 
показано, что атипичная вспышка азиатской холеры 
в 1942–1943 гг. в россии была вызвана двумя фено-
типически и филогенетически различными группами 
штаммов. одна из которых была представлена аук-
сотрофами, являющимися гиперпродуцентами ст, 
но не продуцирующими на/р, родственными аук-
сотрофному на/р– изоляту из хабаровска (1938 г.), 
вторая – прототрофами, с низкой продуцией ст, на/
р+ штаммами, имеющими общее происхождение 
со штаммами из индии (1946 г.) и китая (1949 г.). 
полученные данные о близкородственном происхо-
ждении большинства атипичных штаммов и штамма 
из хабаровска, отличавшихся отсутствием продук-
ции на/р, которая на поздней стадии клинического 
процесса разрушает рецепторы кишечного эпителия, 
способствуя выходу холерного вибриона во внеш-
нюю среду [4, 10], могут указывать на возможность 
длительного сохранения подобных штаммов в межв-
спышечный период в виде длительного вибрионо-
сительства и развития латентных форм инфекции. 
в связи с тем, что указанный механизм открепления 
холерных вибрионов от клеток кишечного эпителия 
является общим для штаммов классического и эль 
тор биоваров, возможность длительного сохранения 
вибрионов, лишенных на/р, следует учитывать при 
проведении противоэпидемических мероприятий.
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