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Недавно возникшие геноварианты Vibrio cholerae 
биовара эльтор отличаются от типичных штаммов 
этого возбудителя структурой генома профага CTXφ, 
в котором ген ctxB эльтор типа (ctxB3) заменен геном 
ctxB холерных вибрионов классического биовара 
(ctxB1). К настоящему времени эти варианты вытес-
нили типичные штаммы во многих эндемичных по 
холере регионах [2, 5, 8, 9, 10]. Поскольку генетиче-
ски измененные штаммы являются более вирулент-
ными по сравнению с типичными, а также имеют 
повышенный эпидемический потенциал, существу-
ет необходимость дифференциации этих изолятов. 
Более того, до сих пор не решен вопрос о том, какое 
происхождение имеют геноварианты – моно- или по-
ликлональное. Существуют две гипотезы относи-
тельно их возникновения. Первая состоит в том, что 
широкое распространение геновариантов является 
результатом экспансии единственного клона генова-
рианта, являющегося производным какого-то одного 
типичного штамма возбудителя холеры эльтор, кото-
рый возник на определенной территории в результа-
те приобретения им гена ctxB1 от неизвестного пока 
донора. Согласно второй, такое событие обусловлено 
мультиклональным возникновением геновариантов в 
нескольких эндемичных по холере регионах [7, 8]. В 
этом случае следует ожидать, что генетическое раз-
нообразие геновариантов будет весьма значитель-
ным. Для решения этих задач может быть использо-
ван метод мультилокусного VNTR-анализа (MLVA), 
который основан на оценке количества повторов 
VNTR в вариабельных участках генома. Высокая раз-
решающая способность и воспроизводимость этого 

подхода была показана ранее при изучении различ-
ных штаммов многих патогенных бактерий, включая 
возбудителя холеры [4, 6, 7].

Цель работы – изучить возможность дифферен-
циации типичных и измененных штаммов возбудите-
ля холеры методом MLVA, выяснить их филогенети-
ческие связи и оценить разнообразие геновариантов.

Материалы и методы

В работе использовано 53 клинических штам-
ма V. cholerae биовара эльтор, из которых 2 изолята 
являлись предпандемическими (1937 г.), а 51 штамм 
был выделен в различные периоды 7-й пандемии 
(1965–2010 гг.) в разных регионах России и в странах 
ближнего и дальнего зарубежья. Среди последних 23 
штамма были типичными, а 28 – геновариантами, 
содержащими в профаге CTXφ ген ctxB1. Эти штам-
мы были выделены на территории 14 регионов РФ 
с 1988 по 2010 год. Для культивирования бактерий 
использовали бульон и агар LB (pH 7,6). В качестве 
вариабельных участков генома V. cholerae были ис-
пользованы ранее выявленные локусы. 

Выделение ДНК осуществляли в присутствии 
гуанидинтиоцианата с использованием лицензиро-
ванных коммерческих наборов для выделения ДНК 
(ДНК-сорб, «AmpliSens», Россия) в соответствии с 
инструкцией к используемому набору.

Амплификацию ДНК проводили с использова-
нием программируемого термостата с горячей крыш-
кой iCycler «IQ5» (BioRad, США). 
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ДНК полученных ПЦР-фрагментов проводили с по-
мощью генетического анализатора «3500xL Genetic 
Analyzers» (Applied Biosystems, США). Первичное 
выравнивание и сравнение полученных нуклеотид-
ных последовательностей ДНК осуществляли с по-
мощью программы MEGA 5.0. Для определения 
числа тандемных повторов использовали програм-
му «Tandem Repeats Finder v. 4.0». Затем нуклео-
тидные последовательности ДНК были экспорти-
рованы в базу данных модульного пакета программ 
«BioNumerics 6.6» (Applied Maths, Бельгия) и на их 
основе построены филогенетические деревья ме-
тодом «максимальной бережливости» (Maximum 
parsimony tree) с использованием категорического  
(categorical) коэффициента.

Вариабельность VNTR-локусов оценивали с по-
мощью индекса разнообразия Нея (DI) [3], опреде-
ленного по формуле DI=1-∑p2, где DI – индекс раз-
нообразия Нея; р – частота встречаемости аллеля 
(отношение числа аллелей данного типа к общему 
числу аллелей).

Результаты и обсуждение

Анализ полученных данных показал, что среди 
53 штаммов было выявлено 37 MLVA-типoв. Это озна-
чает, что каждый изолят, отличающийся от других по 
MLVA-профилю, имеет свой генотип и, следователь-
но, изученные штаммы относятся к 37 генотипам 
(таблица). При этом 23 типичных штамма, выделен-
ные в разные периоды 7-й пандемии (1965–1990 гг.), 
принадлежали к 16 генотипам, тогда как 28 штаммов 
геновариантов (1988–2010 гг.) – к 21 генотипу. Эти 
данные свидетельствуют о значительной вариабель-
ности генома обеих групп взятых штаммов, которая, 
возможно, обусловлена временной (1937–2010 гг.) 
и географической (Индонезия, Индия, Узбекистан, 
Украина, Россия) разобщенностью изолятов, а также 
связана с эволюцией возбудителя.

Анализ филогенетического дерева, построенно-
го на основе MLVA, позволил выделить шесть кло-
нальных комплексов, каждый из которых содержал 
группу близкородственных штаммов, имеющих один 
и тот же или близкий генотип (рисунок). В эти ком-
плексы входят следующие группы штаммов: пред-
пандемические и атипичные пандемические изоляты 
(I), пандемические типичные штаммы (II, III, IV) и 
их геноварианты (V, VI). 

Клональный комплекс I был представлен тремя 
штаммами, относящимися к двум генотипам, два из 
которых (МАК757 и МАК676) были предпандемиче-
скими, т.е. изолированными от больных холерой до 
начала 7-й пандемии (1937 г.) на о. Целебес, и один 
(МЕ7) относился к «старым» штаммам с атипичной 
структурой генома, изолированным в самом начале 
7-й пандемии (1966 г.) в Индии. Их аллельные иден-
тификационные формулы 10,6,7,5,13/10,6,7,13,16 
указывают на их клональное происхождение. 
Основные генетические особенности этих штаммов 

заключались в том, что в их геноме присутствовал 
профаг CTXφ с геном ctxB классического типа и от-
сутствовали острова пандемичности VSP-I и VSP-II, 
а также профаг RS1φ. Что касается штамма МЕ7, то, 
несмотря на то, что он был выделен во время 7-й пан-
демии, структура его генома (отсутствовали VSP-I и 
VSP-II и профаг RS1φ) была очень близка к таковой 
предпандемических изолятов. Возможно, что эти 
штаммы, наряду с предпандемическими, были пред-
шественниками типичных штаммов возбудителя 
холеры эльтор, которые могли сформироваться в ре-
зультате последовательных генетических событий. 

Все типичные штаммы, образовавшие II, III и 
IV комплексы, несут профаг CTXφ с геном ctxB3 и 
содержат в первой хромосоме два острова панде-
мичности – VSP-I и VSP-II, а также профаг RS1φ. 
Среди них самым большим является комплекс II, 
который представлен 14 изолятами, относящимися 
к девяти различным генотипам (рисунок). Согласно 
данным эпидемиологического анализа эти штаммы 
в 1970 г. были завезены в Астраханскую область че-
рез Иран, где имели место крупные вспышки. Затем 
в период 1970–1975 гг. происходило последующее 
распространение холеры водным путем в другие 
города Поволжья и центрального региона России 
[1]. Сопоставление аллельных идентификационных 
формул этих изолятов (таблица) показывает, что они 
различались между собой лишь по числу повторов в 
двух наиболее вариабельных локусах второй хромо-
сомы. В то же время локусы из первой хромосомы 
были идентичны. Присутствие в геномах трех гомо-
логичных локусов может свидетельствовать о кло-
нальном происхождении этих изолятов. Что касается 
двух других минорных комплексов III и IV, то они 
включают в себя по четыре штамма (Украина, 1970 г.; 
Ставрополь и Пермь, 1990 гг.), которые отличают-
ся как друг от друга, так и от штаммов II комплекса 
по структуре всех пяти локусов (таблица, рисунок). 
Это может означать, что вспышки холеры в Украине 
(1970), Перми и Ставрополе (1990) были связаны с 
независимым заносом других клонов возбудителя, 
имеющих генотипические отличия от штаммов II 
клонального комплекса. Однако небольшая степень 
генетических различий по MLVA-профилю между 
типичными штаммами из трех разных клональных 
комплексов свидетельствует о их близком родстве 
между собой. 

Особый интерес представляют вспышки и от-
дельные случаи холеры на территории России, заре-
гистрированные в последующий период 7-й панде-
мии (1993–2010 гг.), вызванные заносом генетически 
измененных вариантов возбудителя.

Согласно полученным данным, геновариан-
ты четко разделены на два больших клональных 
комплекса (V и VI), в каждый из которых входит 
по 14 (10 генотипов) и 15 (12 генотипов) штаммов 
соответственно (рисунок). Их аллельные иденти-
фикационные формулы существенно отличаются 
от таковых типичных штаммов (таблица, рисунок). 
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Генотипы типичных и измененных штаммов V. cholerae биовара эльтор, выделенные в Российской Федерации  
и странах ближнего и дальнего зарубежья

Генотип Штамм Аллель гена ctxB Год и место выделения Аллели (кратность повторов) 
локусов

1 MAK676 Class 1937, о. Целебес 10,6,7,15,13

2 MAK757 Class 1937, о. Целебес 10,6,7,13,16
ME7 El 1966, Индия

3 M415 El 1965, Узбекистан 7,6,7,14,21
4 CW6 El 1966, Индия 7,6,7,14,30
5 9/67 El 1967, Индия 8,6,7,15,24

1/67 El 1967, Индия
6 M887 El 1970, Астрахань 8,6,7,21,25
7 М736 El 1970, Пермь 8,6,7,18,26

М738 El 1970, Пермь
8 М818 El 1970, Саратов 8,6,7,18,25
9 P2938 El 1970, Украина 9,6,7,14,21
10 P3109 El 1970, Украина 9,6,7,14,27
11 M963 El 1972, Астрахань 8,6,7,20,25
12 M888 El 1970, Астрахань 8,6,7,18,24
13 М1011 El 1972, Уфа (Башкирия)

М1013 El 1972, Уфа (Башкирия)
14 M589 El 1974, Пермь 8,6,7,19,23

M568 El 1974, Саранск (Мордовия)
M569 El 1974, Саранск (Мордовия) 8,6,7,15,23

15 M582 El 1974, Элиста (Калмыкия) 8,6,7,19,25
16 Р13762 Class 1988, Узбекистан 8,7,7,15,20
17 M1261 El 1990, Пермь 9,6,8,19,20
18 M1259 El 1990, Пермь 9,6,8,23,20

С402 El 1990, Ставрополь
19 С447 El 1990, Ставрополь 9,6,8,22,20
20 P15384 Class 1991, Украина 8,7,8,16,14
21 P15653 Class 1991, Украина 8,7,8,15,14
22 M1271 Class 1993, Набережные Челны 8,7,8,11,21

M1270 Class 1993, Набережные Челны
M1272 Class 1993, Краснодар

23 М1264 Class 1993, Краснодар 8,7,8,10,208,7,8,11,20
М1266 Class 1993, Пермь

24 M1275 Class 1993, Махачкала (Дагестан) 8,7,8,14,20
25 M1294 Class 1994, c. Айди-Кутан (Дагестан) 8,7,8,15,20

M1269 Class 1994, Магнитогорск
M1268 Class 1994, Магнитогорск
М1293 Class 1994, c. Сулина (Дагестан)

26 М1326 Class 1998, с. Рубас (Дагестан) 9,7,8,15,22
M1327 Class 1998, с. Хорези (Дагестан)
M1328 Class 1998, с. Хорези (Дагестан)

27 M1298 Class 1993, Краснодар 9,7,8,11,21
28 М1344 Class 2001, Казань 11,7,6,21,13

М1349 Class 2001, Казань
29 М1345 Class 2001, Казань 12,7,6,21,13
30 Р17647 Class 1997, Ачинск 9,8,6,16,24
31 Р17644 Class 1997, Ачинск 9,8,6,15,24
32 М1429 Class 2004, Уфа (Башкирия) 9,3,6,20,17
33 М1430 Class 2005, Тверь 9,3,6,18,18
34 Р18899 Class 2006, Мурманск 9,3,6,30,19
35 Л-3225 Class 2010, Москва 9,3,6,14,19
36 Л-3226 Class 2010, Москва 9,3,6,15,19
37 Л-4150 Class 2010, Москва 9,3,6,13,20
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Представленные данные свидетельствуют о том, что 
MLVA-типирование действительно позволяет диф-
ференцировать генетически измененные и типичные 
штаммы возбудителя холеры. 

Более того, выявлены существенные генетиче-
ские различия между разными группами геновариан-
тов, завезенными на территорию России из разных эн-
демичных очагов и в различные временные периоды: 
в 1991–1999 гг. (V комплекс) и 1997–2010 гг. (VI ком-
плекс). У сравниваемых групп штаммов четко выраже-
на разная аллельность всех 5 локусов (таблица). Так, 
если аллельная идентификационная формула генова-
риантов из V комплекса по трем наименее вариабель-
ным локусам 8,7,8,/8,7,7, то у изолятов VI комплек-
са – 9,8,6/9,7,8/11,7,6/12,7,6/9,3,6. Эти данные могут 
служить в пользу предположения о том, что сравни-
ваемые группы геновариантов не ведут своего проис-
хождения от одного клона. Следовательно, эпидемии 
холеры, зарегистрированные в современный период в 
различных странах, скорее всего, вызваны геновари-
антами, имеющими поликлональное происхождение 
и возникшими, видимо, одновременно или последова-
тельно в разных эндемичных по холере регионах. Это 
предположение полностью совпадает с гипотезой о 
различном происхождении геновариантов, высказан-
ных ранее рядом исследователей [6, 7, 8]. 

Кроме того, обнаружена заметная гетероген-

ность геновариантов, входящих в один и тот же 
клональный комплекс. Так, VI комплекс состоит 
из четырех различных подгрупп, в состав которых 
входят геноварианты, изолированные в разные годы 
и относящиеся к разным генотипам: 26 (1998 г.); 
28–29 (2011 г.); 30–31 (1997 г.) (таблица, рисунок). 
Сопоставление результатов MLVA-типирования с 
данными молекулярно-эпидемиологического ана-
лиза выявило определенные закономерности в рас-
пределении изолятов по подгруппам. Установлено, 
что к 29, 30, 31 и 32 генотипам относятся штаммы 
из 1‑й и 2-й подгрупп, выделенные от больных в 
период эпидемических осложнений в Краснодаре в 
1993 г., в Дагестане в 1998 г., Казани в 2001 г. и от-
личающиеся от типичных изолятов только по струк-
туре профага CTXφ .

Иная картина наблюдается в случае штаммов из 
3-й и 4-й подгрупп. Установлено, что в их геноме, в 
отличие от указанных штаммов, присутствует деле-
тированный остров пандемичности VSP-II. При этом 
распределение штаммов между двумя подгруппами 
было прямо связано с размером делеции. У штаммов 
3-й подгруппы из заносного очага в Ачинске (1997 г.) 
в VSP-II было делетировано лишь четыре гена, тогда 
как все изоляты из 4-й подгруппы, выделенные в бо-
лее поздние годы (2004–2010 гг.), имели более про-
тяженную делецию (7 генов). Поскольку существует 

Филогенетическое дерево, построенное методом «максимальной бережливости» (maximum parsimony tree, Bionumerics, v.6.6)  
на основе MLVA по 5 локусам различных штаммов Vibrio cholerae биовара эльтор. Штрихами выделены VI клональных комплексов, 

которые образуют предпандемические (I) изоляты, пандемические типичные (II, III, IV) и генетически измененные (V и VI)  
штаммы. В кружках указаны изученные штаммы, место и год их выделения
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прямая связь между структурой VSP-II и эпидемиче-
ским потенциалом штаммов [11], то выявленная воз-
можность дифференциации изолятов с интактным и 
делетированным островом пандемичности методом 
MLVA заслуживает большого внимания.

Таким образом, в результате MLVA-типирования 
по пяти VNTR-локусам обнаружено, что 53 изучен-
ных штамма относятся к 37 различным генотипам. 
Установлено, что этот метод позволяет дифференци-
ровать типичные штаммы V. cholerae биовара эльтор 
и их геноварианты, которые отличаются друг от дру-
га по вирулентности и эпидемическому потенциалу. 
Получены данные о генетическом разнообразии ге-
новариантов, которое, видимо, связано как с их по-
ликлональным происхождением, так и с продолжаю-
щимися изменениями генома под влиянием меняю-
щихся факторов окружающей среды. 

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 53-Д от 04.06.2012 в рамках реализации 
Федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009–2013 годы)» и при под-
держке гранта РФФИ № 12-04-00285а.
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