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в настоящее время причиной заболевания хо-
лерой являются токсигенные штаммы геновариан-
тов Vibrio cholerae о1 серогруппы биовара эль тор. 
данные изоляты, впервые появившиеся в 90-х годах 
хх столетия, заменили типичные штаммы эль тор 
вибрионов, которые вызвали начало текущей, 7-й пан-
демии холеры [3, 8]. геноварианты в настоящее время 
получили глобальное распространение в мире [9] и с 
1993 г. завозятся в российскую Федерацию, вызывая 

вспышки и единичные случаи заболевания [2]. 
как известно, V. cholerae является не только па-

тогеном человека, но и естественным обитателем 
пресных и соленых водоемов. в связи с этим особую 
важность представляют исследования механизмов 
выживания возбудителя во внешней среде. переход 
из организма человека в водную среду сопровожда-
ется различными изменениями в клетках. в том чис-
ле снижается продукция факторов вирулентности, 

Пробл. особо опасных инф. 2016; 4:75–78. DOI: 10.21055/0370-1069-2016-4-75-78
удк 616.932:579.25

н.а.Плеханов, с.П.Заднова

СтруКтурно-фунКциональный анализ Генов, КодируЮщих БиоСинтез  
МаннозочувСтвительных ГеМаГГлЮтинируЮщих пилей адГезии  

у различных штаММов ViBrio cholerae Биовара Эль тор
ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация 

цель работы. провести сравнительный структурный и функциональный анализ генов, кодирующих 
биосинтез маннозочувствительных гемагглютинирующих пилей у типичных штаммов и геновариантов 
V. cholerae биовара эль тор. материалы и методы. в работе использовали типичные и генетически 
измененные штаммы холерного вибриона биовара эль тор, выделенные на территории российской 
Федерации в период с 1970 по 2012 год из объектов внешней среды и от больных. были применены 
микробиологические и молекулярно-генетические методы, анализ данных полногеномного секвени-
рования. результаты и выводы. методом пцр установлено присутствие гена mshA, кодирующего 
основную субъединицу MSHA пилей, у всех исследуемых штаммов. при сравнительном анализе ну-
клеотидной последовательности генов, входящих в msh кластер, у типичных штаммов и геновариантов 
V. cholerae биовара эль тор, установлена идентичность нуклеотидной последовательности гена mshA 
у всех исследованных штаммов. при этом у штаммов геновариантов, изолированных в период их по-
явления (1988, 1993, 1994 гг.), структура остальных генов msh оперона идентична типичным эль тор 
вибрионам. в то же время, начиная с 1997 г., в штаммах геновариантов V. cholerae биовара эль тор в 
последовательности генов, участвующих в сборке и секреции MSHA пилей, выявлены SNP, которые не 
оказывают влияния на биосинтез данных пилей адгезии, но их появление, возможно, явилось следстви-
ем адаптации штаммов геновариантов к разным условиям существования. 
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но активно начинают экспрессироваться гены факто-
ров адаптации, способствующие выживанию патоге-
на в данной среде обитания. показано, что уже на 
поздней стадии инфекции увеличивается экспрессия 
генов, кодирующих биосинтез маннозочувствитель-
ных гемагглютинирующих пилей адгезии (MSHA) [5, 
10, 14]. MSHA пили располагаются на поверхности 
бактериальной клетки и участвуют в первом этапе 
формирования биопленки – прикреплении микроор-
ганизма к субстрату. при отсутствии продукции дан-
ных пилей биопленка не образуется [12, 13]. в соста-
ве биопленки холерные вибрионы защищены от дей-
ствия различных повреждающих факторов внешней 
среды и могут длительное время сохраняться в воде 
открытых водоемов. по данным литературы, генова-
рианты так же, как и типичные эль тор вибрионы, 
содержат msh оперон, но сведения о его структуре 
у штаммов геновариантов, изолированных в разные 
годы, а также сравнительной продукции ими MSHA 
пилей отсутствуют. в то же время изучение механиз-
мов адаптации штаммов геновариантов V. cholerae 
биовара эль тор, способствующих их выживанию во 
внешней среде, позволят понять причины их селек-
тивного преимущества в современный период.

учитывая важную роль MSHA пилей в выжи-
вании холерного вибриона во внешней среде, цель 
нашего исследования состояла в проведении сравни-
тельного структурного и функционального анализа 
генов, кодирующих биосинтез маннозочувствитель-
ных гемагглютинирующих пилей адгезии у типич-
ных штаммов и геновариантов V. cholerae биовара 
эль тор.

материалы и методы

исследования были проведены на 41 штамме 
V. cholerae, выделенном на территории российской 
Федерации от больных и из внешней среды в период 
с 1970 по 2012 год (табл. 1). Штаммы хранили в лио-
филизированном виде в государственной коллекции 
патогенных бактерий. культуру выращивали на агаре 
и бульоне LB (pH 7,2) в течение 18–24 ч при 37 °с.

продукцию MSHA-пилей определяли с исполь-
зованием эритроцитов I группы человека, учитывая 
максимальное разведение культуры, дающее види-
мую агглютинацию [4]. 

наличие гена mshA выявляли методом пцр по 
описанной ранее методике [1]. анализ данных пол-
ногеномного секвенирования штаммов проводили с 
помощью пакета программ DNASTAR SeqMan pro.

результаты и обсуждение

согласно данным литературы, биосинтез MSHA 
пилей кодирует 17 генов, объединенных в два оперо-
на (структурный и секреторный) и расположенных 
на острове персистенции EPI (от англ. environmental 
persistence island) на большой хромосоме [6]. при 
этом кроме гена mshA, кодирующего основную субъ-

единицу маннозочувствительных гемагглютинирую-
щих пилей адгезии, в указанный оперон входят гены 
mshB-Q, ответственные за сборку и транспортирова-
ние пилей на поверхность клеток. так, белок Mshе 
(52,5 kDa) выполняет функцию атФазы, MshJ отно-
сится к белкам системы секреции II типа и совмест-
но с MshN участвует в сборке и секреции MSHA пи-
лей [6, 7]. 

на первом этапе работы проведен анализ 
нуклеотидных последовательностей генов, вхо-
дящих в msh оперон, у штаммов V. cholerae био-
вара эль тор, полные геномы которых депони-
рованы в базе данных NCBI. для анализа были 
взяты типичный штамм V. cholerae M818 биова-
ра эль тор (саратов, 1970, LAHM00000000.1) и 
штаммы геновариантов, изолированные в разные 
годы на эндемичной территории и завезенные в 
россию и сопредельные государства, – V. chole-
rae P13762 (узбекистан, 1988, LQYD00000000.1), 
M1275 (дагестан, 1993, LRAF00000000.1), M1293 
(дагестан, 1994, JFFW00000000.1), P17644 (ачинск, 
1997, JRTW00000000.1), M1429 (башкирия, 
2002, LAEM00000000.1), P18899 (мурманск, 
2006, LAKM00000000.1), L3226 (москва, 2010, 
JDVX00000000), секвенированные в лаборато-
рии геномного и протеомного анализа роснипчи 
«микроб». из базы данных NCBI также были 

Таблица 1

Штаммы V. cholerae биовара Эль Тор, использованные в работе

Штамм место выделения год выделения

типичные штаммы эль тор вибрионов
M712; м713 московская область 1970
м736, м738 пермь 1970
м818 саратов 1970
M886; м887; M890 астрахань 1970
м1011, м1013 башкирия 1972
м582 калмыкия 1974
м642 астрахань 1975
с402 ставрополь 1990
M1259; м1261 пермь 1990

геноварианты
M1275; M1297 дагестан 1993
M1264; M1272; м1298; M1299 краснодар 1993
м1270 татарстан 1993
м1293; M1295 дагестан 1994
м1268, м1269 магнитогорск 1994
M1266 пермь 1994
P17644; P17647 ачинск 1997
P17645 иркутск 1997
м1326 дагестан 1998
M1344; M1345 казань 2001
м1429 башкирия 2004
м1430 тверь 2005
P18899 мурманск 2006
L3225; L3226, L4150 москва 2010
301 таганрог 2011
M1509 москва 2012
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взяты для сравнения полногеномные после-
довательности штаммов CIRS101 (бангладеш, 
2002, ACVW00000000.1), H1 (гаити, 2010, 
AKGH00000000.1).

предварительно использованные в эксперимен-
те штаммы были протестированы на наличие гена 
mshA. при пцр-анализе было установлено, что в ге-
номе всех исследуемых штаммов присутствует дан-
ный ген, что может указывать на биосинтез штамма-
ми MSHA-пилей. 

в результате анализа нуклеотидных последова-
тельностей полных геномов изученных нами штам-
мов установлено, что последовательность гена mshA 
одинакова у всех исследованных штаммов и иден-
тична референс-штамму V. cholerae N16961 биовара 
эль тор. 

у штаммов V. cholerae M818, P13762, M1275 и 
м1293 структура остальных генов msh оперона так-
же полностью совпадала с референс-штаммом. 

в то же время у штамма V. cholerae P17644, изо-
лированного в 1997 г., выявлена делеция одного ну-
клеотида в гене mshN в позиции 255 от начала гена, 
а также обнаружены несинонимичные однонуклео-
тидные замены (SNP) в генах mshJ (замена A на G 
в позиции 560) и mshE (замена G на A в позиции 
1307). в штаммах геновариантов, выделенных в бо-
лее поздние годы и в современный период (P18899, 
L3226, референс-штамм геновариантов CIRS101), 
также присутствовали SNP в генах mshJ и mshE 
(табл. 2). необходимо отметить, что аналогичные 
замены были обнаружены зарубежными авторами у 
штаммов, выделенных во время эпидемии на остро-
ве гаити в 2010 г. [11]. возможно, выявленные SNP 
могут служить генетической меткой штаммов гено-
вариантов V. cholerae биовара эль тор, выделенных 
после 1997 г. 

у штамма м1429, кроме указанных SNP в mshJ 
и mshE, был обнаружен сдвиг рамки считывания в 
гене mshH, вызванный вставкой единичного гуани-
нового нуклеотида в позиции 1384, приводящий к 
образованию стоп-кодонов.

таким образом, в результате анализа структуры 
генов msh кластера был обнаружен ряд SNP в генах 
mshE и mshJ, общих для всех исследованных штам-
мов геновариантов, выделенных в период с 1997 по 
2010 год структура msh оперона у ранее выделенных 
штаммов геновариантов идентична типичным штам-
мам V. cholerae биовара эль тор. 

на следующем этапе работы была изучена экс-
прессия данных пилей у типичных штаммов и штам-
мов геновариантов. в результате установлено, что 
все изученные штаммы продуцировали MSHA пили. 
при этом значительных отличий по их продукции 
между типичными штаммами V. cholerae биовара 
эль тор, изолированными в начале текущей панде-
мии холеры (1970–1990 гг.), и штаммами геновари-
антов, завезенными в разные годы (1993–2010), не 
выявлено. 

в результате проведенных исследований уста-
новлено, что геноварианты V. cholerae биовара эль 
тор так же, как и типичные эль тор вибрионы, про-
дуцируют MSHA пили, поэтому способны форми-
ровать биопленку и длительное время сохраняться 
во внешней среде. анализ нуклеотидной последова-
тельности msh оперона у исследованных штаммов, 
показал стабильное сохранение структуры гена mshA 
во всех исследованных штаммах V. cholerae биова-
ра эль тор, что говорит о ее важной роли в работе 
всей msh-системы. при этом структура msh оперона 
в штаммах геновариантов, изолированных в период 
их появления (1988, 1993, 1994 гг.), идентична ти-
пичным эль тор вибрионам. в то же время, начиная 
с 1997 г., в штаммах геновариантов V. cholerae био-
вара эль тор в последовательности генов, участву-
ющих в сборке и секреции MSHA пилей, выявлены 
SNP, которые не оказывают влияние на биосинтез 
данных пилей адгезии, но их появление, возможно, 
явилось следствием адаптации штаммов геновари-
антов к разным условиям существования.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

Таблица 2
результаты анализа нуклеотидной последовательности генов msh оперона различных штаммов V. cholerae биовара Эль Тор

Штамм место и год выделения
гены

mshA mshE mshH mshJ mshN

M818 саратов, 1970 – – – – –

P13762 узбекистан, 1988 _ _ _ _ _

M1275 дагестан, 1993 – – – – –

M1293 дагестан, 1994 – – – – –

P17644 ачинск, 1997 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G p:249 G=>

CIRS101 бангладеш, 2002 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G –

M1429 башкирия, 2002 – p:1219 G=>A p:1384=>G p:560 A=>G –

P18899 мурманск, 2006 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G –

H1 гаити, 2010 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G –

L3226 москва, 2010 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G –

примечание: «–» – последовательность гена идентична последовательности референс-штамма V. cholerae N16961 биовара эль тор. 
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