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Возбудителем холеры, особо опасной инфекции, 
являются токсигенные штаммы Vibrio cholerae О1 
серогруппы классического и эльтор биовара, а также 
V. cholerae О139 серогруппы. Холерные вибрионы 
классического биовара вызвали первые шесть пан-
демий холеры, тогда как возбудителем текущей, 7-й, 
пандемии, самой длительной из известных (с 1961 г. 
по настоящее время) является V. cholerae биовара эль-
тор. Холерные вибрионы О139 серогруппы вызывают 
спорадические случаи заболевания. В результате эво-
люции возбудителя холеры эльтор почти 20 лет назад 
возникли генетически измененные штаммы, или гено-
варианты, несущие в геноме профага СТХφ, кодирую-
щего холерный токсин (ХТ), ген ctxB холерных вибри-
онов классического биовара (ctxB1) [11]. Современный 
период развития 7-й пандемии холеры характеризует-
ся дальнейшим изменением генома V. cholerae био-
вара эльтор, что выражается в появлении дополни-
тельной мутации в гене ctxB, нового аллеля гена tcpA, 
ответственного за биосинтез основной субъединицы 
токсин-корегулируемых пилей адгезии, необходимых 
на первом этапе развития инфекционного процесса – 
колонизации, а также протяженной делеции в острове 
пандемичности VSP-II [8]. К настоящему времени ге-
новарианты вытеснили типичные штаммы возбудите-
ля холеры эльтор на многих эндемичных территориях 
Юго-Восточной Азии и Африки.

Что касается России, то установлено, что на-
чиная с 1993 г. все эпидемические вспышки и еди-

ничные случаи холеры были вызваны геноварианта-
ми [4]. Поскольку показано, что измененные вари-
анты генетически неоднородны, большой интерес 
представляют генетические особенности штаммов 
V. cholerae биовара эльтор, выделенные на террито-
рии Российской Федерации в последние годы. 

Цель работы состояла в проведении фенотипи-
ческого анализа и исследовании структуры генома 
штамма V. cholerae 301 серовара Инаба биовара эль-
тор, выделенного в 2011 г. из морской воды в рекреа-
ционной зоне Таганрога.

Материалы и методы

В работе использовали следующие штаммы, вы-
деленные от больных или из внешней среды: 3 типич-
ных штамма V. cholerae биовара эльтор (V. cho lerae 
М818 (Саратов, 1970), Р14376 (Ростов-на-Дону, 1990), 
М1259 (Ставрополь, 1990)) и два генетически изме-
ненных (V. cholerae М1269 (Дагестан, 1994), Л3226 
(Москва, 2010)), а также изучаемый штамм V. cholerae 
301. Все штаммы получены из Государственной кол-
лекции патогенных бактерий. Для культивирования 
штаммов использовали агар LB (рН 7,2). Определение 
лизабельности диагностическими фагами (классиче-
ский и эльтор) проводили согласно инструкции про-
изводителя. Определение чувствительности к поли-
миксину В и способности к продукции ацетилметил-
карбинола в реакции Фогес-Проскауэра определяли 
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согласно методическим указаниям [2].
Продукцию ХТ изучали с помощью иммунофер-

ментного анализа GM1ELISA [15]. Для детекции ХТ 
штаммы выращивали в условиях, оптимальных для 
продукции данного белка эльтор вибрионами – бу-
льон AKI (1,5 % Бакто-пептона, 0,4 % дрожжевого 
экстракта Дифко, 0,5 % NaCl, 0,3 % NaHCO3), рН 7,6, 
при температуре 37 °С [9]. Измерение оптической 
плотности проводили на фотометре «Stat Fax 2100» 
(США) при длине волны 405 нм. Количество про-
дуцируемого ХТ рассчитывали по калибровочному 
графику, построенному с использованием очищен-
ного ХТ. Гемолитическую активность исследуемого 
штамма, способность к продукции растворимой ге-
магглютинин/протеазы (РГА/П) и фосфолипазы изу-
чали на плотных средах по методикам, описанным 
ранее [7, 13, 16]. Подвижность определяли на полу-
жидком (0,6 %) LB агаре.

Чувствительность к антибиотикам устанавли-
вали при посеве штамма V. cholerae 301 на среды, 
содержащие соответствующие антибиотики [6]. 
Результат учитывали после инкубирования посевов 
в течение суток при температуре 37 °С по наличию/
отсутствию роста на пластинках агара.

Для изучения генетической организации штамма 
использовали блот-гибридизацию по Саузерну, поли-
меразную цепную реакцию (ПЦР) и секвенирование. 
Подготовку и обеззараживание образцов для ПЦР и 
секвенирования проводили согласно МУ 1.3.2569-09 
«Организация работы лабораторий, использующих ме-
тоды амплификации нуклеиновых кислот при работе с 
материалом, содержащим микроорганизмы I–IV групп 
патогенности». Рестрикцию и блот-гибридизацию 
по Саузерну осуществляли по методу, описанному в 
пособии по молекулярному клонированию [1]. Для 
фрагментирования хромосом использовали рестрик-
тазу PstI. ПЦР проводили в микропробирках объемом 
600 мкл на аплификаторах «БИС» (Россия) и «Терцик» 
(ДНК-Технология, Россия). Анализируемую ДНК до-
бавляли в количестве 10 мкл в приготовленную реак-
ционную смесь объемом 15 мкл (2,5 мкл стандартного 
10х буфера; 2,5 мкл смеси 2 мМ дНТФ («Сибэнзим»); 
0,25 мкл 5 ед/мкл Taq-полимеразы («Бионем»); по 
0,5 мкл специфических праймеров и 8,75 мкл деиони-
зованной воды). 

Секвенирование генов проводили на приборе 
«CEQ8000» (Beckman Coulter, США). Полученные 
последовательности изучаемых генов сравнивали с 
последовательностями, представленными в GenBank 
для референс-штаммов V. cholerae N16961 эльтор 
биовара и V. cholerae О395 классического биовара. 
Анализ последовательностей ДНК осуществляли с 
использованием программ «Genetic Ana lysis System 
Software Version 9.0», «Mega4» и «BioEdit 7.1.3». 

Результаты и обсуждение

При изучении фенотипических свойств уста-
новлено, что штамм V. cholerae 301 обладает всеми 

признаками, характерными для холерных вибрионов 
биовара эльтор: лизируется до ДРТ диагностическим 
фагом эльтор и не чувствителен к классическому 
фагу, растет на среде с добавлением 50 ед/мл поли-
миксина В, образует ацетилметилкарбинол в реак-
ции Фогес-Проскауэра и продуцирует гемолизин при 
выращивании на плотных питательных средах с до-
бавлением 1 % эритроцитов барана. 

На следующем этапе работы был проведен срав-
нительный анализ продукции основных (холерного 
токсина) и дополнительных (ферменты патогенно-
сти, подвижность) факторов патогенности у изучае-
мого штамма. Было показано, что в условиях in vitro 
данный штамм синтезирует и секретирует в среду 
выращивания 0,12 мкг/мл холерного токсина, что 
значительно превышает данный показатель у взятых 
для контроля типичных вибрионов биовара эльтор: 
V. cholerae М818 – 0,03 мкг/мл, Р14376 – 0,04 мкг/мл, 
М1259 – 0,02 мкг/мл. Вместе с тем уровень продук-
ции ХТ этим штаммом соответствует таковому, ха-
рактерному для измененных вариантов – V. cholerae 
М1269 – 0,1 мкг/мл, L3226 – 0,4 мкг/мл. Приведенные 
результаты полностью согласуются с данными лите-
ратуры [14] и полученными нами ранее сведениями о 
повышенной продукции ХТ измененными варианта-
ми, выделенными на территории России [4]. 

При оценке уровня продукции ферментов пато-
генности установлено, что штамм 301 обладает сла-
бой фосфолипазной активностью (зона просветления 
на агаре с яичным желтком – 0,5 мм), а также синте-
зирует в небольшом количестве секретируемый бе-
лок РГАП (средняя зона просветления на агаре с мо-
локом – 1,0 мм). Вместе с тем клетки исследуемого 
штамма оказались более подвижными по сравнению 
с ранее изученными типичными и генетически из-
мененными штаммами. Средний радиус распростра-
нения клеток в макроколонии на полужидком агаре 
составил 7,0 мм. 

Далее нами была исследована устойчивость 
штамма V. cholerae 301 к антибактериальным препа-
ратам. При этом минимальная ингибирующая доза 
для хлорамфенкола составила 50 мкг/мл, тетраци-
клина – 2 мкг/мл, триметаприма – 100 мкг/мл, ампи-
циллина – 10 мкг/мл, спектиномицина – 20 мкг/мл, 
стрептомицина – 10 мкг/мл. Анализ полученных дан-
ных позволил сделать вывод, что штамм устойчив к 
спектиномицину, стрептомицину и триметаприму, но 
чувствителен к тетрациклину, хлорамфениколу, кана-
мицину, ампициллину и рифампицину. 

Таким образом, изучаемый штамм V. cholerae 
301 по фенотипическим свойствам, включая биовар-
специфические, в целом не отличается от типичных 
штаммов холерных вибрионов биовара эльтор. В то 
же время установлено выраженное отличие между 
ним и типичными штаммами по продукции ХТ – 
основного фактора патогенности.

Повышенный уровень продукции ХТ штамма 
301 может служить указанием на его принадлежность 
к геновариантам. Однако для решения этого вопроса 
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необходимо изучение его молекулярно-генетических 
особенностей. В этой связи далее была исследована 
структура генома его профага СТХφ, содержащего 
оперон ctxAB, кодирующий синтез ХТ. С помощью 
сконструированной нами ранее диагностической 
ПЦР тест-системы, дифференцирующей типичные 
и генетически измененные штаммы [5], было пока-
зано, что в геноме штамма 301 присутствует профаг 
СТХφ, содержащий ген ctxB холерных вибрионов 
классического биовара (ctxB1). 

Учитывая, что гены ctxAB, кодирующие продук-
цию ХТ, входят в состав профага CTXφ, нами была 
исследована структура данного мобильного генети-
ческого элемента. При ПЦР-тестировании 6 генов 
коровой части и 3 генов RS2-области установлено, 
что штамм V. cholerae 301 содержит полноценный 
профаг СТХφ. Поскольку в настоящее время изме-
ненные варианты холерных вибрионов биовара эль-
тор могут нести разные аллели гена ctxB – ctxB1 или 
ctxB7 [3], нами было проведено секвенирование этого 
гена у штамма V. cholerae 301. В результате показано 
наличие цитозина в положениях 58, 115 и 206, что 
подтверждает присутствие в геноме профага СТХφ 
аллеля ctxB1, который характерен для классических 
вибрионов. Поскольку в профаге СТХφ измененных 
вариантов могут содержаться разные аллели гена 
rstR, далее нами было проведено его секвенирова-
ние. Оказалось, что в СТХφ имеется эльтор аллель 
гена rstR. Это означает, что штамм 301 действитель-
но является геновариантом возбудителя холеры эль-
тор и содержит в геноме гибридный профаг СТХφ 
(ctxB1, rstR Eltor). 

Учитывая ранее полученные нами данные о ва-
риабельности количества гептаповторов TTTTGAT 
в промоторной области оперона ctxAB (от 3 до 5) у 
измененных вариантов, нами было проведено секве-
нирование промоторной области штамма V. cholerae 
301. Установлено, что исследуемый штамм содержит 
4 копии гептаповторов, как и большинство типичных 
и изученных измененных вариантов холерного ви-
бриона биовара эльтор.

На следующем этапе была определена копий-
ность профага CTXφ у штамма 301, которую устанав-
ливали с помощью блот-гибридизации по Саузерну 
с использованием СТ-зонда, созданного на основе 
амплифицированного фрагмента гена ctxA (564 п.н.). 
Хромосома фрагментировалась с помощью эндону-
клеазы рестрикции PstI. В результате было показано, 
что в штамме V. cholerae 301 содержится одна копия 
профага СТХφ, расположенная на PstI-фрагменте 
размером около 5,4 п.н. 

Для установления локализации профага СТХφ 
было проведено ПЦР-тестирование с праймерами 
СIIF-CIIR на участки хромосомы, соседние с dif-
сайтом на малой хромосоме. Суть данного анализа 
заключается в следующем: если профаг СТХφ нахо-
дится на малой хромосоме, то сайт рекомбинации за-
нят и образование ампликона размером около 800 п.н. 
не происходит [10]. При проведении ПЦР нами был 

обнаружен указанный ампликон. Это означает отсут-
ствие профага СТХφ в dif-сайте на малой хромосоме 
и указывает на его локализацию на большой хромо-
соме, что характерно для типичных штаммов возбу-
дителя холеры эльтор.

Принимая во внимание тот факт, что генова-
рианты могут отличаться от типичных штаммов 
по структуре генома острова патогенности VPI-1 и 
острова пандемичности VSP-II, мы изучили струк-
туру этих мобильных элементов. В первую очередь 
была определена нуклеотидная последовательность 
гена tcpA, входящего в состав острова патогенности 
VPI-1. Было показано, что ген tcpA содержит одно-
нуклеотидную замену – в положении 266 аденин был 
заменен на гуанин (А на G). Эти данные указывают на 
присутствие в VPI-1 аллеля tcpА, который ранее был 
обнаружен в штамме V. cholerae CIRS101, выделен-
ном в 2002 г. в Бангладеш, и обозначен как tcpETCIRS 

[8, 12]. Эти данные соответствуют ранее получен-
ным нами результатам о наличии аллеля tcpETCIRS в 
штаммах геновариантов V. cholerae, вызвавших спо-
радические случаи холеры на территории России в 
2004–2010 гг. 

При изучении структуры острова пандемично-
сти VSP-II с помощью ПЦР показано наличие про-
тяженной делеции – из 13 исследованных отсутство-
вали 7 генов (VCO495–VCO512), локализованных 
в центральной части этого острова. Последующее 
секвенирование VSP-II данного штамма подтверди-
ло наличие делеции. При этом было показано, что 
делеция затрагивает часть гена VCO495 и заканчи-
вается в межгенном пространстве между генами 
VCO512 и VCO513. Кроме того, было обнаружено, 
что на месте делетированных генов присутствует 
нуклеотидная последовательность размером около 
1,25 т.п.н., соответствующая генам, кодирующим А и 
В-субъединицы транспозазы OrfAB. Стоит отметить, 
что подобная нуклеотидная последовательность 
острова пандемичности VSP-II характерна для гено-
вариантов, выделяемых в настоящее время в странах 
Юго-Восточной Азии и Восточной Африке [8].

Таким образом, фенотипический и молекулярно-
генетический анализ штамма V. cholerae 301, заве-
зенного на территорию России в 2011 г., показал, что 
исследованный изолят относится к геновариантам 
V. cholerae биовара эльтор, содержит в геноме ги-
бридный профаг СТХφ с геном ctxB классического 
типа и геном rstR эльтор типа. Исследуемый штамм, 
как и другие геноварианты возбудителя холеры эль-
тор, продуцирует in vitro повышенное количество 
ХТ. Установлено также присутствие в геноме изме-
ненного острова патогенности VPI-1, а также изме-
ненного острова пандемичности VSP-II. Эти данные 
свидетельствуют о том, что генетическая организа-
ция штамма V. cholerae 301 полностью соответству-
ет штаммам, выделяемым в настоящее время в ряде 
эндемичных по холере стран Юго-Восточной Азии, 
являющимся высокопатогенными и имеющим высо-
кий эпидемический потенциал. 
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