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изучение структуры липополисахаридного кластера в геномах  
штаммов Vibrio cholerae R-вариантов
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при определении способности штаммов Vibrio cholerae агглютинироваться диагностическими холерными 
сыворотками возможны затруднения при отнесении вибрионов к той или иной серогруппе в случае отклонения 
культуры от типичных по агглютинабельности признаков. изучение генетических детерминант, позволяющих 
установить серогруппу, является актуальной задачей при проведении мониторинга контаминации холерными 
вибрионами поверхностных водоемов. целью данной работы явилось сравнительное изучение структурной ор-
ганизации липополисахаридных кластеров (O-LPS) штаммов холерных вибрионов R-вариантов. материалы и 
методы. полногеномное секвенирование проведено на приборе Illumina MiSeq. Cборка осуществлялась de novo 
программой-сборщиком SPAdes (v. 3.11.1). для поиска генов использовали программу blastn 2.5.0, для аннотиро-
вания входящих в кластеры генов – программу GeneMarkS. поиск гомологичных участков проводили с помощью 
программы nucmer. визуализация O-LPS-кластеров выполнена в программе SnapGene Viewer. результаты и об-
суждение. кластеры генов, ответственных за биосинтез о-антигена, различались у разных штаммов V. cholerae 
R-вариантов. определено три типа O-LPS-кластеров, отличающихся размером и количеством входящих в их со-
став генов. уникальных участков днк, общих для всей группы штаммов V. cholerae R-вариантов, обнаружить 
не удалось. определены два гена, встречавшиеся у всех R-вариантов, но они не являются уникальными для этой 
группы штаммов и присутствуют также у представителей других серогрупп. для двух типов кластеров обнару-
жен общий с V. cholerae O1 участок, содержащий IS-элемент.
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Abstract. Determination of Vibrio cholerae affiliation to one or another serogroup may meet some difficulties in cases 
of atypical agglutination with diagnostic cholera sera. The study of genetic determinants that allows for identifying a 
serogroup is a relevant task in monitoring of surface water body contamination with cholera vibrios. The aim of the work 
was to compare the structural organization (quantitative and qualitative gene composition) of LPS clusters in V. cholerae 
rough variants. Materials and methods. We used Illumina MiSeq for the whole genome sequencing; SPAdes software 
(version 3.11.1) for de novo assembly; and blastn (v. 2.5.0) for gene searching. GeneMarkS software was deployed for 
annotation of the genes incorporated in the clusters; nucmer – for searching homologous sites. Visualization of O-LPS 
clusters was carried out by means of SnapGene Viewer. Results and discussion. Strains of V. cholerae rough variants 
had diverse gene clusters responsible for O-antigen biosynthesis. We have identified three types of O-LPS clusters 
with different size and number of genes. Unique DNA sites, common to the whole group of V. cholerae rough variants, 
have not been detected. Two genes present in all rough strains have been defined, but they are not unique for this group 
of strains and can be found in representatives of other serogroups. For two types of clusters, a region containing the 
IS-element, common with V. cholerae O1, has been revealed.
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одной из основных характеристик биологи-
ческих свойств штаммов холерных вибрионов, вы-
деляемых в ходе мониторинга контаминации хо-
лерными вибрионами поверхностных водоемов, 
является их способность агглютинироваться в диа-
гностических титрах диагностическими холерными 
сыворотками о1 и о139. Штаммы этих серогрупп 
могут содержать гены, кодирующие основные фак-
торы патогенности: гены холерного токсина (ctxAB) 
и токсин-корегулируемых пилей адгезии (tcpA) [1]. 
известно, что среди холерных вибрионов, изолируе-
мых в ходе мониторинга, могут встречаться типич-
ные по культурально-морфологическим и биохими-
ческим свойствам штаммы, находящиеся в гладкой 
(S – smooth) форме, но проявляющие при этом ати-
пичные свойства в отношении способности агглюти-
нироваться диагностическими холерными сыворот-
ками. адаптивно измененные холерные вибрионы, 
которые агглютинируются в диагностических титрах 
только Rо-сывороткой при отсутствии агглютина-
ции холерными сыворотками о1, о139, относятся 
к R-вариантам. некоторые культуры могут агглюти-
нироваться одновременно Rо- и о-сыворотками [2]. 
вибрионы R-вариантов представляют интерес как 
изоляты, являющиеся атипичными по признаку аг-
глютинабельности, но при этом в ряде случаев также 
способны нести гены факторов патогенности [3].

у возбудителя холерных вибрионов выделя-
ют три типа полисахаридных структур: липопо-
лисахарид (лпс), компонентом которого является 
о-антиген; капсульный полисахарид, или к-антиген; 
и ругозный полисахарид, также известный как экзо-
полисахарид (эпс), или вибриополисахарид [4, 5].

серологические особенности R-вариантов свя-
заны со строением лпс. согласно данным K. De 
et al., штаммы Vibrio cholerae, утратившие способ-
ность к полноценному синтезу о-антигена и пре-
зентующие на поверхности клетки только коровую 
часть лпс, не способны агглютинироваться диа-
гностическими холерными сыворотками до рабочих 
титров, но агглютинируются RO-сывороткой [6, 7]. 
такие штаммы формируют колонии, морфологи-
чески не отличающиеся от колоний в S-форме [3].  
в свою очередь штаммы, образующие морщинистые 
колонии, т.е. имеющие ругозный (rugose) фенотип, 
являются таковыми за счет продукции эпс, за син-
тез которого отвечает кластер генов VPS (Vibrio-
polysaccharide). повышенная продукция эпс на по-
верхности отдельных клеток приводит к изменению 
морфологии клеток и формированию ругозных коло-
ний [8, 9]. напротив, R-варианты имеют особый тип 
строения лпс, за биосинтез о-антигена в котором 
отвечают гены кластера wbe. в этом состоит прин-
ципиальное различие между ругозными формами и 
R-вариантами.

в ситуации, когда штамм не агглютинируется 
холерными диагностическими сыворотками, возни-
кает вопрос о том, не является ли он атипичной фор-
мой штамма о1-серогруппы. 

в связи с этим целью данной работы явилось 
сравнительное изучение структурной организации 
о-липополисахаридных кластеров (O-LPS) штам-
мов холерных вибрионов R-вариантов.

в задачи исследования входило проведение 
секвенирования области, отвечающей за продук-
цию о-антигена, и последующий сравнительный 
биоинформационный анализ для определения на-
личия/отсутствия общих последовательностей среди 
штаммов V. cholerae R-вариантов, V. cholerae о1 и 
V. cholerae о139. 

материалы и методы

Бактериальные штаммы. для изучения O-LPS 
кластера в исследование взяты шесть штаммов 
V. cholerae R-вариантов из лаборатории «коллекция 
патогенных вибрионов» Фкуз ростовский-на-дону 
противочумный институт роспотребнадзора: N16290 
(забайкальский край, 1993), N13910 (казахстан, 
1988), N18237 (рязанская область, 1998), N15865 
(казахстан, 1991), N18298 (приморский край, 2000), 
N19336 (республика калмыкия, 2012), агглютини-
рующихся в диагностическом рабочем титре (1/800). 
у всех указанных штаммов отсутствовали гены 
ctxAB и tcpAF, кодирующие основные факторы па-
тогенности. для сравнения генетических детерми-
нант кластеров, кодирующих о-антиген, взяты ну-
клеотидные последовательности типовых штаммов 
V. cholerae N16961 о1 серотипа инаба и V. cholerae 
о139 мо45.

Полногеномное секвенирование проведено на 
приборе MiSeq (Illumina). выделение днк произво-
дили с использованием набора для выделения рнк/
днк из клинического материала «рибо-преп». 
подготовку геномных библиотек осуществляли с 
помощью набора Nextera DNA flex в соответствии 
с инструкцией производителя. для секвенирования 
использован набор реагентов MiSeq v2 Reagent Kit 
(500 Cycles PE).

Биоинформационный анализ. последующая 
проверка качества ридов реализована с помощью 
программы FastQC [10]. для очистки ридов ис-
пользовали программу для фильтрации данных 
Trimmomatic [11], сборка осуществлялась de novo 
программой-сборщиком SPAdes (v. 3.11.1) [12]. на со-
бранных контигах с помощью программы blastn 2.5.0 
(нуклеотидный BLAST – Basic local alignment search 
tool) [13] осуществлен поиск генов, фланкирующих 
O-LPS-кластеры. присутствие определенных генов 
в каждом из кластеров также проверяли с помо-
щью алгоритма blastn 2.5.0. аннотирование входя-
щих в кластеры генов проводили c использованием 
программы GeneMarkS [14]. поиск гомологичных 
участков проводили с использованием программы 
nucmer из пакета программ MUMmer4 (версия 4.0.0) 
c параметрами “--maxmatch --mincluster=100” [15].  
координатные файлы, полученные nucmer, визуа-
лизировали с помощью circus (версия 0.69-8) [16]. 
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визуализация O-LPS-кластеров выполнена в про-
грамме SnapGene Viewer [17].

результаты и обсуждение

при сравнении ответственных за синтез 
O-антигена участков с wbe-кластером типового 
штамма V. cholerae N16961 серотипа инаба обнару-
жено, что изучаемые последовательности не иден-
тичны между собой и значительно отличаются от 
wbe-кластера V. cholerae N16961. по количеству ге-
нов, входящих в отвечающий за биосинтез лпс уча-
сток, штаммы разделились на три группы (рис. 1). 

в первую группу вошли два из шести штам-
мов, обладавшие O-LPS-кластером, размер которого 
не превышал 18,6 т.п.н., а в его составе с помощью 
программы GeneMarkS определено 15 генов (вклю-
чая гены, фланкирующие весь фрагмент и одинако-
вые для всех V. cholerae). во вторую группу вошли 
три штамма, содержавшие O-LPS-кластер размером 
около 23,8 т.п.н., с 21 геном в нем (включая флан-
кирующие). третью группу образовал один штамм 
V. cholerae, обладавший протяженным O-LPS-
кластером размером свыше 48 т.п.н. с 47 генами. 
взятый для сравнения штамм V. cholerae N16961 нес 
в составе первой хромосомы O-LPS-кластер разме-
ром более 24 т.п.н. с 20 генами, включая фланкирую-
щие. для V. cholerae MO45 O139 размер этого участ-
ка соответствует 38,7 т.п.н. 

представляло интерес выявление последова-
тельностей, общих для липополисахаридных кла-
стеров V. cholerae R-вариантов, но отсутствующих 
у V. cholerae O1, а также у штаммов других серо-
групп. обнаружено, что во всех трех типах класте-
ров присутствует участок размером 2,4 т.п.н., на 
котором расположены два гена, кодирующие галак-
тозилтрансферазу и предполагаемую эпимеразу/де-
гидратазу. у V. cholerae O1 N16961 данные гены от-
сутствовали. на рис. 2 схематично показаны O-LPS-
кластеры R-вариантов, а также представителей о1 и 
о139-серогрупп. на схеме ярко-зеленым цветом вы-
делены области, где расположены гомологичные для 
представленных кластеров гены, кодирующие галак-
тозилтрансферазу и предполагаемую эпимеразу/де-
гидратазу. чтобы определить, является ли рассмат-
риваемый участок уникальным для о-LPS-кластера 
R-вариантов, нами осуществлен поиск данных генов 
у штаммов V. cholerae, геномы которых представле-
ны в базе данных NCBI. в результате установлено, 
что гены галактозилтрансферазы и предполагае-
мой эпимеразы/дегидратазы присутствуют у штам-
мов V. cholerae различных серогрупп, в том числе у 
V. cholerae о139, при этом они могут располагаться 
как рядом друг с другом, так и на расстоянии. но в 
любом случае данные гены не обнаруживаются у хо-
лерных вибрионов о1. таким образом, определено, 
что гены галактозилтрансферазы и предполагаемой 
эпимеразы/дегидратазы не являются особенностью 

рис. 1. строение O-LPS-кластеров:
1 – O-LPS-кластер размером около 18,6 т.п.н. 
обнаружен у V. cholerae 15865 (казахстан, 
1991), 18298 (приморский край, 2000); 2 – 
O-LPS-кластер размером около 23,8 т.п.н. 
обнаружен у V. cholerae 16290 (забайкальский 
край, 1993), 13910 (казахстан, 1988), 18237 
(рязанская область, 1998); 3 – O-LPS-кластер 
размером около 48,4 т.п.н. обнаружен у 
V. cholerae 19336 (республика калмыкия, 
2012); 4 – O-LPS-кластер размером около 
24 т.п.н. V. cholerae O1 N16961; 5 – O-LPS-
кластер размером около 38,7 т.п.н. V. cholerae 
O139 мо45

Fig. 1. Structure of O-LPS clusters:
1 – O-LPS cluster the size of approximate-
ly18.6 kb, detected in V. cholerae 15865 
(Kazakhstan, 1991), 18298 (Primorsk Territory, 
2000); 2 – O-LPS cluster the size of 23.8 kb, 
detected in V. cholerae 16290 (Trans-Baikal 
Territory, 1993), 13910 (Kazakhstan, 1988), 
18237 (Ryazan Region, 1998); 3 – O-LPS cluster 
the size of 48.4 kb, detected in V. cholerae 19336 
(Republic of Kalmykia, 2012); 4 – O-LPS cluster 
the size of approximately 24 kb, V. cholerae O1 
N16961; 5 – O-LPS cluster the size of 38,7 kb in 
V. cholerae O139 мо45
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R-вариантов, но при этом, по-видимому, являются 
типичными для представителей различных (но не 
всех) серогрупп.

у двух кластеров (второго и третьего типов) об-
наружен протяженный гомологичный участок разме-
ром более 16 т.п.н. на рис. 2 показано расположение 
этого участка. однако в кластере первого типа участ-
ков, гомологичных данному локусу, не обнаружено. 

для установления общих черт в строении ис-
следуемых кластеров, а также их возможного про-
исхождения, реализована задача найти последова-
тельности, общие для о1-серогруппы и для рассмат-
риваемых в данном исследовании O-LPS-кластеров 
R-вариантов. в результате у V. cholerae O1 и у двух 
кластеров из трех обнаружен участок размером 1,3 kb 
с 94–96 % идентичности, включающий последова-
тельность IS 1358 (предположительно IS-элемент), 
и небольшие участки до и после него размером 
около 100–130 п.н. на рис. 2 показана локализация 
IS 1358 у четырех кластеров из пяти. данный ген 
присутствовал на самой большой последовательно-
сти из трех (48,4 т.п.н.), а также на самой маленькой 
(18,5 т.п.н.). у штаммов холерных вибрионов 16290 
и 13910, обладавших вторым типом O-LPS-кластера 
(23,8 т.п.н.), IS 1358 не выявлен. другие названия 
гена IS 1358, которые можно встретить в базах дан-
ных и литературе: rfbQRS или tnpA.

в соответствии с литературными данными, 
IS 1358 присутствует в хромосомах штаммов различ-
ных серогрупп, в частности обнаружен у V. cholerae 

о1, о2, о22, о139, о155. при этом у серогрупп о15, 
о39, о141 этот ген, напротив, отсутствует. кроме 
того, он может встречаться в геноме как в одной, 
так и в нескольких копиях [18]. ген, кодирующий 
IS 1358, обнаружен нами также и в кластере O-LPS 
V. cholerae O139, что продемонстрировано на рис. 2 
и также соответствует литературным данным [18]. 
ген wbeT, являющийся маркерным при определении 
принадлежности штаммов к о1-серогруппе методом 
пцр с использованием набора реагентов для выяв-
ления днк V. cholerae «амплисенс Vibrio cholerae
FL», находится внутри O-LPS-кластера штаммов, 
относящихся к о1-серогруппе. у шести взятых в ис-
следование R-вариантов данный ген не обнаружен.

таким образом, O-LPS-кластеры штаммов 
V. cholerae R-вариантов демонстрируют значитель-
ные различия в своем строении и составе. у них не 
удалось обнаружить участков днк, свойственных 
только этой группе штаммов. пара генов, присут-
ствующих у всех взятых в исследование R-вариантов, 
обнаружена также у V. cholerae O139, а значит, не 
является уникальной. по всей видимости, изучае-
мые штаммы в прошлом являлись представителями 
разных серогрупп, одним из которых, в частности, 
свойственно наличие гена IS 1358, а другим нет. 
вероятно, эти штаммы утратили способность к пол-
ноценному синтезу о-антигена и в настоящее время 
агглютинируются только RO-сывороткой, так как, 
согласно данным литературы, такой способностью 
обладают клетки, на поверхности которых присут-
ствует только коровая часть лпс [7]. поскольку мар-
керный ген wbeT, используемый в качестве мишени 
для установления серогруппы, также отсутствовал 
на кластерах V. cholerae R-вариантов, это дополни-
тельно свидетельствует о принадлежности данных 
штаммов к серогруппам нео1/нео139. 

принимая во внимание факт, что в составе клас-
теров O-LPS у V. cholerae O1 и рассматриваемых 
в данной работе штаммов либо вообще отсутству-
ют общие последовательности, либо присутствует 
только один общий ген, можно сделать вывод, что 
изучаемые штаммы не могут быть отнесены к пред-
ставителям о1-серогруппы, поскольку кластеры, от-
ветственные за продукцию о-антигена, дающего тот 
или иной тип агглютинации с диагностическими хо-
лерными сыворотками, полностью отличаются от та-
кового у V. cholerae о1, за исключением одного гена, 
являющегося IS-элементом. в то же время нельзя ис-
ключать возможность происхождения других, не рас-
сматриваемых в данном исследовании R-вариантов 
от представителей о1-серогруппы, поскольку дефек-
ты в синтезе полноценного о-антигена, предположи-
тельно, могут быть свойственны любым штаммам. 
по-видимому, утратить способность к образованию 
полноценного лпс и стать R-вариантом могут штам-
мы любой серогруппы, в том числе и о1. 

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

рис. 2. схематичное расположение генов, общих для о1/о139,  
а также V. cholerae R-вариантов O-LPS-кластеров:
показаны гомологичные участки трех типов O-LPS-кластеров 
R-вариантов. соединительные линии красного цвета обозначают гомо-
логичный фрагмент, включающий в себя ген, кодирующий IS 1358, и 
небольшие участки до и после этого гена размером около 100–130 п.н. 
ярко-зеленым цветом обозначены гомологичные области, содержащие 
гены галактозилтрансферазы и предполагаемой эпимеразы/дегидратазы. 
лентой светло-зеленого цвета показана область более 16 т.п.н., включаю-
щая идентичные наборы генов у второго и третьего типов кластеров

Fig. 2. Schematic arrangement of genes common to V. cholerae O1/
O139, as well as O-LPS clusters of V. cholerae rough variants:
Homologous sites of three types of O-LPS clusters in rough variants of 
V. cholerae are depicted. Connecting lines of red color indicate a homologous 
fragment including the gene encoding IS 1358 and small areas about 100–
130 bp before and after this gene. Bright green line indicates homologous 
regions containing the genes of galactosyltransferase and putative epimerase/
dehydratase. A light green stripe shows an area covering more than 16 kb, 
comprising identical sets of genes in the second and third types of clusters



122

Проблемы особо опасных инфекций. 2023; 3      ОРигинальнЫе статьи
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ствии дополнительного финансирования при прове-
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