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Проведен анализ структуры комплекса генов «домашнего хозяйства» нетоксигенных штаммов Vibrio chol-
erae. Исследовано 20 изолятов, которые дифференцировались на девять сиквенс-типов, пять из которых – 
уникальных. Установлена кластеризация по принадлежности к серогруппе: в одну группу вошли все штаммы 
RO варианта холерного вибриона и один О139 серогруппы, в другую – все штаммы О1 серогруппы. В ряде случаев 
установлена связь сиквенс-типа с местом и временем выделения штаммов, однако объединение штаммов 
в наиболее распространенный сиквенс-тип, не зависело от пространственно-временных характеристик.
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There were atoxigenic Vibrio cholerae strains housekeeping genes analyzed. There were studied 20 isolates, in which 
nine sequence types have determined and five of which have described as unique. There were clusters formed as belong-
ing to serogroup: first cluster includes RO-variant strains and one O139 serogroup strain of V. cholerae, second – all O1 
serogroup V. cholerae strains. There are sequence types associated with place and time isolation strains in some cases, 
although differentiation of the strains, which are formed the dominant sequence type strains group have no spatial 
and temporal characteristics associated.
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введенИе

Холера – особо опасное инфекционное заболевание, 
склонное к пандемическому распространению [4]. По 
данным ВОЗ ежегодно холерой заболевают от трех 
до пяти миллионов человек, с более чем 2 % (до 
120 тыс.) летальных исходов [11]. За всю историю 
человечества известно о семи пандемиях, инфекци-
онным агентом которых являлся холерный вибрион. 
Первые шесть пандемий, как принято считать, были 
обусловлены классическим биоваром V. cholerae, а 
последняя – биоваром эльтор холерного вибриона 
[2, 5]. Нехарактерная продолжительность во времени 
седьмой пандемии относительно предшествующих, 
географическая распространенность, способность 
возбудителя персистировать в определенных 
экологических нишах и существование его 
авирулентных вариантов определяет необходимость 
углубленного исследования особенностей Vibrio 
cholerae. 

Эпидемиологические наблюдения за холерой, 
с точки зрения молекулярной эпидемиологии, 
были ограничены до начала 70-х годов в связи с 
отсутствием информативных методов типирования. 
Однако, последние десятилетия, характеризую-
щиеся развитием ДНК-технологий, включающих 
методы типирования при помощи секвенирования, 
о т к р ы л и  н о в ы е  в о з м о ж н о с т и  в  и з у ч е н и и 
микроорганизмов [1, 3, 9, 12]. Один из таких 
методов – мультилокусное сиквенс-типирование 

(MLST), впервые разработанный и описанный в 
1998 г. M.C. J. Maiden et al. для исследования Neisseria 
meningitidis [7]. Данный метод, заключающийся в ана-
лизе нуклеотидных последовательностей несколь-
ких «housekeeping» генов, ставший «преемником» 
мультилокусного энзим-электрофореза, был обо-
значен в работе M.V. Larsen как «золотой стандарт» 
в типировании многих видов микроорганизмов [6]. 
На этапах становления применения MLST в изучении 
V. cholerae использовались различные схемы, в том 
числе вариант, включающий определение структуры 
четырех генов «домашнего хозяйства» (mdh, hlyA, 
recA, dnaE) [3]. В настоящее время представлены 
более развернутые схемы MLST, но стандартной по-
прежнему не существует [8, 10]. 

Цель работы: анализ структуры комплекса генов 
«домашнего хозяйства» нетоксигенных штаммов V. 
cholerae, изолированных на территории Сибири и 
Дальнего Востока.

матерИал И методы

В работе исследовано 20 нетоксигенных штаммов V. 
cholerae, изолированных в Сибири и на Дальнем Востоке 
в период эпидемиологического благополучия в разные 
годы седьмой пандемии, как из объектов окружающей 
среды – 19, так и из клинического материала – 1. 
Исследованные штаммы типичны по культурально-
морфологическим и биохимическим свойствам, 15 из 
них характеризуются принадлежностью к V. cholerae 
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О1 серогруппе, 1 – к V. cholerae О139 серогруппе и 4 
штамма – к V. cholerae RO варианту.

ДНК выделяли раствором додецилсульфата натрия 
с дальнейшей депротеинизацией смесью хлороформ – 
изоамиловый спирт и осаждением этиловым спиртом. 
Концентрация ДНК определялась на спектрофотометре 
NanoVue Plus (GE Health Care, США).

Д л я  м у л ь т и л о к у с н о г о  с е к в е н и р о в а н и я 
использована схема Garg Р. с соавт., включающая 
определение нуклеотидной последовательности 
генов «домашнего хозяйства»: dnaE, lap, recA, pgm, 
gyrВ, cat, chi, gmd, rstA [8]. 

Д л я  а м п л и ф и к а ц и и  у к а з а н н ы х  г е н о в 
использовалось две программы: 1 – для генов dnaE, 
lap, pgm, cat, rstA; 2 – для генов recA, chi, gmd, gyr.

Программа 1:
Стартовая денатурация 95 °С – 5 мин
Денатурация 94 °С – 30 с
Отжиг праймеров 60°С – 30 с 25 циклов 
Элонгация 72 °С – 30 с 
Заключительная элонгация 72 °С – 5 мин. 
Программа 2: отличалась от первой температурой 

отжига праймеров, которая составила 58 °С.
Ампликоны перед сиквенсной реакцией 

обрабатывались щелочной фосфатазой (1 Ед) и 
экзонуклеазой I (10 Ед) «Fermentas» (Литва). 

С е к в е н и р о в а н и е  а н а л и з и р у е м ы х  г е н о в 
осуществлялось с использованием набора ABI Prism 
BigDye v.1.1 Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
Kit («Applied Biosystems», США) на ДНК-анализаторе ABI 
Prism 3130 Genetic Analyzer («Applied Biosystems», США).

Полученные нуклеотидные последовательности 
анализировались в программе VectorNTI v. 10.0 
(Invitrogen Corp., USA). Для статистического анализа 
фрагментов генов применялась программа DNASe-
quencePolymorphism v. 5.10.01 (Universitat de Barce-
lona, Spain) и Bionumerix 6.0 (Applied Maths, Бельгия).

результаты И обсужденИе

При проведении кластерного анализа по структуре 
гена dnaE выявлено пять аллелей. Уникальным 
генотипом обладают штаммы V. cholerae И-1353 (выделен 
в Приморском крае в 2000 году) и V. cholerae RO 4-06 
(изолирован в Иркутской области в 2006 г.). Количество 
полиморфных сайтов в структуре анализируемого 
участка – 19 с 20 мутациями. Анализ мутаций показал, что 
18 относится к синонимичным, 2 – к несинонимичным. 
Индекс полиморфизма составил 0,58. 

По структуре гена lap исследуемые штаммы 
распределились на восемь генотипов. У одного 
штамма (V. cholerae 4-06) отсутствовал ген, у трех – 
уникальные аллели (V. cholerae И-1353, V. cholerae 
И-16, V. cholerae И-1421). Обособленным генотипом 
характеризовались изоляты из Приморского края, 
образовавшие два генотипа, к одному относятся 
выделенные в 2000 г., а к другому – в 2006 г. Количество 
полиморфных сайтов совпадает с количеством замен 
и составляет 18 (17 синонимичных и 1 несинонимич-
ная). Индекс полиморфизма составил 0,81. 

При кластерном анализе данных секвенирования 
гена gyrB выявлено семь генотипов, пять из которых 
уникальны (штаммы V. cholerae И-1353, V. cholerae 

И-16, V. cholerae И-1421, V. cholerae 4-06, V. cholerae 
99-06-В). Количество синонимичных замен 24, в 23 
полиморфных сайтах. Индекс полиморфизма – 0,58.

По структуре гена chi выявлено шесть генотипов, 
в числе которых четыре уникальных – штаммы V. 
cholerae И-1353, V. cholerae И-16, V. cholerae И-1421, 
V. cholerae 4-06. Количество полиморфных сайтов 38 
с 39 мутациями, из которых 33 синонимичные и 6 
несинонимичные. Индекс полиморфизма 0,51.

Единственным наиболее консервативным в ряду 
исследуемых генов оказался ген gmd. В один генотип 
вошли 14 штаммов, принадлежащие к О1 серогруппе, 
штамм V. cholerae И-1421 отличается лишь одним 
нуклеотидом от указанных выше. У штаммов RO 
отсутствовал данный ген. Уникальный генотип 
выявлен у V. cholerae O139 серогруппы И-16, который 
характеризуется наличием 135 полиморфных сай-
тов. Полиморфизм данного гена подтвердился при 
сопоставлении нуклеотидных последовательностей 
в международной базе данных Genbank. Сход-
ство составило 100 % и 99 % с депонированными 
фрагментами штаммов, той же серогруппы, под 
регистрационными номерами AS238 и SG20 соот-
ветственно. Индекс полиморфизма – 0,24.

Особое внимание стоит уделить аллельной 
вариабельности генов pgm, recA, cat, lap поскольку для 
них характерен наибольший индекс полиморфизма 
в данной выборке 0,84; 0,7; 0,7; 0,81 соответственно. 
Сопоставление результатов кластерного анализа по 
структуре генов recA и cat показало идентичность 
распределения штаммов по генотипам для того 
и другого локуса. По указанным генам штаммы 
дифференцируются на восемь генотипов, с одним 
доминирующим, включающим 11 изолятов. 

Ген rstA, входящий в состав мобильных генетиче-
ских элементов, ассоциированных с патогенностью 
холерного вибриона (профаги CTX и RS1), по резуль-
татам ПЦР отсутствует в геноме всех исследованных 
штаммов, что стало основанием для исключения его 
из схемы типирования. 

Анализ комплекса семи «housekeeping» генов 
показал, что исследуемые штаммы дифференцируются 
на девять сиквенс-типов. При этом прослеживаются 
те же закономерности кластеризации штаммов, что 
и по отдельным локусам. Так, уникальным сиквенс-
типом обладают пять штаммов V. cholerae (4-06, И-16, 
И-1353, И-1421, 99-06-В). Кроме того, отдельные 
сиквенс-типы образуют два штамма, выделенные из 
поверхностных водоемов Приморского края в 2000 г. 
(V. cholerae И-1354, V. cholerae И-1357), два штамма 
из того же региона 2006 г. (150-06-В, 151-06-В) и два 
изолята, выделенные в г. Иркутске в 2010 г. (V. choler-
ae И-1447, V. cholerae И-1452). Индекс Хантера-Гастона 
в целом по выборке составил 0,79 (рис. 1).

заключенИе

В результате мультилокусного сиквенс-
типирования нетоксигенных штаммов V. cholerae, 
изолированных из поверхностных водоемов на 
фоне эпидемиологического благополучия в разные 
периоды седьмой пандемии установлен полиморфизм 
структуры их «housekeeping» генов (табл. 1). 
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При этом кластеризация прослеживается по 
принадлежности штаммов к серогруппе. В один 
кластер вошли все штаммы V. cholerae RO варианта 
и один О139 серогруппы, в другой – все штаммы 
О1 серогруппы. В ряде случаев установлена связь 
сиквенс-типа штамма с местом и временем его 
выделения, вместе с тем, объединение штаммов, в 
наиболее рапространенный сиквенс-тип не зависело 
от пространственно-временных характеристик. 
Следует выделить четыре локуса (pgm, recA, cat, 
lap), по которым распределение генотипов штаммов 
отличалось от данных комплексного анализа, лишь 
на 1–2 аллельных профиля, а в случае гена pgm – 
совпадало с сиквенс-типами, определенными по 
совокупности генов. Поскольку единая схема MLST 
для V. cholerae до настоящего времени не определена, 
в перспективе возможно применение сокращенного 
варианта, используемой в данной работе схемы, 
включающую изучение структуры генов: dnaE, lap, 
recA, pgm, gyrВ, cat, chi, gmd, rstA.
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