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Резюме. Введение. Высокая вариабельность генома возбудителя седьмой пандемии холеры V. cholerae Эль Тор 

привела к возникновению различных генетических вариантов, имеющих разный набор измененных генов, 

кодирующих факторы патогенности и резистентность к антибиотикам. Цель работы — анализ динами-

ки изменения генов патогенности, эпидемичности и лекарственной устойчивости токсигенных штаммов 

V. cholerae Эль Тор из России и эндемичных по холере регионов, выделенных в период трех волн текущей 

пандемии, и их филогенетический анализ. Материалы и методы. Использовали нуклеотидные последова-

тельности полных геномов 155 токсигенных штаммов V. cholerae Эль Тор, полученных нами (42 штаммов) 

и взятых из NCBI GenBank (113 изолятов). Секвенирование ДНК проводили на платформе «Ion PGM» 

Филогенетические связи штаммов определяли на основе байесовского анализа коровых SNP, полученных 

с помощью программного пакета Snippy 4.6. Резистентность к антибиотикам оценивали диско-диффузион-

ным методом. Результаты. На основании SNP-анализа установлено деление исследуемых штаммов (1970–

2023 гг.) на 3 кластера. Показана четкая корреляция между генотипом штаммов каждого кластера и временным 

периодом их выделения. Обособление генетически измененных штаммов из кластеров II и III, выделенных 

в период второй и третьей волн пандемии, от типичных штаммов из кластера I, было связано с приобретени-

ем ими новых участков ДНК (гена ctxB1 и разных типов ICE), а также мутациями в генах патогенности и ле-

карственной устойчивости. Вследствие разного сочетания мутаций штаммы кластера III были генетически 

неоднородны. Cравнение геномов изучаемых штаммов показало, что их разнообразие значительно возросло 

в период третьей волны пандемии, что привело к появлению новых геновариантов с повышенным патоген-

ным и эпидемическим потенциалом. Показано, что резистентность к антибиотикам штаммов как из энде-

мичных регионов, так и из России за последние 30 лет (1993–2023 гг.) претерпела существенные изменения 

за счет различных мутаций. При этом меняющаяся лекарственная устойчивость вариантов четко коррели-

ровала с возникновением в их геноме мутаций в различных генах патогенности. Заключение. Показано, что 

на протяжении двух последних десятилетий происходило довольно быстрое изменение генома возбудителя, 

следствием которого явилось возникновение различных геновариантов. Установлена смена вариантов воз-

будителя в России. Особую обеспокоенность вызывают штаммы, сочетающие генетические маркеры гипер-
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вирулентности и множественной лекарственной устойчивости. Вариабельность генома штаммов из России 

указывает на необходимость проведения постоянного геномного надзора за ними с целью получения дан-

ных об изменении их эпидемически важных свойств для своевременного создания новых средств диагно-

стики и профилактики.

Ключевые слова: V. cholerae, вариабельность генома, патогенность, лекарственная устойчивость, филогения, геномный 

надзор.

GENOMIC DIVERSITY OF TOXIGENIC VIBRIO CHOLERAE O1 BIOVAR EL TOR STRAINS ISOLATED 

DURING THREE WAVES OF THE 7TH CHOLERA PANDEMIC

Smirnova N.I., Rybal’chenko D.A., Lozovsky Yu.V., Krasnov Ya.M., Shchelkanova E.Yu., Fedorov A.V., 

Kutyrev V.V.

Russian Anti-Plague Institute “Microbe” of Rospotrebnadzor, Saratov, Russian Federation

Abstract. Introduction. High genome variability of the 7th cholera pandemic agent, V. cholerae El Tor, led to emergence 

of genovariants with distinct set of altered genes. The aim of the work was to analyze the dynamics of changes 

in pathogenicity, epidemicity as well as drug resistance and phylogeny in toxigenic strains of V. cholerae El Tor isolated 

in Russia and endemic regions during three waves of ongoing pandemic. Materials and methods. We used whole-genome 

nucleotide sequences of 155 strains, obtained by us (42) and taken from the NCBI Genbank (113). DNA sequencing was 

performed on Ion PGM platform. Phylogenetic relations were determined based on the Bayesian analysis of core SNPs 

obtained using Snippy 4.6 software package. Antibiotic resistance was assessed applying disk diffusion test. Results. SNP 

data revealed that the studied strains (1970–2023) might be divided into three clusters. A clear correlation between 

each-cluster strain genotype and relevant isolation timing was observed. Separation of genetically altered cluster II 

and III strains isolated during the 2nd and 3rd waves of the pandemic from typical cluster I strains is associated with 

acquisition of new DNA regions and mutations in pathogenicity and drug resistance genes. Due to different combination 

of mutations, cluster III strains are genetically heterogeneous. Genome comparison showed that this diversity increased 

dramatically during the 3rd wave, which led to emergence of new genovariants with higher pathogenic and epidemic 

potential. It is demonstrated that antibiotic resistance in strains both from endemic regions and Russia over the past 

30 years (1993–2023) has undergone significant changes. Thereat, the changing drug resistance clearly correlated with 

the occurrence of mutations in various pathogenicity genes. Conclusion. It is shown that over the past two decades 

the agent genome underwent a rather rapid change resulting in emergence of various genovariants. A change in the 

pathogen variants in Russia has been established. Strains combining genetic markers of hyper-virulence and multiple 

drug resistance are of particular concern. Genome variability of the strains identified in points at a need for constant 

genomic surveillance to obtain data on altering epidemically important properties for timely generation of new 

diagnostic and preventive means.

Key words: V. cholerae, genome variability, pathogenicity, drug resistance, phylogeny, genomic surveillance.

Введение

На протяжении более 60 лет мы являемся сви-

детелями развития седьмой пандемии холеры, 

начавшейся в 1961 г. на Индийском субконти-

ненте, откуда происходило ее распространение 

по всему миру тремя независимыми, но перекры-

вающимися волнами [1, 19]. Продолжающиеся 

в настоящее время эпидемии и вспышки хо-

леры в эндемичных странах Юго-Восточной 

Азии, Африки, Южной Америки создают реаль-

ные риски ее завоза в другие регионы, включая 

Россию, территория которой является неэнде-

мичной. Все зарегистрированные эпидемиче-

ские вспышки или спорадические случаи холе-

ры в России всегда имели заносной характер [4, 

6]. Возбудителем текущей пандемии являются 

токсигенные штаммы Vibrio cholerae серогруппы 

O1 биовара Эль Тор, относящиеся к типичным 

и генетически измененным или геновариантам. 

Патогенность типичных штаммов, вызвавших 

первую волну пандемии (1961–1990 гг.), обуслов-

лена присутствием в геноме профага CTXφElTor 

с опероном ctxAB3, кодирующим холерный ток-

син (или CT), и острова патогенности VPI-1 с ге-

нами tcpAElTor-F, определяющими продукцию 

токсин-корегулируемых пилей (или TCP) — ос-

новного фактора колонизации кишечника чело-

века [21, 23]. Пандемический (эпидемический) 

потенциал связан с островом пандемичности 

VSP-II, продукты генов которого обеспечивают 

высокий уровень адаптации возбудителя к ме-

няющимся условиям окружающей среды [15].

Однако в дальнейшем геном возбудителя 

в процессе эволюции претерпел большие из-

менения, что привело к появлению различных 

геновариантов, отличающихся от типичных 

штаммов генетическими и фенотипическими 

свойствами. Впервые возникшие генетические 

варианты (1991–1994 гг.) вызвали вторую вол-
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ну пандемии, вытеснив типичные штаммы [19, 

20]. Ключевым событием в их формировании 

стало приобретение возбудителем холеры Эль 

Тор горизонтально перенесенных генов ctxAB1 

из профага CTXφClass холерных вибрионов клас-

сического биовара — возбудителя предыду-

щих шести пандемий азиатской холеры [20]. 

Второе важное событие — появление в геноме 

патогена интегративного конъюгативного эле-

мента (или ICE) SXT c генами резистентности 

к различным антибиотикам [10, 25]. Из 30 из-

вестных его типов наиболее распространен-

ными были ICEVchInd5(floR, strAB, sul2, dfrA1) 

и ICEVchBan9(floR, strAB, sul2, tetAR, dfrA1). 

Основное различие между ними — разный на-

бор генов резистентности к антибиотикам [2, 7, 

16, 25]. Приобретение новой генетической ин-

формации привело к повышению вирулентно-

сти и антимикробной устойчивости патогена, 

а также получению вариантами селективного 

преимущества относительно типичных штам-

мов, что обусловило вытеснение последних 

практически во всех эндемичных регионах [12, 

28]. Тем не менее примерно через 10 лет в пери-

од третьей волны пандемии произошла замена 

этих вариантов новыми [19].

Характерной особенностью генома штаммов 

из третьей волны пандемии стали точечные му-

тации в ключевых и дополнительных генах пато-

генности и лекарственной устойчивости, а так-

же внутригеномная перестройка острова пан-

демичности VSP-II. Однонуклеотидные замены 

в генах ctxB1 и tcpA из профага CTXφ и острова 

патогенности VPI-1 привели к появлению их 

новых аллелей ctxB7 и tcpACIRS101 соответственно 

и продукции измененных факторов патогенно-

сти [22, 26]. Результатом мутации в гене rtxA, ко-

дирующем многофункциональный цитотоксин 

MARTX, стало появление его аллеля rtxA4 c по-

терей функции этого гена [14]. К тому же за счет 

протяженной делеции около 30 генов в VSP-II 

произошла утрата генетического материала 

и образование VSP-IIΔ(vc0495 — vc0512) [27]. 

Кроме того, возникли мутации, которые по-

влекли изменение резистентности к антибио-

тикам — возникновение устойчивости к нали-

диксовой кислоте за счет мутаций в генах gyrA 

(G248T) и parC (C254T) [17] и чувствительности 

к полимиксину B в результате однонуклеотид-

ной замены в гене carR (G265A) [24]. Следствием 

указанных событий стало формирование высо-

копатогенных новых геновариантов с уникаль-

ным набором факторов вирулентности, анти-

микробной резистентности и высоким уровнем 

адаптации к стрессовым воздействиям окру-

жающей среды, что привело к их глобальному 

распространению [11, 19, 22] и росту заболевае-

мости холерой в мире c увеличенным числом 

случаев тяжелого течения [13].

Первые эпидемические проявления хо-

леры в Российской Федерации (РФ) нача-

лись в 1970 г. в период первой волны панде-

мии и были связаны с завозом возбудителя 

в Астраханскую область из Ирана и дальней-

шим распространением инфекции в других на-

селенных пунктах Поволжья [3]. Кроме того, 

небольшие вспышки и единичные случаи хо-

леры регистрировались и в других регионах РФ 

(Украина, Азербайджан, Грузия, Башкирия, 

Ставрополь) [1, 5]. Исследование ряда клини-

ческих изолятов показало, что они относились 

к типичным штаммам, содержащим в составе 

оперона ctxAB аллель ctxB3. Однако в дальней-

шем во время двух других волн пандемии все 

известные случаи холеры в РФ были связаны 

с другими вариантами [4, 6, 18].

Впервые генетически измененные штаммы 

с ctxB1 были завезены в различные регионы РФ 

в 1993–2001 гг., став причиной эпидемических 

вспышек, либо спорадических случаев холеры 

в разных регионах страны [9, 10, 18]. Однако 

вскоре, начиная с 2004 г., на территорию России 

были завезены другие варианты возбудителя 

c дополнительными мутациями в эпидемиче-

ски важных генах. Мутациями были затронуты 

гены патогенности (ctxB1, tcpAElTor, rtxA1) и ле-

карственной устойчивости [4, 11, 18]. При этом 

различные штаммы вариантов имели разный 

набор мутантных генов, что определяло их не-

одинаковый патогенный и эпидемический 

потенциалы.

Высокая скорость эволюции и адаптации 

возбудителя холеры к внешней среде будет 

и в дальнейшем приводить к формированию 

новых вариантов и их заносу в РФ. Это обстоя-

тельство указывает на необходимость проведе-

ния геномного надзора за патогеном c целью мо-

ниторинга генетических изменений штаммов, 

как занесенных в Россию, так и циркулирую-

щих в эндемичных регионах, для своевремен-

ного создания адекватных средств диагностики 

и профилактики холеры. Несмотря на боль-

шой интерес многих исследователей к генети-

ческому анализу различных вариантов возбу-

дителя [2, 4, 8, 9, 11, 18], получение системных 

данных об изменении эпидемически важных 

свойств штаммов V. choleraе Эль Тор за послед-

ние 50 лет (1970–2023 гг.) остается актуальной 

задачей, решение которой позволит повысить 

оперативность и качество общей системы эпи-

демиологического надзора.

Цель работы — анализ динамики изменения 

генов патогенности, эпидемичности и лекар-

ственной устойчивости токсигенных штаммов 

V. choleraе Эль Тор из Российской Федерации 

и эндемичных регионов, выделенных в период 

трех волн текущей пандемии, и их филогенети-

ческий анализ.
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Материалы и методы

Использовали нуклеотидные последова-

тельности полных геномов 155 токсигенных 

штаммов V. cholerae О1 биовара Эль Тор, вы-

деленных в разные периоды текущей панде-

мии в России и эндемичных регионах (табл. 1). 

Нуклеотидные последовательности штаммов 

были получены нами (42 штамма) или взяты 

из NCBI GenBank (113 штаммов).

Бактерии культивировали в бульоне и агаре 

LB при 37°С. Чувствительность к антибактери-

альным препаратам определяли диско-диффу-

зионным методом с использованием препара-

тов полимиксина B (300 мкг) и налидиксовой 

кислоты (30 мкг) фирмы «HiMedia Laboratories 

Pvt. Limited» (Индия).

Секвенирование проводили на платформе 

«Ion PGM» (Ion Torrent, США). Подготовку ге-

номной ДНК выполняли согласно протоколу 

производителя из обработанной мертиолятом 

натрия бактериальной суспензии с использо-

вание коммерческого набора «Axy Prep Bacterial 

Genomic DNA Miniprep Kit». Подготовку ДНК 

библиотек проводили по стандартному прото-

колу в соответствии с рекомендациями произ-

водителя. Для сборки геномов применяли про-

граммное обеспечение Ion Torrent Suite Software 

v. 5.4 и Newbler GS Assembler v. 2.6. Средняя глу-

бина прочтений секвенированных штаммов со-

ставила 50.

Анализ полногеномных последовательно-

стей исследуемых штаммов проводили относи-

тельно последовательности генома референс-

ного штамма V. cholerae N16961 с помощью про-

граммы UGEN v.45.1.

Для обнаружения SNP и построения филоге-

нетического дерева использовали Байесовский 

филогенетический анализ с применением 

программы MrBayes v.3.2.7a. на основе SNP-

матрицы, полученной с помощью программы 

Snippy 4.6.0. Визуализацию полученных резуль-

татов осуществляли в программе iTOL v.6.

Результаты

Филогенетический анализ токсигенных 

штаммов V. cholerae Эль Тор из России и энде-

мичных регионов, выделенных в разные временные 

периоды седьмой пандемии. Для выяснения гене-

тических связей различных штаммов из России 

с другими штаммами возбудителя, изолирован-

ными в разные годы на различных эндемичных 

территориях (табл.), мы провели их филогене-

тический анализ. На рис. 1 изображено филоге-

нетическое дерево, построенное на основании 

анализа 1950 коровых SNPs полногеномных 

последовательностей 119 штаммов, из которых 

47 было занесено на территорию Российской 

Федерации. Установлено четкое деление взятых 

штаммов на три основных кластера. Типичные 

штаммы, выделенные в период первой волны 

пандемии (1970–1991 гг.), образовали отдельный 

кластер I, включающий 23 штамма из России 

(12 изолятов) и эндемичных регионов Азии 

(Индия, Бангладеш) и Африки (Мозамбик, 

Гвинея). Все штаммы, независимо от места 

и времени выделения, имели одинаковый ге-

нотип — ctxB3tcpAEltorrtxA1VSP-II, идентичный 

таковому референсного штамма N16961, были 

чувствительны к налидиксовой кислоте (NalS), 

резистентны к полимиксину B (PolR) и не со-

держали в геноме ICE. Кластер II (22 изоля-

та) включал штаммы из России (19 изолятов), 

изолированных во вторую волну пандемии 

(1993–2001 гг.), а также три штамма из эндемич-

ных стран, на территории которых в это вре-

мя были зарегистрированы вспышки холеры 

(рис. 1). Обособление этих штаммов от изоля-

тов из клас тера I четко коррелировало с приоб-

ретением ими новых участков ДНК — гена ctxB1 

(в составе профага CTXφ) от холерных класси-

ческих вибрионов и разных типов мобильного 

элемента ICE от неизвестных доноров. В ре-

зультате эти первые варианты возбудителя име-

ли генотип ctxB1tcpAEltorrtxA1VSP-II ICE, отлич-

ный от такового референсного штамма N16961. 

Различия между штаммами из кластеров I, II 

и референсным N16961 составляли в среднем 

83 и 114 SNPs соответственно. Что касается 74 

других исследуемых штаммов, выделенных как 

в России (16 изолятов), так и в эндемичных ре-

гионах Азии и Африки (58 изолятов), то все они 

относились к разным геновариантам, возник-

шим в период третьей волны пандемии (2022–

2023 гг.), которые образовали кластер III, раз-

личаясь от референсного штамма по 137 SNPs 

(рис. 1). Эти варианты возбудителя отличались 

от измененных штаммов из второй волны раз-

ного типа дополнительными мутациями — од-

нонуклеотидными заменами в ключевых (ctxA, 

tcpA) и дополнительных (rtxA) генах патогенно-

сти и лекарственной устойчивости (gyrA, parC, 

carA), делецией генов в VSP-II и разными типа-

ми ICE, включая ICEVchInd5Δ, утративший 4 

гена (floRstrABsul2). Вследствие разного сочета-

ния мутаций штаммы кластера III были гене-

тически неоднородны, образовав шесть отдель-

ных ветвей с разными генотипами:

 – “a” ctxB1tcpACIRS101rtxA1gyrA(G248T)parC

(C254T)carRVSP-IIΔSXTTET(tetARstrABsul2

dfrA1) или ICEVchInd5(floRstrABsul2dfrA1);

 – “b” ctxB1tcpACIRS101rtxA4 gyrA(G248T)parC

(C254T)carRVSP-IIΔICEVchInd5; 

 – “c“ ctxB7tcpACIRS101rtxA4gyrA(G248T)parC

(C254T)carRVSP-IIΔICEVchInd5; 

 – “d“ ctxB7tcpACIRS101rtxA4gyrA(G248T)parC

(C254T)carR(G265A)VSP-IIΔICEVchInd5; 
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Таблица. Генетические свойства штаммов V. cholerae О1 Эль Тор из России и эндемичных 

по холере стран

Table. Genetic features of V. cholerae O1 El Tor strains isolated in Russia and cholera-endemic countries

Штаммы, годы 
выделения

Strains, years of isolation

Аллель 
гена ctxB

ctxB gene 
allele

Аллель 
гена tcpA

tcpA gene 
allele

Аллель 
гена rtxA

rtxA gene 
allele

VSP-II gyrA parC carR

Штаммы из РФ

Strains isolated in Russian Federation

1970–1990 гг.
M888, M893, M1062, 
M818, M1011, M1067, 
M1020, P8194, M671, 
M642, M1261, C402

ctxB3 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

1993–2001 гг.
1275, M1270, M1293, 
I1181*, 28, 155, M1327, 
I1344*, I1300*, I1298*, 
I1187*, M1266, M1268, 
P17644, M1344

ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

2001–2014 гг.
M1429, M1430, P18899, 81

ctxB1 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR

L3226, RND19187, L4150, 
RND13188, 76, 153, 39, 
186

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR

1509, 3265/80 ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR(G265A)
89, 147 ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR
2015–2023 гг.
M3208, М3213

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR(G265A)

M3210 ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

Штаммы из эндемичных стран Азии и Африки

Strains from endemic Asian and African countries

1970–1990 гг.*
CNRVC960629, 
CNRVC960959, A19, 
N16961, A18, A10, GP145, 
GP160, CNRVC930171, 
PRL18, A131, V109, A155, 
A154, V212-1, VC51, 
A330, CNRVC940103, 
CNRVC940190, 
MJ-1236, CNRVC960254, 
CNRVC960218, F3835, 
4679, 4672, 1944_CDC, 
956_CDC, 4662

ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

1991–2001 гг.*
A155, CNRVC940190, 
CNRVC960218, F3835, 
A154

ctxB3 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

V212-1, VC51, A330, 
CNRVC940103, MJ-1236, 
CNRVC960254, 4672, 
4679, 956_CDC

ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

4662 ctxB1 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA parC carR
2002–2014 гг.*
B33, 1362

ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

4488, 4656, 4623, 4551, 
VN243P_07, VC-8, BGD119, 
BGD122, BGD095

ctxB1 tcpACIRS101 rtxA1 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR

CIRS101, 4646, 
CISM1020229.6, 
CISM1020231.9

ctxB1 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR

4519, IND033, IND041, 
VC-18, IND051, IDH-04808

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR
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 – “e“ ctxB7tcpACIRS101rtxA4gyrA(G248T)parC

(C254T)carR(G265A)VSP-IIΔICEVchInd5Δ;

 – “f”ctxB7tcpACIRS101rtxA4-аgyrA(G248T)parC

(C254T)carR(G265A)VSP-IIΔICEVchInd5Δ.

Обособление кластера III было связано 

с формированием геновариантов не только 

c усиленной вирулентностью, высоким эпиде-

мическим потенциалом и разным спектром ре-

зистентности к антибиотикам, но также с утра-

той PolR — специфического маркера вибрионов 

Эль Тор. Таким образом, показано, что деление 

исследуемых штаммов на три филогенетичес-

кие группы, различающиеся между собой 

по структуре генома, совпадает с временным 

периодом треx волн глобального распростра-

нения возбудителя в мире из первичного очага. 

Присутствие в каждом кластере эпидемически 

опасных штаммов как из России, так и из эн-

демичных стран указывает на их генетическую 

близость. Очевидное большое геномное разно-

образие штаммов возбудителя, изолированных 

на протяжении более 50 лет (1970–2023 гг.), об-

условлено горизонтальным переносом разных 

участков ДНК и различного типа мутациями 

в генах, входящих в состав мобильных элемен-

тов и коровой части хромосом.

Распространенность измененных генов па-

тогенности, эпидемичности и лекарственной 

устойчивости среди различных штаммов возбу-

дителя холеры, занесенных в Россию. Анализ 47 

секвенированных геномов показал различия 

в распространенности измененных ключевых 

генов патогенности и эпидемичности между 

штаммами, занесенными в Россию из различ-

ных эндемичных очагов холеры в разные годы 

текущей пандемии. Как и ожидалось, все ис-

следуемые штаммы из первой волны пандемии 

(12 изолятов; 1970–1990 гг.) относились к типич-

ным, имели характерные для них гены патоген-

ности и пандемичности (ctxB3, tcpAEltorVSP-II) 

и были лишены ICE (рис. 2А). Вместе с тем в по-

следующее десятилетие (1993–2001 гг.) на тер-

Штаммы, годы 
выделения

Strains, years of isolation

Аллель 
гена ctxB

ctxB gene 
allele

Аллель 
гена tcpA

tcpA gene 
allele

Аллель 
гена rtxA

rtxA gene 
allele

VSP-II gyrA parC carR

IND071, IDH-05298, 
IND082, IND090

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR(G265A)

2015–2023 гг.*
BGD128, BGD143, 
NALMLE36, NALMLE05, 
KDCP183

ctxB1 tcpACIRS101 rtxA1 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR

CMR33, NER211, NGA002, 
NGA016, NGA001, 
NGA236, CMR57, CMR56, 
CMR50, CMR44

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR

IND220, IND231, 
CNRVC170168, 
CNRVC170175, 
UG020, UG010, 
4621STDY6714780, 
THSTI56695, THSTI56712, 
CNRVC170179, 
CNRVC170208, KDCP136, 
KDCP208, KDCP245, 
DMAVC-20, DMAVC-1, 
DMAVC-16, DMAVC-19, 
DMAVC-4, DMAVC-11, 
DMAVC-18, DMAVC-21, 
N1252, Q4233, 622, 619, 
K19, K15

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR(G265A)

K054646, K054662, 
K054666, K054671, 
K054681, K054685, 
K054684, K054659, 
K054670, K054682

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4a VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR(G265A)

Примечание. VSP-IIΔ — делеция vc0495-vc0512. *Полногеномные нуклеотидные последовательности штаммов взяты из базы данных NCBI 
GenBank.
Note. VSP-IIΔ — vc0495-vc0512 deletion. *Whole genome nucleotide strain sequences are retrieved from the NCBI GenBank database.

Окончание таблицы. Генетические свойства штаммов V. cholerae О1 Эль Тор из России 

и эндемичных по холере стран

Table. Genetic features of V. cholerae O1 El Tor strains isolated in Russia and cholera-endemic countries (continued)
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ритории России были обнаружены генетиче-

ские варианты возбудителя c измененным ге-

ном вирулентности ctxB1 и приобретенными 

генами резистентности к антибиотикам в со-

ставе ICE. Появление таких штаммов в России 

полностью совпало с периодом второй волны 

(рис. 2А). В то же время в третью волну пан-

демии в 2004–2014 гг. были выявлены разные 

типы геновариантов. Наряду с сохранившими-

ся вариантами с генотипом ctxB1tcpAElTorVSP-II 

(12,5%) появились другие варианты с генотипа-

ми ctxB1tcpACIRS101VSP-IIΔ(vc0495–vc0512) и ctxB7 

tcpACIRS101VSP-IIΔ(vc0495–vc0512). При этом 

более 60,0% из них относились к недавно воз-

никшим вариантам, несущим измененный ген 

ctxB7, являющийся генетическим маркером 

штаммов с повышенным патогенным потен-

циалом (рис. 2А, Б). Особый интерес, на наш 

Рисунок 1. Филогенетический анализ токсигенных штаммов V. cholerae O1 Эль Тор, выделенных 

в 1970–2023 гг. в Российской Федерации и эндемичных по холере странах Азии и Африки

Figure 1. Phylogenetic analysis of toxigenic V. cholerae O1 El Tor strains isolated in the Russian Federation and 
cholera-endemic Asian and African countries in 1970–2023
Примечание. Анализ проведен по данным полногеномного секвенирования на основе байесовского анализа 
(выполненного в приложении Mr.Bayes 3.2.7) коровых SNP, полученных с помощью программного пакета Snippy 4.6. 
Дендрограмма, укорененная на референсный штамм V. cholerae N16961, визуализирована с помощью online приложения 
iTOL v6 (https://itol.embl.de).
Note. Analysis was conducted using full-genome sequencing data based on Bayesian test (performed in the Mr.Bayes 3.2.7 
application) of core SNPs obtained using the Snippy 4.6 software package. The dendrogram rooted to the reference strain 
V. cholerae N16961 was visualized using the iTOL v6 online application (https://itol.embl.de).
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взгляд, представляли штаммы, занесенные 

в Россию в 2023 г. после восьмилетнего перио-

да эпидемического благополучия [8]. Обращает 

на себя внимание тот факт, что они относились 

к разным типам геновариантов, имеющих раз-

личные мутации в ключевых генах, связанных 

с патогенностью и способностью к эпидемиче-

скому распространению. Два клинических изо-

лята (М3208 и М3213) имели полный набор из-

мененных генов вирулентности (ctxB7, tcpACIRS101) 

и эпидемичности (VSP-IIΔ(vc0495–vc0512), 

характерный для штаммов с высоким пато-

генным потенциалом. В то же время штамм, 

выделенный из воды (М3210), имел лишь один 

измененный ген (ctxB1) и относился к первым 

по времени выделения геновариантам c более 

низкой вирулентностью (табл., рис. 2А). Таким 

образом, геномы штаммов возбудителя холеры, 

Рисунок 2. Динамика изменения распространенности мутантных генов вирулентности ctxB и tcpA, 

делетированного острова пандемичности VSP-II и ICE SXT элемента среди токсигенных штаммов 

V. cholerae O1 Эль Тор, выделенных на территории Российской Федерации (А) и эндемичных 

по холере стран Азии и Африки (Б). Нуклеотидные последовательности аллелей генов ctxB и tcpA (В)

Figure 2. Dynamic prevalence changes for mutant virulence genes ctxB and tcpA, deleted pandemicity island VSP-II 
and ICE SXT element among toxigenic V. cholerae O1 El Tor strains isolated in Russian Federation (A) and cholera-
endemic Asian and African countries (B). Nucleotide sequences of ctxB and tcpA gene alleles (C)
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занесенных в Россию в период разных волн пан-

демии, четко различались между собой набором 

мутаций в ключевых генах патогенности и эпи-

демичности, входящих в состав мобильных эле-

ментов (CTXφ, VPI-1 и VSP-II), что указывает 

на их разный патогенный потенциал.

Другим не менее важным был вопрос об из-

менении резистентности к антибиотикам, по-

скольку возникновение устойчивости возбу-

дителя холеры к лекарственным препаратам 

является большой проблемой современности. 

Прежде всего, как отмечалось выше, измене-

Рисунок 3. Динамика изменения распространенности генов лекарственной устойчивости 

среди различных вариантов возбудителя холеры, изолированных в Российской Федерации (А) 

и эндемичных странах Азии и Африки (Б) в период второй и третьей волны текущей пандемии 

холеры. Чувствительность к полимиксину B (PolS) и резистентность к налидиксовой кислоте (NalR) 

изученных изолятов: М3208 и М1509 — штаммы геновариантов с мутациями в генах gyrA, parC и carR; 

М671 — типичный штамм с интактными генами gyrA, parC и carR, взятый в качестве контроля (В)

Figure 3. Dynamic prevalence changes in drug resistance genes among various variants of the cholera pathogen 
isolated in Russian Federation (A) and endemic Asian and African countries (B) during the 2nd and 3rd waves 
of the current cholera pandemic. Sensitivity to polymyxin B (PolS) and resistance to nalidixic acid (NalR) 
of the studied isolates: M3208 and M1509 — genovariant strains with mutant gyrA, parC and carR genes; 
M671 is a typical strain with intact gyrA, parC and carR genes used as a control (C)

А (A)

Б (B)

В (C)
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ние резистентности было связано с появлени-

ем в геноме первых вариантов разных типов 

ICE. Следствием таких событий стал занос 

в Россию штаммов в 1993–2001 г. с двумя ти-

пами ICE: ICEVchInd5(floR, strAB, sul2, dfrA1) 

и ICEVchBan9(floR, strAB, sul2, tetAR, dfrA1), раз-

личающимися набором генов резистентности 

(рис. 3А). Дальнейшие изменения устойчивости 

к антибиотикам были обусловлены появлени-

ем у геновариантов с ICE мутаций в различных 

коровых генах. В результате штаммы, изоли-

рованные в России в третью волну пандемии 

(2004–2014 гг.), стали устойчивыми к новым ан-

тибиотикам и по профилю резистенности были 

более разнообразными по сравнению с изо-

лятами из предыдущего десятилетия. У 87,5% 

штаммов была выявлена резистентность к на-

лидиксовой кислоте (NalR), возникшая за счет 

двух точечных мутаций в коровых генах gyrA 

(G248T) и parC (C254T), кодирующих топоизоме-

разу II (ДНК-гиразу) и топоизомеразу IV. Лишь 

небольшое число штаммов (12,5%) оставалось 

NalS. Более того оказалось, что в 12,5% случаях 

NalR штаммы утратили устойчивость к поли-

миксину B (PolS) в результате точечной мута-

ции в гене carR(G265A) (рис. 3А, В). Поскольку 

резистентность к полимиксину B используется 

в качестве ключевого маркера для дифферен-

циации вибрионов биовара Эль Тор от холерных 

вибрионов классического биовара, то утрата 

возбудителем этого свойства может создавать 

определенные трудности при диагностике вы-

деляемых штаммов. Что касается штаммов, об-

наруженных в 2023 г., то все клинические изо-

ляты были NalRPolS, что подтверждает широкое 

распространение таких штаммов в эндемичных 

очагах (рис. 3А). Кроме того, впервые обнаружен 

занос в Россию штаммов, несущих в ICEVchInd5 

делецию (около 10 тыс. п.н.), затронувшую че-

тыре гена, кодирующих резистентность к хло-

рамфениколу (floR), стрептомицину (strA, strB) 

и сульфаниламиду (sul2). Сохранился лишь ген 

dfrA1, кодирующий устойчивость к тримето-

приму (рис. 3А). Таким образом, резистентность 

к антибиотикам занесенных в Россию штаммов 

за 30 лет (1993–2023 гг.) претерпела существен-

ные изменения. При этом изменение резистент-

ности геновариантов четко коррелировало с воз-

никновением в их геноме мутаций в различных 

генах патогенности (рис. 2А, 3А), что привело 

к изменению многих важнейших свойств пато-

гена, включая его вирулентность, чувствитель-

ность к антибактериальным препаратам и утрату 

одного из диагностически значимых признаков.

Сравнительный анализ геномов токсигенных 

штаммов V. cholerae Эль Тор, выделенных в энде-

мичных очагах холеры на разных этапах теку-

щей пандемии. Появление различных вариантов 

возбудителя в России, занесенных из различ-

ных эндемичных очагов, ставит вопрос об их 

распространенности на этих территориях. 

В этой связи мы сопоставили геномы 108 штам-

мов, изолированных в 17 странах Азии (Индия, 

Бангладеш, Йемен, Пакистан, Вьетнам, Непал) 

и Африки (Конго, Мозамбик, Кот-д'Ивуар, 

Нигерия, Камерун, Гвинея, Малави, Нигер, 

Танзания, Уганда, Кения) в 1970–2023 гг. 

Анализ секвенированных участков генома, со-

держащих мобильные элементы CTXφ, VPI-1 

и VSP-II с ключевыми генами патогенности 

и эпидемичности, выявил заметные измене-

ния их структуры у штаммов, изолированных 

в последние 30 лет (1991–2023 гг.) по сравнению 

с типичными штаммами из более раннего этапа 

пандемии (1970–1990 гг.) (рис. 2Б). Одно из важ-

нейших изменений в период второй волны пан-

демии (1991–2001 гг.) — появление большого ко-

личества изолятов (66,7%) c аллелем ctxB1, сре-

ди которых 6,7% штаммов одновременно несли 

мутантный ген tcpACIRS101, а также протяжен-

ную делецию в VSP-II (VSP-IIΔ(vc0495–vc0512). 

К тому же в хромосоме большинства штаммов 

присутствовали разные типы ICE (рис. 2Б, 

3Б). Вначале третьей волны пандемии (2002–

2014 гг.), наряду со штаммами с генотипом, ха-

рактерным для второй волны, были выявлены 

штаммы (в 40,0% от числа изученных) с новым 

аллелем ctxB7, несущими и другие измененные 

гены — tcpACIRS101 и VSP-IIΔ(vc0495–vc0512).

Кроме того, более 90,0% исследуемых штам-

мов оказались NalR за счет указанных выше 

мутаций в генах gyrA и parC. Что касается по-

следнего десятилетия (2015–2023 гг.), то при 

незначительном количестве вариантов с геном 

ctxB1 (8,5%), более 90,0% изолятов относились 

к новым вариантам с набором мутантных ге-

нов ctxB7, tcpACIRS101, gyrA(G248T), parC(C254T), 

VSP-IIΔ(vc0495–vc0512), которые обусловили 

повышение продукции ключевых факторов 

патогенности и усиление устойчивости к анти-

биотикам. Более того, вследствие мутации еще 

в одном гене — carR, более 75,0% изученных 

штаммов утратили PolR — диагностический 

признак виб рионов Эль Тор (рис. 2Б, 3Б). Таким 

образом, приведенные данные свидетельствует 

о большом геномном разнообразии штаммов 

в эндемичных регионах, где на протяжении 

двух последних волн пандемии происходило 

довольно быстрое изменение генома возбуди-

теля, что привело к появлению его различных 

вариантов. К наиболее распространенным 

в последние годы следует отнести штаммы, со-

четающие мутации в генах патогенности, эпи-

демичности и лекарственной устойчивости, 

что связано с усилением вирулентности пато-

гена, изменением его резистентности к анти-

биотикам и утратой диагностически значимого 

свойства.
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Обсуждение

 Изменчивость генома возбудителя холеры 

Эль Тор — одна из основных проблем молеку-

лярной микробиологии этого патогена, по-

скольку ее решение открывает новые возмож-

ности в расшифровке причин формирования 

в природных популяциях атипичных по ви-

рулентным и диагностически значимым свой-

ствам штаммов. Возрастающая значимость 

холеры для здравоохранения России и других 

стран может быть связана с возникновением 

в последние десятилетия различных генети-

ческих вариантов возбудителя, распростра-

нение которых быстро приобрело глобальные 

масштабы. При проведении полногеномного 

SNP-анализа показано, что деление исследуе-

мых штаммов на три филогенетические груп-

пы, различающиеся между собой по структуре 

генома, совпадает с временным периодом трех 

волн глобального распространения возбуди-

теля в мире из первичного очага. Присутствие 

в каждой группе токсигенных изолятов как 

из России, так и из эндемичных стран указы-

вает на их генетическое сходство. Очевидное 

изменение генома возбудителя на протяжении 

более 50 лет (1970–2023 гг.) связано с такими мо-

лекулярными событиями, как горизонтальный 

перенос генетической информации и возник-

новение мутаций (однонуклеотидные замены, 

делеции) в нуклеотидной последовательности 

генов, кодирующих различные белки. При этом 

такие мутации приводят к изменению важней-

ших свойств возбудителя, включая его виру-

лентность и способность к эпидемическому 

распространению. Эти результаты полностью 

совпадают с данными других исследователей 

и подтверждают общую тенденцию последних 

лет — возрастание уровня генетической измен-

чивости этого патогена.

Cравнение геномов 155 штаммов возбудите-

ля холеры, выделенных в России и эндемичных 

очагах в 1970–2023 гг., показало, что изоляты 

из разных волн пандемии четко различались 

между собой набором мутаций в ключевых ге-

нах патогенности и эпидемичности, входящих 

в состав мобильных элементов (CTXφ, VPI-1 

и VSP-II), что указывает на их разный патоген-

ный потенциал. Геномное разнообразие штам-

мов значительно возросло в период третьей 

волны пандемии за счет возникновения раз-

личных мутаций в генах, кодирующих факторы 

вирулентности и лекарственной устойчивости, 

что привело к появлению новых геновариантов 

с повышенным патогенным и эпидемическим 

потенциалом. Установлено, что исследуемые 

штаммы, различающиеся между собой набором 

мутантных генов, принадлежали к шести раз-

ным генотипам. Анализ динамики изменения 

генома показал, что если вначале третьей волны 

пандемии (2002–2014 гг.) лишь 40,0% штаммов 

из эндемичных регионов относились к недавно 

возникшим вариантам, несущим измененный 

ген ctxB7, являющийся генетическим маркером 

штаммов с повышенным патогенным потенци-

алом, то в последнее десятилетие (2015–2023 гг.) 

этот показатель превысил 90,0%. Вследствие та-

ких генетических изменений возбудителя в эн-

демичных странах, занесенные в Россию штам-

мы в третью волну пандемии преимуществен-

но также относились к новым геновариантам 

(в 62,5% и 66,7% случаях в зависимости времени 

выделения штаммов).

 Отдельным был вопрос о динамике измене-

ния устойчивости штаммов к лекарственным 

препаратам. Оказалось, что резистентность 

к антибиотикам исследуемых штаммов за 30 лет 

также претерпела существенные изменения. 

Такое событие в первую очередь было связано 

с появлением в геноме первых вариантов из вто-

рой волны пандемии (1991–2001 гг.) разных ти-

пов ICE, различающихся набором генов резис-

тентности. Тем не менее в период третьей волны 

пандемии (2002–2023 гг.) у геновариантов с ICE 

произошли дальнейшие изменения устойчиво-

сти к антибиотикам. Точечные мутации в коро-

вых генах gyrA (G248T) и parC (C254T) привели 

к появлению штаммов, резистентных к нали-

диксовой кислоте. В эндемичных странах и за-

несенных в Россию штаммы NalR составляли 

90,0% и 87,5% соответственно. Другим важным 

событием стала утрата штаммами устойчиво-

сти к полимиксину B, используемой в качестве 

ключевого маркера для дифференциации виб-

рионов биовара Эль Тор от холерных вибрио-

нов классического биовара. Причиной потери 

штаммами одного из диагностических свойств 

вибрионов Эль Тор стала точечная мутации 

в регуляторном гене carR(G265A). При этом про-

исходил быстрый рост числа штаммов с такой 

мутацией. Если вначале третьей волны штаммы 

PolS из эндемичных регионов составляли лишь 

16,0%, то через десять лет их число достигло бо-

лее 80,0%. Изменение таких свойств геновари-

антов может создавать определенные трудности 

при диагностике штаммов возбудителя холе-

ры, заносимых в Россию. Таким образом, из-

менение резистентности геновариантов четко 

коррелировало с возникновением в их геноме 

мутаций в различных генах патогенности, что 

привело к появлению и широкому распростра-

нению штаммов с усиленной вирулентностью, 

измененной лекарственной устойчивостью 

и утраченным диагностически значимым свой-

ством. Совместное присутствие таких мутаций 

в геноме новых вариантов обусловило, видимо, 

селективные преимущества, следствием кото-

рых стало их широкое распространение.
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Заключение

Установлено, что геномное разнообразие 

токсигенных штаммов значительно возросло 

в период третьей волны пандемии за счет раз-

личных мутаций, что привело к появлению 

новых геновариантов с повышенным патоген-

ным и эпидемическим потенциалом. Показана 

довольно быстрая смена вариантов возбудите-

ля, что является, видимо, следствием высокой 

скорости эволюции генома и адаптации воз-

будителя к человеческой популяции и меняю-

щимся условиям внешней среды. Из известных 

вариантов особую обеспокоенность вызывают 

штаммы, сочетающие генетические маркеры 

гипервирулентности, множественной лекар-

ственной устойчивости и утраченного диа-

гностически значимого признака. Появление 

таких генетических вариантов возбудителя 

на территории России в результате заноса ука-

зывает на необходимость проведения постоян-

ного геномного надзора за патогеном для по-

нимания направления и скорости изменения 

генома в процессе эволюции и своевременного 

распознавания доминирующего геновариан-

та. Полученные нами сведения о генетических 

свойствах широко распространенных вариан-

тов возбудителя из России и эндемичных ре-

гионов могут быть востребованы при создании 

новых средств их лабораторной диагностики, 

основанной на идентификации генетических 

маркеров гипервирулентности. При оценке фе-

нотипических и генетических свойств выделяе-

мых штаммов следует также учитывать возмож-

ную утрату генетическими вариантами устой-

чивости к полимиксину B — диагностически 

значимого свойства, а также вариабельность их 

резистентности к лекарственным препаратам.
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