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Представлена характеристика клональной структуры вибрионов эльтор, изолированных в 
Приморском и Хабаровском краях, а также в Сахалинской области при различных эпидси- 
туациях по результатам VNTR-типирования. Для эпидемически опасных штаммов харак­
терна высокая клональность и кластеризация в зависимости от места изоляции, тогда 
как для нетоксигенных V.cholerae из поверхностных водоемов -  более высокая гетероген­
ность популяции. Для данной группы установлена, в большинстве случаев, кластеризация 
по временному параметру.
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There is V. cholerae eltor clonal structure VNTR characteristic repoted.
The strains were isolated from Primorsky, Khabarovsk territories and Sakhalin region during different 
epidemiological situation. The epidemic dangerous strains are characterized with high clonality and 
clustering that depend on the isolation place. Contrary, nontoxigenic V.cholerae strains are from sur­
face water have higher population heterogeneity. The clusterisation that depends on the isolation 
place belongs to the last group in most cases.
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В настоящее время генетические методы типирования являются неотъемлемым звеном при 
проведении микробиологических исследований, реализуемых в рамках эпидемиологического надзора 
за различными инфекционными болезнями. В субъектах Дальнего Востока за счет интенсификации 
межгосударственных торгово-экономических связей, роста миграционных потоков, территориальной 
близости эндемичных и неблагополучных по холере стран, регистрации осложнений эпидемиологи­
ческого характера [4,5], обнаружения потенциально эпидемически опасных вариантов холерного виб­
риона [2] особое значение отведено эпидемиологическому надзору за возбудителем холеры [3,4,5] с 
углубленным изучением его геномной организации. По данным молекулярного типирования возможно 
не только прослеживание путей распространения инфекции при эпидемических осложнениях, сбор в 
единую цепь компонентов эпидпроцесса, но и выявление особенностей циркулирующих в объектах 
окружающей среды в период эпидблагополучия вибрионов эльтор. Мультилокусный метод типирова­
ния, основанный на анализе структуры и кратности вариабельных тандемных повторов, на протяже­
нии многих лет успешно применяется как в оперативном эпидемиологическом анализе, так и для ре­
троспективного исследования популяции возбу- дителя холеры [6,7,8,9].
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Таким образом, цель исследования -  изучение клональной структуры изолированных штам­
мов V. cholerae eltor на различных этапах седьмой пандемии холеры методом VNTR-анализа.

Материалы и методы
Для реализации поставленной цели было использовано 137 штаммов V. cholerae eltor, изоли­

рованных на территориях Приморского и Хабаровского краев, Сахалинской области в период с 1976­
2014 гг., в том числе изолированные из клинического материала и объектов окружающей среды при 
эпидосложнении в 1999 г. в Приморском крае и Сахалинской области (34 изолята). Все штаммы V. 
cholerae eltor получены из Музея живых культур Иркутского научно-исследовательского противочум­
ного института.

Экстракцию тотальной ДНК проводили с использованием коммерческого набора «Рибо-Преп» 
(ФБУН «ЦНИИЭ» Роспотребнадзора, Москва). Матричная ДНК в концентрации 10 нг/мкл использова­
лась для постановки ПЦР. Реакционная смесь для постановки реакции содержала: 10хПЦР буфер -  
2,5 мкл; 25 mM MgCI2 -  2,5 мкл; смесь 2,5 mM дНТФ -  2,5 мкл; прямой и обратный праймеры, мечен­
ные флюоресцентными красителями (FAM, R6G, TAMRA, ROX) -  по 5 пкмоль; Taq-полимераза -  0,6 
Ед; матричная ДНК исследуемого штамма -  10 нг/мкл (1мкл); бидистиллированная вода -  15 мкл. 
Амплификацию проводили на термоциклере BioRad по следующей программе: стартовая денатура­
ция 95°С -  2 мин; денатурация 94°С -  35 сек., отжиг праймеров 56-61 °С -  25 сек., элонгация 72°С -  
35 сек.

Мишенями для ПЦР выбраны локусы вариабельных тандемных повторов VcA, VcB, VcC, VcD, 
VcG, описанные Водопьяновым А.С. с соавторами [1]. В зарубежных исследованиях эти локусы обо­
значены как VCA0171, VCA0283, VCA0147, VCA0437 и VCA1650, соответственно^]. Анализируемые 
повторы локализованы на обеих хромосомах референсного штамма V. cholerae eltor №16961.

Размер полученного в ПЦР фрагмента определялся методом капиллярного электрофореза на 
ДНК-анализаторе ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США; Hitachi, Япония). На 
основании размера ампликона определялось число тандемных повторов исследуемого штамма по 
формуле, включающей размер и число повторов контрольного штамма.

Отметим, что использование данного способа расчета числа повторов в локусе на основании 
данных секвенирования контрольного штамма и прогоне его при каждом запуске капиллярного элек­
трофореза с исследуемой группой штаммов дает наиболее достоверные результаты за счет минима- 
лизации погрешностей, возникающих при эксплуатации ДНК-анализатора и влияющих на полученный 
размер ампликона (смена капилляра, использование праймеров с другой флюоресцентной краской и 
т.д.).

Биоинформационный анализ результатов VNTR-типирования осуществлялся с помощью про­
граммного обеспечения Bionumerics v 6.01 («Applied Maths», Бельгия) методом невзвешенной попар­
ной группировки с усреднением (UPGMA).

Результаты и обсуждение
В последнее десятилетие, изучение геномного полиморфизма инфекционных патогенов поз­

волило сделать существенный рывок в изучении вопросов микробиологии, эпидемиологии, экологии 
различных возбудителей бактериальных инфекций. Эффективность методологии VNTR-типирования 
возбудителя холеры отмечена широким кругом авторов [6,7,8,9]. Так, данные полученные Ghosh et al. 
[7] при исследовании штаммов холерного вибриона О1 и О139 серогрупп, выделенных на различных 
географических территориях Индии, показали эффективность VNTR-типирования как эпидемиологи­
ческого инструмента для отслеживания популяционных изменений во времени и пространстве, а так­
же для отслеживания распространения новых заносных холерных вибрионов в популяцию.

На протяжении более тридцати лет, в водоемах Дальнего Востока периодически обнаружива­
ются нетоксигенные вибрионы эльтор. На этом фоне в 1999 г. в гг. Владивосток и Южно-Сахалинск 
зарегистрирована крупная вспышка холеры, которой предшествовал занос инфекции из Китая [4,5]. В 
2013 г. в Хабаровском крае при мониторинге водных объектов на вибриофлору изолированы потен­
циально-эпидемически опасные варианты вибриона эльтор, несущие в геноме детерминанту токсин- 
корегулирумых пилей адгезии tcpA[2]. Получение индивидуального генетического профиля изолируе­
мых штаммов V. cholerae eltor и изучение их клональной структуры является одной из задач эпиде­
миологического надзора за холерой.

При анализе полученных VNTR-профилей исследуемых 137 штаммов V. cholerae eltor уста­
новлена как внутри-, так и межкластерная дифференциация в зависимости от эпидемической значи­
мости изолятов.

Среди 34 токсигенных штаммов, изолированных из клинического материала и объектов окру­
жающей среды Приморского края и Сахалинской области, установлено 11 VNTR-генотипов, из кото­
рых доминирующие -  четыре кластерных генотипа. Отметим, что два крупных кластера со сходными 
генотипами образованы штаммами V. cholerae eltor, изолированными в Сахалинской области (первый 
кластерный генотип с 14 изолятами) и Приморском крае (второй кластер с 8 изолятами), т.е. просле­
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живается привязка к территории распространения вспышек и определяется свой доминирующий ге­
нотип для каждой территории распространения

В клональном комплексе, образованном нетоксигенными изолятами, отдельной ветвью пред­
ставлены потенциально-эпидемически опасные варианты V. cholerae eltor, изолированные в 2013 г. из 
р. Черная Хабаровского края. Как уже отмечалось, для данных штаммов характерно наличие локуса 
VcB с большим числом повторов, в сравнении с токсигенными штаммами (30). Локус VcB ассоцииро­
ван с геном токсин-корегулируемых пилей адгезии tcpA, что и определило исследуемые штаммы в 
группу потенциально-эпидемически опасных.

Согласно анализу штаммов вибриона эльтор, выделенных на различных этапах текущей пан­
демии холеры, большое число повторов по локусу VcB (VCA0283) является характерным для изоля- 
тов седьмой пандемии [9].

В отличие от потенциально-эпидемически и эпидемически опасных вариантов нетоксигенные 
вибрионы эльтор характеризуются отсутствием в геноме локуса VcB и высоким генетическим разно­
образием. Для них установлено 70 VNTR-генотипов с дифференциацией на 16 кластерных и 54 уни­
кальных. При распределении VNTR-профилей по времени выявлено, что полученные кластеры иден­
тичных генотипов объединили, в основном, штаммы, связанные годом изоляции вне зависимости от 
водного объекта из проб которых они были изолированы. Возможно, влияние в данный период вре­
мени определенных внешних факторов привело к селективному распространению таковых вибрионов 
эльтор с последующей их бактериологической изоляцией. Так, на протяжении с июля по сентябрь 
2007 г. на территории Приморского края из рек Раздольная, Славянка, Репьевка, Комаровка изолиро­
вано 25 штаммов V. cholerae eltor. Из них шесть из восьми, взятых в исследование, имеют идентич­
ные VNTR-профили.

Одиннадцать штаммов холерного вибриона, выделенных в Хабаровском крае до изоляции 
tcpA+-положительных штаммов (1979, 2004, 2006 гг.) характеризуются отсутствием локуса VcB и по­
лиморфизмом генотипов, заключающемся в их уникальности и схожести. Сходный генотип со штам­
мами с геном tcpA+ (идентичность по локусам VcC, VcG и отличие на один повтор по локусам VcA, 
VcD) установлен для изолята, выделенного ранее из р.Черная в 2004 г.

В целом анализ выборки показал, что для изолятов V. cholerae eltor периода эпидблагополучия 
характерен полиморфизм аллелей. По локусу VcA для них установлено наличие 20 аллелей в проти­
воположность единственному варианту по этому локусу у токсигенных вариантов. Консервативность 
по числу аллелей прослеживается в отношении локусов VcD и VcG (6 и 7 аллелей, соответственно) c 
часто встречаемым числом повторов для нетоксигенных холерных вибрионов -  3 (по VcD), 2 (по VcG), 
для токсигенных -  7 (по VcD), 8 (по VcG).

Таким образом, по результатам VNTR-типирования штаммов V. cholerae eltor, выделенных в 
период осложнений и благополучия по холере на территориях Приморского, Хабаровского краев, Са­
халинской области установлен значительный полиморфизм структуры тандемных повторов у неток­
сигенных изолятов, заключающийся, в большинстве случаев, в уникальности их VNTR-генотипов. 
Идентичные генотипы выявлены у вибрионов эльтор, изолированных в течение одного эпидемиоло­
гического сезона, что, возможно, связано с влиянием в данный период времени определенных внеш­
них факторов, приведших к селективному распространению адаптационно устойчивых вибрионов 
эльтор вне зависимости от водного объекта. Для токсигенных штаммов V. cholerae eltor по результа­
там типирования характерна высокая клональность изолятов и кластеризация их VNTR-генотипов по 
территориальному признаку.
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