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Аннотация
Актуальность. Наличие и структура антифаговых систем, способствующих устойчивости холерных ви-
брионов к литическим фагам, у нетоксигенных штаммов Vibrio cholerae О1 биовара El Tor, выделенных на 
территории России и сопредельных стран, не изучена.
Цель — выявление и анализ антифаговых систем нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 биовара El Tor. 
Материалы и методы. В работе использовали 126 нетоксигенных (ctxАВ–tcpА+ и ctxАВ–tcpА–) штаммов 
V. cholerae О1 El Tor, изолированных с 1972 по 2018 г. Секвенирование ДНК проводили на платформе MGI 
DNBSEQ-G50. Для биоинформатического анализа применяли программы fastp v. 0.23, unicycler v. 0.4.7, 
Blast 2.16.0, MEGA X, CRISPRCastyper и CRISPRCasFinder. 
Результаты. В геноме изученных штаммов не выявлены фагоиндуцируемые острова PLE, BREX и 
DISARM-системы. Установлено, что 80% ctxАВ–tcpА+-штаммов содержат систему рестрикции–модифика-
ции I типа, у ctxАВ–tcpА–-изолятов данная система не обнаружена. Гены CBASS-системы выявлены у еди-
ничных штаммов обеих групп. В геноме 35 (32%) изученных ctxАВ–tcpА–-штаммов, выделенных в разных 
регионах РФ и сопредельных странах, установлено наличие CRISPR–Cas-системы 1-го класса типов I 
(подтипы I-E, I-F, I-C) и III (подтип III-B). Количество спейсеров в данной системе варьировало от 0 до 80, 
их последовательность была гомологична протоспейсерным участкам ДНК литических и умеренных фа-
гов, транспозонов, плазмид V. cholerae, представителей рода Vibrio и неродственных бактерий. Наличие у 
ряда штаммов спейсеров, гомологичных генетическому материалу фага, циркулирующему на эндемичных 
территориях, может указывать на завозной характер данных штаммов.
Заключение. Выявлена гетерогенность изученных нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor по на-
личию антифаговых систем, что расширяет сведения об их генетической организации. В их геноме вы-
явлены системы рестрикции–модификации I типа (ctxAB–tcpA+), CBASS (ctxAB–tcpA+ и ctxAB–tcpA–) и  
CRISPR–Cas 1-го класса типов I (подтипы I-E, I-F, I-C) и III (ctxAB–tcpA–). Выявление нескольких типов и 
подтипов CRISPR–Cas-системы в геноме ряда ctxAB–tcpA–-штаммов может указывать на её неоднократ-
ное приобретение посредством горизонтального переноса.

Ключевые слова: нетоксигенные штаммы Vibrio cholerae, антифаговые системы, CRISPR–Cas- 
система 1-го класса
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Abstract
Introduction. The presence and structure of antiphage systems that contribute to the resistance of cholera vibrios 
to lytic phages in non-toxigenic strains of Vibrio cholerae O1 biovar El Tor isolated in the Russian Federation and 
neighboring countries has not been studied.
The aim of the study is the detection and analysis of antiphage systems of non-toxigenic strains of V. cholerae 
O1 biovar El Tor.
Materials and methods. The study involved 126 non-toxigenic (ctxAB–tcpA+ and ctxAB–tcpA–) strains of 
V. cholerae O1 El Tor isolated from 1972 to 2018. DNA sequencing was performed on the MGI DNBSEQ-G50 
platform. For bioinformatics analysis, the following programs were used: fastp v. 0.23, unicycler v. 0.4.7, Blast 
2.16.0, MEGA X, CRISPRCasty-per and CRISPRCasFinder.
Results. Phage-inducible islands of the PLE, BREX and DISARM systems were not detected in the genome of 
the studied strains. It was found that 80% of ctxAB–tcpA+ strains contain the type I restriction-modification system, 
while this system was not detected in ctxAB–tcpA– isolates. The genes of the CBASS system were detected in 
single strains of both groups. In the genome of 35 (32%) studied ctxAB–tcpA– strains isolated in different regions 
of the Russian Federation and neighboring countries, the presence of the CRISPR–Cas system of class 1 types 
I (subtypes I-E, I-F, I-C) and III (subtype III-B) was established. The number of spacers in this system varied from 
0 to 80 and their sequence was homologous to the protospacer regions of DNA of lytic and temperate phages, 
transposons, plasmids of V. cholerae, representatives of the genus Vibrio and unrelated bacteria. The presence in 
a number of strains of spacers homologous to the genetic material of the phage circulating in endemic territories 
may indicate the imported nature of these strains. 
Conclusion. The heterogeneity of the studied non-toxigenic strains of V. cholerae O1 El Tor in the presence of 
antiphage systems was revealed, which expands the information on their genetic organization. In their genome, 
restriction-modification systems of type I (ctxAB–tcpA+), CBASS (ctxAB–tcpA+ and ctxAB–tcpA–) and CRISPR–Cas 
class 1 types I (subtypes I-E, I-F, I-C) and III (ctxAB–tcpA–) were identified. The detection of several types and 
subtypes of the CRISPR–Cas system in the genome of a number of ctxAB–tcpA strains may indicate its repeated 
acquisition through horizontal transfer.

Keywords: non-toxigenic strains of Vibrio cholerae, antiphage systems, CRISPR–Cas system class 1
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Введение
Ежегодно при проведении мониторинговых 

исследований водных объектов России на холеру 
выделяются нетоксигенные штаммы Vibrio cholerae 
О1 серогруппы биовара El Tor, лишённые генов 
ctxAB (ctxAВ–), кодирующих биосинтез холерного 
токсина (основной фактор вирулентности возбу-
дителя холеры). Иногда изолируются штаммы, со-
держащие ген tcpA (ctxAВ–tcpA+), отвечающий за 
продукцию основной субъединицы токсин-коре-
гулируемых пилей адгезии (фактор колонизации). 
Как ctxAВ–tcpA–-, так и ctxAВ–tcpA+-штаммы не вы-
зывают холеру, но могут быть причиной острых 
кишечных инфекций. Установлено, что нетоксиген-
ные штаммы V. cholerae О1 El Tor способны дли-
тельное время сохраняться в объектах окружающей 
среды на территории России, образуя клональные 
комплексы, а также завозиться из эндемичных по 
холере стран [1–7]. Для выявления механизмов 
длительного выживания нетоксигенных штаммов 
во внешней среде, а также способности вызывать 
острые кишечные инфекции активно изучаются 
молекулярно-генетические особенности указанных 

штаммов, проводятся различные виды типирования 
и филогенетический анализ. В результате в гено-
ме нетоксигенных штаммов выявлено присутствие 
генов, кодирующих дополнительные факторы па-
тогенности, а также персистенции, которые могут 
выполнять и роль токсических субстанций. В том 
числе выявлены локусы, обеспечивающие подвиж-
ность, ответственные за биосинтез дополнитель-
ных токсинов, термолабильного гемолизина, проте-
аз, нейраминидазы, белков системы секреции 6-го 
и 3-го типов, маннозочувствительных пилей адге-
зии, а также белков-регуляторов, контролирующих 
транскрипцию генов вирулентности и персистен-
ции [3, 5, 8]. Однако причины длительного выжи-
вания нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor 
во внешней среде до конца не установлены.

Необходимо отметить, что, находясь в во-
де открытых водоёмов, нетоксигенные вибрионы 
V. cholerae О1 El Tor могут подвергаться атаке бак-
териофагов (фагов), также присутствующих в дан-
ной среде. Показано, что холерным фагам принад-
лежит важная роль в генетическом разнообразии 
штаммов V.  cholerae [9]. Совместное существова-



458 459JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2025; 102(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-640

ORIGINAL RESEARCHES

ние V. cholerae и фагов и необходимость обоих вы-
живать способствуют эволюции как V. cholerae, так 
и фагов [9, 10]. Бактерии приобретают различные 
механизмы устойчивости к фагам посредством гори-
зонтального переноса генов, а фаги, в свою очередь, 
очень быстро развивают устойчивость ко многим 
бактериальным защитным системам. Выявлено, что 
гены, кодирующие устойчивость к фагам, могут со-
ставлять более 10% бактериального генома [11]. 

У токсигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor 
выявлено присутствие значительного количества 
антифаговых систем, расположенных на мобильных 
генетических элементах. В том числе на острове 
патогенности VPI-2 находится кластер генов, коди-
рующих систему рестрикции-модификации I  типа 
(vc1764–vc1769), действие которой основано на ак-
тивности двух ферментов: эндонуклеазы рестрик-
ции (vc1765) и метилтрансферазы (vc1769)  [12]. 
На острове пандемичности VSP-I расположена 
антифаговая сигнальная система CBASS (cyclic-
oligonucleotide-based antiphage signaling system), 
включающая оперон из 4 генов: dncV, capV, сар2, 
сар3 [13, 14]. В составе ICE SXT-элементов обна-
ружены BREX (Bacteriophage exclusion) и DISARM 
(Defence Islands System Associated with Restriction-
Modification) системы [10, 15, 16]. 

Важная роль в защите от самого распростра-
нённого на эндемичной территории фага ICP1 при-
надлежит фагоиндуцируемым островам PLE (Phage 
inducible chromosomal island-like elements), которых 
в настоящее время насчитывается 10 типов [17–19]. 
Однако у токсигенных вибрионов El Tor отсутствует 
система адаптивной защиты CRISPR–Cas, выявлен-
ная в геноме нетоксигенных штаммов V.  cholerae 
О1 El Tor, циркулирующих на эндемичной террито-
рии [20]. Данная система включает короткие палин-
дромные повторы (Clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats — CRISPR), спейсеры (по-
следовательности чужеродного происхождения) и 
гены cas, кодирующие белки с различной функци-
ей [13]. В настоящее время CRISPR–Cas-система 
в зависимости от механизма действия, структуры 
CRISPR-спейсеров и присутствия генов сas класси-
фицируется на 2 класса, 6 типов и 33 подтипа. 

В системе класса 1 (типы I, III, IV) с мишенью 
взаимодействует многокомпонентный комплекс, 
который состоит из нескольких белков Cas, связан-
ных с crРНК. Системы класса 2 (типы II, V и VI) со-
держат только один белок (Cas9, Cas12 или Cas13), 
который выполняет все функции мультибелкового 
эффекторного комплекса. 

Деление на типы основано на строении эффек-
торных комплексов, при этом системы одного типа 
включают, как правило, особый уникальный для 
систем этого типа белок. Типы, в свою очередь, де-
лятся на подтипы, различающиеся особенностями 
в строении локуса CRISPR и, в некоторых случаях, 

наличием белков Cas. Так, во многих системах I ти-
па присутствует ген cas3, кодирующий хеликазу-ну-
клеазу Cas3, которая, благодаря хеликазной актив-
ности, разъединяет двойную чужеродную спираль 
ДНК, а при участии нуклеазного домена фрагмен-
тирует чужеродный генетический материал. В си-
стемах III типа нуклеазной активностью обладает 
белок Cas10. В состав всех типов входят белки Cas1 
и Cas2, формирующие комплекс и отвечающие за 
этап адаптации, т. е. встраивания нового спейсера 
в CRISPR [20, 21]. 

Несмотря на активное исследование антифа-
говых систем V. cholerae, их присутствие в геноме 
нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor, вы-
деленных на территории России и сопредельных 
стран, не изучено. 

Цель работы состояла в выявлении и анали-
зе антифаговых систем нетоксигенных штаммов 
V. cholerae О1 биовара El Tor. 

Материалы и методы
Изучали нуклеотидные последовательно-

сти полных геномов 126 нетоксигенных штаммов 
V. cholerae О1 El Tor, выделенных с 1972 по 2018 г. 
на территории России и сопредельных стран. Ну-
клеотидные последовательности 30 штаммов 
(12 ctxА–tcpА+ и 18 ctxА–tcpА–) взяты из базы дан-
ных NCBI GenBank, 96 штаммов (3 ctxА–tcpА+ и 
93 ctxА–tcpА–) секвенированы в данной работе. Для 
проведения секвенирования штаммы получали из 
Государственной коллекции патогенных бактерий 
Российского противочумного института «Микроб» 
Роспотребнадзора, где они хранились в лиофилизи-
рованном состоянии. 

Подготовку геномной ДНК выполняли со-
гласно протоколу производителя из обработанной 
мертиолятом натрия бактериальной суспензии с 
использованием коммерческого набора «Axy Prep 
Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit» («Axygen 
Biosciences»). 

Секвенирование проводили на платформе 
«MGI DNBSEQ-G50» («MGI»). Библиотеки гото-
вили по стандартному протоколу с применением 
наборов «DNBSEQ-G50RS (FCLPE150)» и «MGI 
EasyFastPCR-FREEFS Library PrepSet» («MGI»). 
Контроль качества полученных прочтений осу-
ществляли с помощью программы fastp v. 0.23, кон-
тиги собирали с использованием unicycler v. 0.4.7. 

Для биоинформатического анализа применяли 
алгоритм Blast 2.16.0 (http://blast.ncbi) и программу 
MEGA X (или BioEdit v. 7.0.9.0). Для выявления си-
стемы CRISPR–Cas и спейсеров использовали про-
граммы CRISPRCastyper1 и CRISPRCasFinder2. 

1 https://github.com/Russel88/CRISPRCasTyper
2 https://github.com/dcouvin/CRISPRCasFinder
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Результаты
При изучении нуклеотидных последовательно-

стей полных геномов нетоксигенных штаммов фа-
гоиндуцируемые острова PLE не были обнаружены 
ни в геноме ctxAB–tcpA–-, ни ctxAB–tcpA+-штаммов. 
Не выявлены также системы BREX и DISARM, т. к. 
в данных штаммах отсутствуют элементы ICE SXT. 

При анализе генов системы рестрикции–
модификации I типа (vc1765, vc1769) среди 15  
ctxAB–tcpA+-штаммов были выявлены 12 изолятов, 
которые по этим генам соответствовали токсигенно-
му референс-штамму V. cholerae N16961 О1 El Tor  
(таблица). У ctxAB–tcpA–-штаммов гены системы 
рестрикции–модификации I типа не обнаружены. 

Присутствие генов системы CBASS (dncV, capV) 
установлено у 4 штаммов. У ctxAB–tcpA+-штамма 
V. cholerae 56 структура данных генов не отличалась 
от таковых референс-штамма V. cholerae N16961 О1 
El Tor. У ctxAB–tcpA–-штаммов V. cholerae Р-18748, 
102 и М-1457 присутствовал интактный ген capV,  
а в гене dncV выявлены одинаковые точечные неси-
нонимичные мутации, приводящие к замене амино-
кислот, влияние которых на функциональную роль 
белка DncV не установлено. В геноме других штам-
мов указанная система отсутствовала (таблица).

Далее было изучено присутствие CRISPR–
Cas-системы. В геноме ctxAB–tcpA+-штаммов дан-
ная система не обнаружена, в то же время среди 
ctxAB–tcpA–-штаммов выявлены 35 изолятов, имею
щих CRISPR–Cas-систему 1-го класса 2 типов — I 
и III. Тип I был представлен тремя подтипами: I-E, 
I-F, I-C, а тип III — одним (III-В). У наибольше-
го количества штаммов (20 изолятов) выявлена 
CRISPR–Cas-система подтипа I-E, среди которых 
10 изолятов имели только данный подтип, в осталь-
ных присутствовали дополнительные системы. Так 
штамм V. cholerae 617, кроме I-E, имел еще 2 систе-
мы (таблица). Стоит отметить, что структура систе-
мы I-E у всех штаммов была канонической и состо-
яла из 8 cas генов (cas3, cas8e, cse2, cas6, cas7, cas5, 
cas1, cas2) (рисунок, а).

Три штамма — V.  cholerae М1413, М1516, 
М1526 — включали подтип I-С (таблица, рисунок, б).  
Пять штаммов (V. cholerae 617, 102, М1457, М1516, 
М1526) содержали полноценную CRISPR–Cas-си-
стему I-F подтипа с 6 cas генами (cas1, cas3, cas8f, 
cas5, cas7, cas6f: таблица, рисунок, в). У ряда штам-
мов выявлена усечённая I-F система (cas6f, cas7f, 
cas8f), состоящая из 3 cas генов, обозначенная на-
ми I-F mini (рисунок, г). Стоит отметить, что в дан-

Характеристика некоторых нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor и структура их антифаговых генов

Штамм Место, год Источник  
выделения

Структура генов Тип 
CRISPR–

Cas- 
системы

Количество 
спейсеровvc1765/ 

vc1769
vc0179 (dncV)/ 
vc0178 (capV)

Нетоксигенные ctxАВ–tcpА+-штаммы 

М1395LQBY01 Россия, Астрахань, 1981 Внешняя среда – – – –

56MWRD01 Украина, Мариуполь, 1995 Больной int int – –

866MWRF01 Украина, Ялта, 1996 Внешняя среда int – – –

85NEDU01 Украина, Бердянск, 1999 Больной int – – –

Р18778NIFI01 Россия, Ростов-на-Дону, 2005 Больной – – – –

М1434*, М1436* Россия, Калмыкия, 2006 Внешняя среда int – – –

М1501LRAE01 Россия, Калмыкия, 2011 Больной – – – –

М-1504VTLN01 Россия, Калмыкия, 2011, 2012 Внешняя среда int – – –

М-1518LQZR01 Россия, Калмыкия, 2011, 2012 Внешняя среда int – – –

М-1524LQZS01, М1528* Россия, Калмыкия, 2013 Внешняя среда int – – –

2613PYCA01, 2687PYCB01 Россия, Калмыкия, 2015 Внешняя среда int – – –

124PYCD01 Россия, Калмыкия, 2017 Внешняя среда int – – –

Нетоксигенные ctxАВ–tcpА–-штаммы

М-988LQBX01 Туркменистан, 1972 Внешняя среда – – I-F mini Не  
определено

М-658* Россия, Уфа, 1976 Внешняя среда – – I-F mini 1

М-659* Россия, Салават, 1976 Внешняя среда – – I-E 56

М-1114* Россия, Саранск, 1977 Больной – – I-E 
I-F mini

13
0

М-1115* Россия, Саранск, 1977 Больной – – I-E
I-F mini

13
1
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Штамм Место, год Источник  
выделения

Структура генов Тип 
CRISPR–

Cas- 
системы

Количество 
спейсеровvc1765/ 

vc1769
vc0179 (dncV)/ 
vc0178 (capV)

М-1394* Россия, Каспийск, 1979 Внешняя среда – – I-E 44

М-1222* Россия, Астрахань, 1985 Внешняя среда – – I-F mini 10

М-1320* Россия, Саратов, 1998 Внешняя среда – – III-B 24

617NCTY01 Украина, 1999 Больной – – I-F**
I-E
III-В

26
80
25

М1337NEEB01 Россия, Астрахань, 2000 Больной – – I-E** 1

М-1388* Россия, Саратов, 2001 Внешняя среда – – I-E
I-F mini

13
1

М-1389* Россия, Саратов, 2001 Внешняя среда – – I-E
I-F mini

13
1

М-1411* Россия, Калмыкия, 2002 Больной – – I-F mini 1

М-1413* Россия, Калмыкия, 2002 Внешняя среда – – I-C
I-F mini

40
2

М-1426* Россия, Пермский край, 2003 Внешняя среда – – I-F mini 0

М-1428* Россия, Астрахань, 2003 Внешняя среда – – I-E 44

М-1431* Россия, Калмыкия, 2005 Внешняя среда – – I-E 60

Р-18748NIFH01 Россия, Сочи, 2004 Больной – A1003G 
(S335G) /int

– –

102NDXO01 Украина, 2006 Больной – A1003G 
(S335G) /int

I-F** 49

М-1441* Россия, Калмыкия, 2007 Внешняя среда – – I-E 48

М-1443* Россия, Калмыкия, 2007 Внешняя среда – – I-E 58

М-1444* Россия, Калмыкия, 2007 Внешняя среда – – I-E 76

М-1447* Россия, Калмыкия, 2009 Внешняя среда – – I-F 15

М-1450* Россия, Калмыкия, 2009 Внешняя среда – – I-F mini 1

М1457VTLH01 Россия, Калмыкия, 2009 Внешняя среда – A1003G 
(S335G) /int

I-F 2

М-1460* Россия, Татарстан, 2010 Внешняя среда – – I-E
I-F mini

14
1

2403NEDV01 Украина, 2011 Больной – – I-E
I-F mini

12
0

М-1486* Россия, Татарстан, 2011 Внешняя среда – – I-E
I-F mini

29
1

М-1487* Россия, Татарстан, 2011 Внешняя среда – – I-E
I-F mini

15
0

М1516VTZY01 Россия, Калмыкия, 2012 Внешняя среда – – I-F
I-C

58
54

М1517VTZZ01 Россия, Калмыкия, 2012 Внешняя среда – – I-E 23

М-1525* Россия, Калмыкия, 2012 Внешняя среда – – I-F mini 10

М1526VUAA01 Россия, Калмыкия, 2012 Внешняя среда – – I-F
I-C

58
54

29VUAB01 Россия, Калмыкия, 2013 Внешняя среда – – I-E 7

М-1543* Россия, Калмыкия, 2017 Внешняя среда – – I-E
I-F mini

29
1

136VTLK01 Россия, Калмыкия, 2018 Внешняя среда – – I-E
I-F mini

8
3

Примечание. В надстрочном индексе штаммов указан код доступа в NCBI GenBank. *Штаммы, секвенированные в данной работе. 
«–» — ген(ы) не обнаружен(ы); int — структура гена соответствует референс-штамму V. cholerae N16961 О1 El Tor. **Присутствие 
CRISPR–Cas-системы установлено ранее [20].

Окончание таблицы
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ной системе отсутствует ген cas3. Два штамма — 
V.  cholerae М1320 и 617 — имели тип III, подтип 
III-В (cmr1, cas10, cmr3, cmr4, cmr5, cmr6, csx23, 
cas6f; таблица, рисунок, д). 

Нетоксигенные ctxА–tcpА–-штаммы с CRISPR–
Cas-системой распространены в России достаточно 
широко. Данные штаммы выделялись в разные го-
ды на территории республик Татарстан, Дагестан, 
Башкирия, Мордовия, Калмыкия, а также Астра-
ханской, Саратовской областей и Пермского края 
(таблица).

Следующий этап работы был посвящён вы-
явлению спейсеров. Они присутствовали практи-
чески во всех системах, их количество варьиро-
вало от 1 до 80, при этом наибольшее количество 
спейсеров обнаружено в системе I-E. Исключе-
ние составили 4 штамма, содержащие систему I-F 
mini, в которой спейсеры отсутствовали (таблица).  
У штамма М-988 из-за некачественной полногеном-
ной нуклеотидной последовательности, представ-
ленной в GenBank, достоверно идентифицировать 
спейсеры не удалось. Выявленные спейсеры были 
гомологичны протоспейсерным последователь-

ностям ДНК большого количества литических и 
умеренных фагов, а также плазмид и транспозона 
V.  cholerae (фаги: O395, VPUSM 8, K139, K491, 
K571, K575, VcP032, Kappa, Rostov 7, X29, phi 2, 
JSF1, JSF2, JSF4, JSF5, JSF6, JSF13, JSF14, JSF17, 
VMJ710, Rostov M3, CP-T1, 24, vB_VchM-138, vB_
VchM_VP-3213, Ch457, E8498, fs1, fs2, Vb_VaM_
Valp1, ICP1, VRU, VP24-2_Ke, VMJ710, VcP032, 
VEJphi, VSK, VSKK, ND1-fs1, KSF-1phi, VGJphi, 
1.178.O._10N.286.45.E12, 1.028.O._10N.286.45.B6, 
1.159.O._10N.261.46.F12, martha 12B12, jenny 12G5, 
vB_Vipa26, vB_Vipa10, vB_Vipa4291, vB_Vipa71, 
vB_VpS_PG07, Zoerhiza.4_15, 13VV501A, 6E35-1b, 
D481, D483, D485, D491s, D527, VaK; плазмиды: 
HDW18, pSA7G1, pSA7G2; транспозон Tn7005). 
Кроме того, обнаружены спейсеры, гомологичные 
нуклеотидным последовательностям фагов и плаз-
мид представителей рода Vibrio (V. alginolyticus, 
V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. fluvialis,  
V. furnissii, V. nigripulchritudo, V. metschnikovii), а так-
же неродственных видов бактерий (Klebsiella sрp., 
Escherichia sрp., Salmonella sрp., Shigella, Shewanella 
algae, Xanthomonas, Stenotrophomonas). Стоит от-

а

Cas3 Cas7 CRISPR: I-E

CRISPR: I-C

CRISPR

CRISPR

Cas1

Cas2Cas5Cas6Cas8e

Cas8c

Cas7

Cas1

Cas6f

Cmr1gr7 Cmr3gr5 Cmr5gr11 Csx23

Cas7f

Cas10 Cmr4 Cmr6 Cas6f

TniQ

Cas8f

Cas8f Cas7f

Cas3-Cas2 Cas5f Cas6f

Cas1 6

7 9

8 10

Cas4 Cas2

Cse2gr11

б

в

г

д

Структура CRISPR–Cas-систем изученных ctxAB–tcpA–-штаммов V. cholerae О1 El Tor. 
а — канонический подтип I-E, присутствующий в штамме V. cholerae 29; б — подтип I-C штамма V. cholerae М1526; в — подтип I-F 

штамма V. cholerae 617; г — подтип I-F mini штамма V. cholerae M1426; д — подтип III-B штамма V. cholerae М1320. Чёрными верти-
кальными линиями справа отмечены спейсеры (CRISPR).
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метить наличие в некоторых штаммах (V.  cholerae 
102, М1428, М1431, М1443, М1444, М1457, М1460, 
М1486) спейсеров, идентичных участкам ДНК фага 
ICP1 (самый распространённый на эндемичных тер-
риториях бактериофаг), выделенного в разные годы 
в Демократической Республике Конго и Бангладеш. 

Таким образом, в геноме изученных нетокси-
генных штаммов V. cholerae О1 El Tor выявлены сле-
дующие антифаговые системы: рестрикции–моди-
фикации I типа (ctxAB–tcpA+), CBASS (ctxAB–tcpA+  
и ctxAB–tcpA–) и CRISPR-Cas 1-го класса  
(ctxAB–tcpA–).

Обсуждение
Учитывая, что нетоксигенные штаммы 

V. cholerae О1 El Tor циркулируют в открытых во-
доёмах, которые являются и местом обитания раз-
личных видов холерных фагов, ожидалось, что в 
их геноме будет обнаружено большое количество 
антифаговых систем. Однако в данных штаммах 
отсутствуют антифаговые острова PLE, BREX и 
DISARM-системы. У ctxAB–tcpA–-штаммов не выяв-
лены системы рестрикции–модификации I типа, ко-
торые обнаружены в геноме ctxAB–tcpA+-штаммов. 
Гены системы CBASS присутствуют у единичных 
штаммов обеих групп. В то же время 35 изучен-
ных клинических и выделенных из водной среды 
на различных территориях России и сопредельных 
стран ctxAB–tcpA–-штаммов содержат CRISPR–Cas- 
систему 1-го класса типов I и III, которая отсут-
ствует в ctxAB–tcpA+-изолятах. При этом подтипы 
I-С и III-В выявлены в единичных штаммах. В то 
же время 57% штаммов имеют канонический тип 
системы I-E. Наши данные подтверждают ранее 
полученные сведения при анализе штаммов, цирку-
лирующих на эндемичной территории, о широком 
распространении системы I-E среди нетоксигенных 
штаммов V. cholerae [20]. Ряд авторов высказывают 
предположение о том, что стабильное сохранение 
структуры системы I-E обусловлено тем, что она 
расположена на геномном острове GI-24 и перенос 
её в другие штаммы происходит только в составе 
указанного мобильного генетического элемента [20, 
22]. Некоторые штаммы включали также полноцен-
ную систему I-F, которая входит в состав недавно 
обнаруженного острова патогенности VPI-6 (Vibrio 
Pathogenicity Island), способного, как и GI-24, це-
ликом вырезаться из хромосомы и переноситься  
в другие клетки [23]. В то же время бóльшая часть 
штаммов имела систему I-F mini, у которой рядом 
с локусами генов cas расположен ген tniQ, ответ-
ственный за продукцию транспозазы. Согласно 
данным литературы, подобные системы ассоции-
рованы с Tn7-транспозоном [20]. Учитывая отсут-
ствие в данной системе гена cas3, кодирующего хе-
ликазу-нуклеазу, можно предположить, что I-F mini 
является нефункциональной. 

Поскольку новые спейсеры внедряются пре-
имущественно в 5’-области системы, CRISPR 
представляет собой хронологическую запись 
взаимодействия бактерии с мобильными генети-
ческими элементами. В связи с этим наличие у 
ряда штаммов спейсеров, гомологичных генети-
ческому материалу фага ICP1, циркулирующему 
на эндемичных территориях, может указывать на 
завозной характер данных штаммов. Также оче-
видно, что, защищая V.  cholerae от хищничества 
холерных фагов, а также фагов других бактерий, 
CRISPR–Cas-система повышает выживаемость не-
токсигенных штаммов во внешней среде. Возмож-
но, её присутствие является одним из механизмов 
длительной циркуляции нетоксигенных штаммов 
в воде открытых водоёмов. 

Таким образом, изученные нетоксигенные 
ctxAB–tcpA+- и ctxAB–tcpA–-штаммы V. cholerae О1 
El Tor, выделяемые на территории России и сопре-
дельных стран, лишены ряда мобильных генетиче-
ских элементов с антифаговыми локусами (остро-
ва PLE, ICE SXT элементы c системами BREX и 
DISARM). В то же время в геноме ctxAB–tcpA+-штам-
мов выявлена система рестрикции–модификации  
I типа, у одного штамма — CBASS (ctxAB–tcpA+ и  
ctxAB–tcpA–) и CRISPR–Cas 1-го класса  
(ctxAB–tcpA–).

Заключение
В результате проведённых исследований уста-

новлена гетерогенность изученных нетоксигенных 
штаммов V.  cholerae О1 El Tor, циркулирующих 
на территории России и сопредельных стран, по 
наличию антифаговых систем, расположенных на 
мобильных генетических элементах, что расширя-
ет сведения об их генетической организации. Уста-
новлено, что 80% изученных ctxАВ–tcpА+-штаммов 
содержат систему рестрикции–модификации I ти-
па, которая не обнаружена у ctxАВ–tcpА–-штаммов. 
Единичные штаммы (1 ctxАВ–tcpА+ и 3 ctxАВ–tcpА–) 
имеют систему CBASS, при этом у ctxАВ–tcpА+-и-
золята она является интактной и соответству-
ет токсигенному референс-штаммму V.  cholerae 
N16961 О1 El Tor. В геноме 32% исследованных 
ctxАВ–tcpА–-штаммов выявлена CRISPR–Cas-си-
стема 1-го класса типов I (подтипов I-E, I-F, I-F 
mini, I-C) и III (подтип III-В), отсутствующая у 
ctxАВ–tcpА+-штаммов. При этом наиболее распро-
странённой (57%) является каноническая систе-
ма подтипа I-E. Присутствие нескольких типов 
и подтипов CRISPR–Cas-системы в геноме ряда 
штаммов может указывать на её неоднократное 
приобретение данными изолятами посредством 
горизонтального переноса. Анализ спейсеров в 
CRISPR-кассете позволяет выявлять нетоксиген-
ные штаммы V.  cholerae О1 El Tor, завезённые  
с эндемичных по холере территорий.
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