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ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ДЕТЕКЦИИ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ДЕТЕРМИНАНТ  
VIBRIO CHOLERAE В СИСТЕМЕ МОНИТОРИНГА ВИБРИОФЛОРЫ ВОДНЫХ ОБЪЕКТОВ
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Цель – оценка эффективности применения ПЦР-скрининга генетических детерминант Vibrio cholerae в пробах 
из поверхностных водоемов для оптимизации системы микробиологического мониторинга холеры. Материалы 
и методы. Исследование проводилось в рамках мониторинга вибриофлоры поверхностных водоемов Иркутска. 
Дизайн исследования предусматривал: 1) ПЦР-скрининг генетических детерминант V. cholerae в обогащенных на 
питательных средах (1 % пептонная вода) пробах из поверхностных водоемов в период мониторинга (824 пробы); 
2) изучение динамики накопления ДНК V. cholerae при исследовании в ПЦР проб из поверхностных водоемов 
в процессе культивирования на средах обогащения (16 проб в динамике); 3) экспериментальное исследование 
детектируемых концентраций холерного вибриона в пробах из поверхностных водоемов. Проводилась индика-
ция видоспецифических (hlyA, toxR) и серогруппоспецифических (wbeT, wbfR) детерминант V. cholerae в ПЦР 
c гибридизационно-флуоресцентной и электрофоретической детекцией. Результаты и обсуждение. На первом 
этапе установлено, что удельный вес положительных по результатам ПЦР-скрининга проб (33,9 %) превысил 
процент положительных проб при бактериологическом исследовании (19,3 %) (t=6,6; p<0,01). При оценке ди-
намики накопления ДНК зарегистрировано снижение порогового цикла (Ct) в 1,2–5,2 раза, свидетельствующее 
о нарастании концентрации холерного вибриона и доказывающее выявление при ПЦР-скрининге генетических 
детерминант жизнеспособных форм микроорганизма. Расширенное исследование ПЦР-положительных бакте-
риологически отрицательных проб позволило дополнительно выделить четыре культуры V. cholerae. Однако в 
эксперименте с искусственно контаминированными холерным вибрионом образцами воды, в отличие от анализа 
обогащенных нативных проб, не выявлено различий чувствительности ПЦР-скрининга и бактериологического 
анализа, что может быть обусловлено особенностями метаболизма и адаптации микроорганизма в разных усло-
виях среды. Результаты комплексного исследования свидетельствуют об эпидемиологической эффективности 
ПЦР-скрининга, что дает основание рекомендовать его применение в лабораториях федерального, регионального 
и территориального уровней при мониторинговых исследованиях вибриофлоры проб из объектов окружающей 
среды после их предварительного обогащения на жидких питательных средах. 
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Abstract. Objective of the study was to assess the effectiveness of PCR screening of Vibrio cholerae genetic deter-
minants in samples from surface water reservoirs for optimization of the cholera microbiological monitoring system. 
Materials and methods. The study was carried out as a part of the vibrioflora monitoring in surface water bodies in 
Irkutsk city. The study design included: 1) PCR screening of V. cholerae genetic determinants in nutrient-enriched (1 % 
peptone water) samples from surface water reservoirs during the monitoring period (824 samples); 2) studying of the 
V. cholerae DNA accumulation dynamics applying PCR assay of the samples from surface water reservoirs during culti-
vation on the enriched media (16 samples in dynamics); 3) experimental study of the detected V. cholerae concentrations 
in samples from surface water reservoirs. Species-specific (hlyA, toxR) and serogroup-specific (wbeT, wbfR) V. cholerae 
determinants were indicated in PCR with hybridization-fluorescent and electrophoretic detection. Results and discus-
sion. At the first stage it was found that the proportion of the positive samples through PCR screening (33.9 %) exceeded 
the percentage of the positive samples in bacteriological examination (19.3 %) (t=6.6; p<0,01). In the assessment of DNA 
accumulation dynamics, a decrease in the threshold cycle (Ct) by 1.2–5.2 times was recorded, indicating an increase in 
the V. cholerae concentration and proving the detection of genetic determinants of viable forms during PCR screening. 
An extended study of PCR-positive but bacteriologically negative samples made it possible to additionally isolate 4 
V. cholerae cultures. However, there were no differences in the sensitivity of PCR screening and bacteriological analysis 
in the experiment with water samples artificially contaminated with V. cholerae unlike the analysis of the enriched native 
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Концепция эпидемиологического надзора за 
холерой на территории Российской Федерации в ка-
честве одной из основных задач микробиологиче-
ского мониторинга предусматривает своевременное 
обнаружение возбудителя в клиническом материале 
при обследовании контингентов риска или в объек-
тах окружающей среды. Актуальность мониторинга 
вибриофлоры объектов окружающей среды опреде-
ляется известной способностью холерного вибриона 
сохраняться и накапливаться в поверхностных во-
доемах, обусловливая потенциальный риск развития 
вспышек водного характера при заносе эпидемиче-
ски опасного варианта Vibrio cholerae О1 или О139, 
что неоднократно подтверждено при расследовании 
эпидосложнений по холере в РФ на современном 
этапе седьмой пандемии [1–3]. Кроме того, есть дан-
ные о роли в инфекционной патологии человека не-
токсигенных V. cholerae как О1 серогруппы, так и 
неО1/О139 серогрупп [4–8], обнаруживаемых в по-
верхностных водоемах [9]. 

Действующими нормативно-методическими 
документами по лабораторной диагностике холе-
ры при мониторинге объектов окружающей среды 
предусмотрено проведение только бактериологи-
ческого анализа по стандартной схеме. Однако на 
современном этапе развития технологий очевидна 
необходимость оптимизации и повышения эффек-
тивности мониторинговых исследований с интегра-
цией молекулярно-генетических подходов к инди-
кации возбудителя [10–12]. Значимая роль в этом 
плане отводится быстрым диагностическим тестам, 
позволяющим получить оперативную информацию 
о присутствии возбудителя в пробе [13]. Высокая 
чувствительность, специфичность, скорость и про-
стота выполнения, доступность ПЦР определили ее 
широкое внедрение в клиническую лабораторную 
диагностику инфекционных болезней и в систему 
мониторинга патогенов в объектах окружающей 
среды. Эффективность применения ПЦР обуслов-
лена в том числе возможностью детекции низких 
концентраций возбудителя в исследуемом материа-
ле и индикации некультивируемых форм микро-
организмов.

Цель – оценка эффективности применения 
ПЦР-скрининга генетических детерминант V. cho-
lerae в пробах из поверхностных водоемов для опти-
мизации системы микробиологического мониторин-
га холеры.

Материалы и методы

Исследование проводилось в рамках много-
летнего мониторинга вибриофлоры поверхностных 
водоемов Иркутска. Дизайн исследования предусма-
тривал три этапа:

- первый – ПЦР-скрининг генетических детер-
минант холерного вибриона в обогащенных на пита-
тельных средах (1 % пептонная вода: первая – 1 пв и 
вторая – 2 пв) пробах из поверхностных водоемов в 
течение семи лет в период ежегодного мониторинга 
(июль–август);

- второй – изучение динамики накопления ДНК 
V. cholerae при исследовании в ПЦР проб из поверх-
ностных водоемов в процессе культивирования на 
средах обогащения;

- третий – экспериментальное определение де-
тектируемых в ПЦР и при бактериологическом ана-
лизе концентраций холерного вибриона в пробах из 
поверхностных водоемов. 

На первом этапе исследования бактериологи-
ческий анализ проб воды и ила проводился в соответ-
ствии с МУК 4.2.2218-07 «Лабораторная диагности-
ка холеры». Пробы на 1 пв инкубировались в течение 
18 ч с добавлением теллурита калия, на 2 пв – 6 ч без 
добавления ингибиторов сопутствующей микрофло-
ры. По окончании указанного времени инкубации 
объединенные пробы со сред обогащения из каждой 
стационарной точки исследовались в ПЦР. При под-
готовке объединенной пробы одной стационарной 
точки отбирали по 500 мкл с 1 и 2 пв из пробы воды 
и по 250 мкл с 1 и 2 пв из пробы ила, общий объем 
пробы – 1500 мкл. Всего за семилетний период про-
веден анализ 824 объединенных проб. 

На втором этапе исследованию в ПЦР подвер-
гались пробы из поверхностных водоемов в процес-
се обогащения на питательных средах в динамике – 

samples. It can be determined by the metabolism and adaptation peculiarities of the microorganism in different environ-
mental conditions. The results of the integrated study indicate the epidemiological effectiveness of PCR screening which 
gives grounds to recommend its application in monitoring studies of vibrioflora from environment after preliminary 
enrichment on liquid nutrient media in the work of federal, territorial, and regional laboratories.

Key words: Vibrio cholerae, epidemiological surveillance, monitoring, surface water bodies, molecular-genetic ana-
lysis, PCR screening.
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отдельно 1 пв и 2 пв в указанные выше регламенти-
рованные нормативно-методическими документами 
сроки, а также 2 пв с пролонгированной инкубацией 
(9 ч и 24 ч) и третья пептонная вода (3 пв). Объем 
пробы с каждой среды обогащения – 1500 мкл. 

Экспериментальная оценка чувствительности 
бактериологического метода и молекулярно-гене-
тического скрининга на третьем этапе исследо-
вания проводилась с искусственно контаминиро-
ванными штаммом холерного вибриона (V. cholerae 
О1 El Tor 1-17, генотип wbeT+ hlyА+ tcpА– ctxА–) 
пробами воды, отобранными в одной из стацио-
нарных точек поверхностного водоема Иркутска 
в летний период. С этой целью во флаконы с во-
дой, основным пептоном и теллуритом калия вно-
силась взвесь культуры V. cholerae O1 El Tor 1-17 
до конечной концентрации 100 мк/мл, 10 мк/мл,  
1 мк/мл, 1 мк/10 мл, 1 мк/25 мл, 1 мк/50 мл, 
1 мк/100 мл, 1 мк/150 мл, 1 мк/300 мл. Бактериоло-
ги чес кий анализ проводился в соответствии с 
МУК 4.2.2218-07 «Лабораторная диагностика хо-
леры», в ПЦР исследовались 1 пв и 2 пв в объеме 
1500 мкл каждой среды обогащения. 

Подготовка препаратов ДНК. Пробы со сред 
обогащения центрифугировались при 12000 об/мин 
10 мин с последующим ресуспендированием осадка 
в 100 мкл 0,85 % NaCl. Подготовленные таким об-
разом пробы использовались для экстракции ДНК с 
применением набора «РИБО-преп».

Постановка ПЦР. Детекция видоспецифи-
ческих и серогруппоспецифических детерминант 
V. cholerae осуществлялась в ПЦР c применением за-
регистрированной тест-системы «АмплиСенс®Vib-
rio cholerae-FL» с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией (гены wbeT, wbfR, hlyA – ПЦР-смесь-1-FRT 
V. cholerae тип) и/или разработанной в Иркутском 
научно-исследовательском противочумном инсти-
туте тест-системы для выявления V. cholerae O1 и 
O139 (wbО1, wbО139, toxR) с электрофоретическим 
учетом результатов. 

Секвенирование фрагментов гена wbО139 вы-
полнялось с использованием набора ABI Prism 
Big Dye v.3.1 Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit на ДНК-анализаторе ABIPrism 3500 
GeneticAnalyzer [14].

Определение таксономической принадлежно-
сти выделенных культур проводилось по комплексу 
стандартных биохимических и серологических те-
стов, а также масс-спектрометрически. 

Результаты и обсуждение

Иркутская область относится к IIIА типу по 
эпидемическим проявлениям холеры, соответствен-
но, мониторинг вибриофлоры поверхностных во-
доемов на территории осуществляется ежегодно в 
июле – августе. В поверхностных водоемах области 
в летний период в отдельные годы обнаруживаются 
нетоксигенные V. cholerae О1, О139 серогрупп или 
V. cholerae R-варианта. Так, за период наблюдения с 
начала 70-х гг. прошлого столетия из объектов окру-
жающей среды Иркутской области (преимуществен-
но Иркутска) изолировано 280 штаммов холерного 
вибриона О1 серогруппы и R-варианта. Кроме того, 
ежегодно в определенных участках водоемов, обо-
значенных как «участки риска», обнаруживаются 
вибрионы неО1/О139 серогрупп. 

В рамках мониторинга объектов окружающей 
среды Иркутска в течение семи лет осуществлялась 
оценка эффективности применения ПЦР-скрининга 
генетических детерминант холерного вибриона в 
пробах из поверхностных водоемов в ходе бактерио-
логического анализа (первый этап исследования). 
Учитывая указанные выше данные по обнаружению 
холерного вибриона на территории, а также необ-
ходимость получения при проведении скрининга 
первичной информации о присутствии вибриона в 
водоеме, в качестве генетических мишеней выбраны 
детерминанты О1/О139 серогрупп и видоспецифи-
ческие гены (hlyA, toxR). 

При анализе результатов первого этапа исследо-
вания установлено, что одновременное обнаружение 
в ПЦР детерминант О1 серогруппы и видоспецифи-
ческого гена (hlyA или toxR) наблюдалось в 11 слу-
чаях, и лишь в 8 из них эти данные подтверждены 
бактериологически выделением культуры V. cholerae 
О1 серогруппы. Что касается видоспецифических 
детерминант, то их детекция в ПЦР в 268 пробах со-
провождалась выделением 151 штамма V. cholerae 
nonО1/О139 (табл. 1).

Следует отметить, что выделение культур 
V. cholerae nonО1/О139 при отрицательном результа-
те ПЦР на наличие видоспецифического гена имело 
место только в двух случаях. При изучении указан-
ных культур V. cholerae nonО1/О139 установлено от-
сутствие амплификации фрагмента видоспецифиче-
ского гена hlyA, что и обусловило отрицательный ре-
зультат тестирования в ПЦР сред обогащения. Этот 
факт определяет необходимость разработки и вне-

Таблица 1 / Table 1

Результаты ПЦР-скрининга проб из объектов окружающей среды на этапе бактериологического анализа
Results of environmental sample screening using PCR at the stage of bacteriological analysis

Количество исследованных проб
Number of samples examined

Количество положительных в ПЦР проб
Number of PCR-positive samples

Количество бактериологически подтвержденных проб
Number of bacteriologically confirmed samples

wbeТ/wbO1 wbfR/wbO139 hlyА/toxR V. cholerae O1 V. cholerae O139 V. cholerae  
nonO1/О139

824 11 20 279 8 0 151
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дрения тест-систем, позволяющих выявлять универ-
сальные видоспецифические гены-мишени, присут-
ствующие в геноме всех представителей V. cholerae.

Интерес представляет обнаружение на про-
тяжении трех лет в пробах воды одной из стацио-
нарных точек (р. Ангара, Шишиловская протока) 
гена, детерминирующего биосинтез О139 антиге-
на, одновременно с геном toxR. Однако ни в одном 
случае этот результат не был подтвержден бактери-
ологически. Для исключения ложноположительных 
результатов проведено определение нуклеотидной 
последовательности обнаруженного в ПЦР ампли-
кона wbО139. Анализ секвенированных фрагмен-
тов гена показал их максимальное сходство (на 
94–96 %) с депонированными в GenBank нуклео-
тидными последовательностями гена, отвечающего 
за синтез O-антигена, у штаммов холерного вибри-
она О139 серогруппы – V. cholerae О139 серогруп-
пы MO45 (№ AB012956) и V. cholerae O139 AI-1837 
(№ Y07786). Последовательностей с более высоким 
уровнем гомологии в международных базах данных 
не выявлено. 

В целом удельный вес положительных по резуль-
татам молекулярно-генетического скрининга проб 
(33,9 %) превысил процент положительных проб при 
бактериологическом исследовании (19,3 %) (t=6,6; 
p<0,01). Высокий процент ПЦР-положительных 
предварительно обогащенных проб в сравнении с 
результатами бактериологического исследования 
может свидетельствовать о присутствии в образцах 
низких концентраций искомого микроорганизма, 
находящихся за пределами чувствительности бак-
териологического метода. Не исключено также на-
личие в пробах вариантов V. cholerae в некультиви-
руемом состоянии или персистирующей форме со 
сниженной метаболической активностью [15–17], не 
способных к росту на плотных питательных средах. 
Так, на примере исследования реверсии некультиви-
руемых форм Salmonella typhimurium в вегетативное 
состояние показано, что рекультивация на жидких 
питательных средах – достаточно длительный про-
цесс и может занимать до 2–3 сут [18]. Существует 
вероятность того, что кратковременного пребывания 
холерного вибриона на среде накопления оказыва-
ется недостаточно для восстановления способности 
форм со сниженной метаболической активностью к 
росту на плотных питательных средах в условиях ла-
боратории.

С учетом этого на втором этапе исследования 
проведена оценка динамики накопления ДНК холер-
ного вибриона на 1 пв и 2 пв (условно обозначенная 
как стандартная схема), а также возможности обна-
ружения V. cholerae при увеличении срока инкубации 
на среде обогащения и введения в схему анализа 3 пв 
для ПЦР-положительных бактериологически отрица-
тельных проб (условно обозначенная как расширен-
ная схема). Исследование проводили в рамках мони-
торинга поверхностных водоемов Иркутска в начале 
эпидсезона 2017 г. (июль) в течение трех недель.

В результате все включенные в эксперимент 
исследуемые по стандартной схеме пробы (n=16) 
оказались ПЦР-позитивными, а культуры холерного 
вибриона неО1/О139 серогрупп выделены только из 
девяти. В тестирование по расширенной схеме было 
включено 13 проб, поскольку на третьей неделе экс-
перимента из нее исключались пробы, в которых 
V. cholerae nonО1/О139 обнаружен по стандартной 
схеме. С применением расширенной схемы V. chole-
rae nonО1/О139 выделен дополнительно в четырех 
пробах (табл. 2). 

Во всех случаях обнаружения в ПЦР детерми-
нант холерного вибриона зарегистрировано сниже-
ние порогового цикла (Ct) в 1,2–5,2 раза в динами-
ке, свидетельствующее о нарастании концентрации 
холерного вибриона в пробах при инкубации на 
средах обогащения и доказывающее выявление при 
ПЦР-скрининге генетических детерминант жизне-
способных форм микроорганизма. Как было отме-
чено выше, в четырех пробах культура V. cholerae 
nonО1/О139 выделена только при задействовании 
расширенной схемы – с 3 пв, исследование которой 
проводилось при установлении факта снижения Ct 
на 2 пв в сравнении с 1 пв (рис. 1). В одном случае 
(4т_3 нед) при исследовании пробы по стандартной 
схеме культура V. cholerae nonО1/О139 была выде-
лена только из ила, а по расширенной схеме – из ила 
и воды. 

В трех пробах выявление сигнала в ПЦР и сни-
жение Ct в динамике не сопровождалось выделени-
ем культуры ни по стандартной, ни по расширенной 
схеме (рис. 1). Следует сказать, что все эти пробы 
демонстрировали отрицательный результат ПЦР 
при исследовании 1 пв и достаточно поздние циклы 
с 2 пв после инкубации 6 ч – 30,53; 29,15; 28,1. Тем 
не менее при исследовании их в динамике просле-
живается снижение порогового цикла ПЦР на 2 пв 
с пролонгированной инкубацией и на 3 пв, что дает 
основание судить о нарастании концентрации холер-
ного вибриона в пробах. Отсутствие выделения куль-
туры холерного вибриона в этих случаях может быть 
связано как с низкой его исходной концентрацией в 
пробе, так и с невозможностью быстрой адаптации 
микроорганизма к культивированию в лабораторных 
условиях в начале периода мониторинга. В пользу 
второго утверждения можно отнести факт обнару-
жения в более поздние сроки мониторинга (третья 
неделя эксперимента) культуры V. cholerae nonО1/
О139 при регистрации в ПЦР порогового цикла на 
уровне 18,87. 

Апробированная расширенная схема исследо-
вания для ПЦР-положительных бактериологически 
отрицательных проб применялась далее при мони-
торинге поверхностных водоемов в 2017 г. В данный 
сезон имело место длительное выделение V. chole-
rae О1 серогруппы из одной стационарной точки 
г. Иркутска – реки Ушаковки (точка № 4). Первые 
две культуры были выделены 07.08.2017 из стацио-
нарной точки при положительном результате ПЦР-
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исследования сред обогащения с установленной ди-
намикой нарастания концентрации ДНК в образце из 
2 пв по сравнению с 1 пв (рис. 2). Далее при увели-
чении кратности отбора проб и расширении переч-
ня точек продолжалось выделение культур V. chole-
rae О1 как из стационарной точки, так и из ряда до-
полнительных. В этот период во всех случаях при 
получении положительного результата в ПЦР со сред 
обогащения на наличие детерминант О1 серогруппы 
и видоспецифического гена изолированы культу-
ры V. cholerae О1. Однако позднее в одной из проб 
(т. 4Г, 18.08) при положительном результате ПЦР с 
1 пв и 2 пв колонии, морфологически сходные с хо-
лерным вибрионом, не обнаружены. С учетом этого 
применена расширенная схема – пересев на 3 пв, в 
высевах из которой обнаружен холерный вибрион 
О1 серогруппы – V. cholerae O1 10-17 (рис. 2).

Полученные результаты оценки эффективности 
ПЦР-скрининга ставят вопрос о пределе чувствитель-
ности молекулярно-генетической детекции детерми-
нант холерного вибриона в обогащенных пробах из 
поверхностных водоемов и бактериологического ме-
тода. С этой целью проведен эксперимент по лабо-
раторному заражению отобранных из поверхностных 

Таблица 2 / Table 2

Результаты ПЦР-скрининга и бактериологического исследования сред накопления в динамике
Results of PCR screening and bacteriological investigation of accumulation media in dynamics

№ точки
Point No 

ПЦР (Ct)
PCR (Ct) БИ

BI

ПЦР (Ct)
PCR (Ct) БИ

BI1 пв
1 pw*

2 пв_6 ч
2 pw_6 h

2 пв_9 ч
2 pw_9 h

2 пв_24 ч
2 pw_24 h

3 пв
3 pw

Первая неделя 
First week

1 – 29,15 – 20,31 19,21 17,8 –

2 13,41 11,98 – 12,31 7,56 6,04 V. cholerae nonО1/О139

3 8,26 5,11 V. cholerae nonО1/О139 3,57 4,77 4,41 V. cholerae nonО1/О139

4 – 30,53 – 18,51 12,61 18,01 –

5 12,91 10,92 V. cholerae nonО1/О139 5,74 6,43 3,14 V. cholerae nonО1/О139

9 11,85 4,69 V. cholerae non1/О139 3,38 5,2 3,02 V. cholerae nonО1/О139

9а 15,48 6,81 V. cholerae nonО1/О139 8,69 5,83 2,95 V. cholerae nonО1/О139

Вторая неделя
Second week

2 – 28,1 – нп / ns 22,51 24,53 –

3 11,36 6,72 V. cholerae nonО1/О139 нп / ns 3,77 3,69 V. cholerae nonО1/О139

5 – 11,78 – нп / ns 6,71 7,16 V. cholerae nonО1/О139

Третья неделя
Third week

1 16,51 10,29 V. cholerae nonО1/О139 нп / ns нп / ns нп / ns нп / ns

2 10,9 4,46 V. cholerae nonО1/О139 нп / ns нп / ns нп / ns нп / ns

3 14,16 9,14 V. cholerae nonО1/О139 нп / ns нп / ns нп / ns нп / ns

4 22,48 18,87 V. cholerae nonО1/О139 нп / ns 11,87 14,38 V. cholerae nonО1/О139

5 19,99 13,74 – нп / ns 10,11 9,66 V. cholerae nonО1/О139

9а 18,77 14,48 – нп / ns 10,56 11,08 V. cholerae nonО1/О139

П ри мечан и е :  БИ – бактериологическое исследование; нп – исследование не проводилось. 

N o te :  BI – bacteriological investigation; ns – not studied; * – peptone water (pw). 

Рис. 1. Динамика изменения Ct в пробах с выделением культу-
ры V. cholerae nonО1/О139 с 3 пв (2т_1 нед, 5т_2 нед, 5т_3 нед, 
9ат_3 нед) и без выделения V. cholerae nonО1/О139 (1т_1 нед, 
4т_1 нед, 2т_2 нед)

Fig. 1. Dynamics of Ct variation in samples with V. cholerae nonО1/
О139 culture isolation from 3 pw (2t_1 week, 5t_2 week, 5t_3 week, 
9at_3 week) and without culture isolation (1t_1 week, 4t_1 week, 
2t_2 week)
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водоемов проб воды взвесью штамма V. cholerae O1 
El Tor 1-17 в разных концентрациях. В трех сериях 
эксперимента установлено, что положительный ре-
зультат ПЦР со сред накопления во всех случаях со-
провождался выделением культуры холерного вибри-
она из контаминированной пробы. При этом вибрион 
и его генетические детерминанты обнаруживались 
в разведении до 1 м.к./50 мл пробы во всех сериях 
эксперимента, в разведении 1 м.к./100 мл – в двух 
сериях из трех, в остальных разведениях результаты 
тестирования были отрицательными. Таким образом, 
при исследовании искусственно контаминированных 
штаммом V. cholerae О1 проб воды не установлено 
различий чувствительности двух методов обнаруже-
ния холерного вибриона. 

Расхождение результатов исследования искус-
ственно контаминированных холерным вибрионом 
проб воды и обогащенных на питательных средах 
нативных проб из поверхностных водоемов обу-
словлено, по всей вероятности, особенностями ме-

таболизма и адаптации микроорганизма в разных 
условиях среды. Следует отметить, что в рамках дан-
ного исследования максимальное количество ПЦР-
положительных проб с бактериологическим под-
тверждением приходится на V. cholerae nonО1/О139. 
Вибрионы неО1/О139 серогрупп обнаруживаются 
ежегодно в участках риска водоемов Иркутска и ха-
рактеризуются широким генетическим разнообрази-
ем, и есть основания полагать, что они относятся к 
аутохтонной микрофлоре водных объектов. С учетом 
природно-климатических особенностей территории 
в качестве одной из стратегий адаптации и сохране-
ния V. cholerae nonО1/О139 в межсезонный период 
может рассматриваться их переход в некультивируе-
мое состояние с последующей поэтапной реверсией 
в вегетативные формы при оптимальных параме-
трах среды (повышение температуры, увеличение 
количества питательных веществ и т.д.). Известно, 
что возможность реверсии в вегетативную форму и 
обнаружения микроорганизмов рода Vibrio в окру-

Рис. 2. Схема расположения стационарных и дополнительных точек отбора проб из р. Ушаковки (Иркутск, 2017 г.) и динамика резуль-
татов ПЦР в сравнении с бактериологическим анализом:
1 пв – первая среда обогащения (пептонная вода); 2 пв – вторая среда обогащения (пептонная вода); 3 пв – третья среда обогащения (пептонная вода); 
(1+2) пв – объединенная проба первой и второй сред обогащения; БИ – бактериологическое исследование

Fig. 2. Diagram of stationary and additional sampling points from the Ushakovka river (Irkutsk, 2017) and dynamics of PCR results in com-
parison with bacteriological analysis:
1 pw – the first enrichment medium (peptone water); 2 pw – the second enrichment medium (peptone water); 3 pw – the third enrichment medium (peptone 
water); (1+2) pw – combined sample of the first and the second enrichment media; BI – bacteriological investigation
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жающей среде коррелирует с температурой воды, 
концентрацией биогенных веществ в водоеме, чис-
ленностью фито- и зоопланктона [17, 19, 20].

В начале летнего сезона, когда не достигнут 
температурный и субстратный оптимум, вибрионы 
в водоемах могут существовать в покоящейся или 
переходной формах, для восстановления способ-
ности к росту которых, возможно, требуются более 
длительные условия культивирования. Кроме того, 
пребывание в водной окружающей среде и культи-
вирование холерного вибриона в лабораторных ус-
ловиях связаны с необходимостью утилизации раз-
личных субстратов для обеспечения жизнедеятель-
ности микроорганизма, что требует переключения 
метаболических процессов в клетке. Указанными 
причинами можно объяснить обнаружение вибрио-
нов в пробах воды при увеличении сроков культи-
вирования и введении дополнительных пассажей на 
питательных средах. 

В целом результаты комплексного исследования 
дают основание рекомендовать проведение ПЦР-
скрининга в лабораториях федерального, региональ-
ного, а также территориального (имеющих разреше-
ние на работу с микроорганизмами II группы пато-
генности) уровней при мониторинговых исследова-
ниях вибриофлоры проб из объектов окружающей 
среды после их предварительного обогащения на 
жидких питательных средах. Эпидемиологическая 
эффективность такого подхода заключается в опера-
тивном получении информации о присутствии в об-
разце детерминант холерного вибриона до выделения 
культуры, что служит основанием для целенаправ-
ленного поиска указанного микроорганизма в про-
бе и подключения при необходимости расширенной 
схемы исследования (рис. 3). В установленном очаге 
холеры результаты ПЦР-скрининга проб из объектов 
окружающей среды могут служить основанием для 
проведения противоэпидемических мероприятий. 
С точки зрения экономической эффективности при-
менение данного подхода может быть направлено на 
оптимизацию объемов бактериологического иссле-
дования за счет исключения из дальнейшего анализа 
ПЦР-отрицательных проб. Снижения финансовых 

затрат можно достигнуть и за счет исследования в 
ПЦР объединенных проб, отобранных в располо-
женных на одном водном объекте и территориально 
связанных стационарных точках, а также за счет сме-
щения акцентов при проведении мониторинговых 
исследований на участки риска, минимизировав при 
этом проведение анализа в стационарных точках, 
где микроорганизмы рода Vibrio не обнаруживаются 
на протяжении длительного времени. Учитывая тот 
факт, что для первичного заключения о присутствии 
холерного вибриона в исследуемой пробе достаточ-
но обнаружения его видоспецифических и серогруп-
поспецифических детерминант, целесообразны раз-
работка и внедрение в практику ПЦР-тест-систем 
с ограниченным спектром тестируемых генов, что 
существенно снизит стоимость скринингового ис-
следования. 
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