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В настоящее время холера остается актуальной инфекционной болезнью, требующей поиска новых альтер-
нативных антимикробных агентов для лечения и профилактики, в роли которых могут выступать бактериофа-
ги. Цель исследования – выделение нового бактериофага из культуры холерных вибрионов, изолированных от 
больного в Москве в 2023 г., и характеристика его биологических и генетических свойств. Материалы и мето-
ды. В работе использовали токсигенный штамм Vibrio cholerae O1 Ogawa 21197. Для изучения биологических 
свойств бактериофага (морфологии негативных колоний, чувствительности к высоким и низким температурам 
и хлороформу, литической активности и специфичности) использовали двухслойный агаровый метод Грациа. 
Морфологию фаговых частиц изучали в электронном микроскопе. Генетическая характеристика проведена на 
основе полногеномного секвенирования с использованием программ SeqAnalyzer, PhageAnalyzer 2.0, а также 
алгоритмов BLASTN 2.2.29 и BLASTX 2.12.0+. Результаты и обсуждение. Выделенный бактериофаг на пита-
тельных средах формирует прозрачные негативные колонии с неровным краем без вторичного роста и орео-
ла. В электронной микроскопии выявлено, что бактериофаг имеет многогранную головку и короткий хвост. Фаг 
специфичен и обладает высокой литической активностью в отношении холерных вибрионов, выделенных от че-
ловека, чувствителен к нагреванию и устойчив к воздействию хлороформа и заморозке. Анализ результатов сек-
венирования показал, что бактериофаг принадлежит к классу Caudoviricetes семейства Zobellviridae, размер гено-
ма составляет 48 074 п.н. с содержанием G+C=42,7 %. Полученный геном проверен на гомологию нуклеотидной 
последовательности с последовательностями ДНК других бактериофагов. Обнаружено 9 геномов Vibrio phage 
семейства Zobellviridae класса Caudoviricetes с высоким процентом перекрытия, выделенных из воды в Индии.
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Abstract. Currently, cholera remains a relevant infectious disease that requires new alternative antimicrobial agents 
for treatment and prevention, which can be bacteriophages. The aim of the study was to obtain a new bacteriophage from 
a culture of cholera vibrios isolated from a patient in Moscow in 2023, and characterize its biological and genetic proper-
ties. Materials and methods. The toxigenic strain Vibrio cholerae O1 Ogawa 21197 was used in the work. A two-layer 
agar Grazia method was applied to study biological properties of the bacteriophage (morphology of negative colonies, 
sensitivity to high and low temperatures and chloroform, lytic activity and specificity). The morphology of phage par-
ticles was studied under an electron microscope. The genetic characterization was carried out on the basis of genome-
wide sequencing using the programs “SeqAnalyzer”, “PhageAnalyzer 2.0”, as well as the algorithms BLASTN 2.2.29 
and BLASTX 2.12.0+. Results and discussion. Isolated bacteriophage forms transparent negative colonies with an 
uneven edge without secondary growth and halo on nutrient media. Electron microscopy revealed that the isolated bacte-
riophage has a multifaceted head and a short tail. The phage is specific and has high lytic activity against cholera vibrios 
isolated from humans, is sensitive to heat and resistant to chloroform and freezing. Analysis of the sequencing results has 
shown that the phage belongs to the Caudoviricetes class of the Zobellviridae family, the genome size is 48,074 bp with  
a G+C content=42.7 %. The resulting genome was checked for nucleotide sequence homology with DNA sequences of 
other bacteriophages. 9 Vibrio phage genomes of the Zobellviridae family of the Caudoviricetes class were found, having 
a high percentage of overlap, isolated out of the water in India.
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Холера – острое инфекционное заболева-
ние, характеризующееся диарейным синдромом и 
фекально-оральным механизмом передачи возбуди-
теля, водным, пищевым и контактно-бытовым путя-
ми распространения инфекции. Относится к группе 
особо опасных инфекций. Данное заболевание могут 
вызывать холерные вибрионы O1-серогруппы (био-
варов Эль Тор и классического) и O139-серогруппы 
(МУК 4.2.3745-22 «Методы лабораторной диагно-
стики холеры»).

За последние 30 лет в мире зарегистрировано 
9 607 470 случаев холеры, из которых 45 % – в стра-
нах Азии. С 2013 по 2022 г. зарегистрированы случаи 
заболевания холерой в 71 стране мира, в том числе в 
29 странах Азии (3 871 687 случаев – 77,4 % мировой 
заболеваемости), в 34 странах Африки (официально 
944 298 случаев) и т.д. При этом в рассматриваемый 
период выявлено 1903 случая завоза болезни, в том 
числе в странах Азии – 1319 (69,3 %), Африки – 420 
(22,1 %), Европы – 80 (4,2 %), Америки – 72 (3,8 %) 
и Австралии с Океанией – 12 (0,6 %) [1].

Приведенные цифры говорят о сохранении 
угрозы завоза холеры на территорию Российской 
Федерации из отдельных стран Азии, Африки и ре-
гиона Карибского бассейна, где сформировались 
эндемичные очаги. Примером этому может служить 
случай выявления больного на территории Москвы. 
У прилетевшего в сентябре 2023 г. из Нью-Дели 
журналиста на фоне проявления характерного сим-
птомокомплекса были выявлены холерные вибрио-
ны. Обследованы все контактные лица, установлено 
медицинское наблюдение, включая проведение мед
осмотра, лабораторных обследований, антибиотико-
профилактики, однако проявлений инфекционного 
заболевания, как и обнаружения культуры, у обсле-
дованных не было [2]. Выделенная культура пере-
дана в Референс-центр по мониторингу за холерой 
на базе ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 
институт Роспотребнадзора для дальнейшей харак-
теристики биологических и генетических свойств, 
в том числе возможного выделения специфического 
бактериофага, в рамках поиска новых альтернатив-
ных антимикробных агентов для лечения и профи-
лактики холеры.

Впервые холерный бактериофаг был обнаружен 
Ф. Д’Эреллем в 1921 г. в испражнениях больного 
холерой на стадии выздоровления. Ученый считал, 
что бактериофаг играет значимую роль в процессе 
развития эпидемий холеры, характере течения ин-
фекционного процесса у человека и его выздоровле-
нии [3]. Дальнейшее изучение холерных бактерио-
фагов показало, что они могут демонстрировать два 
различных жизненных цикла: в литическом жизнен-
ном цикле фаг заражает и быстро убивает клетку-
хозяина, а в лизогенном цикле фаг интегрируется 

в геном хозяина как профаг или существует в виде 
плазмид, кодирующих факторы вирулентности, вну-
три клетки-хозяина [4]. Поиск новых средств для ле-
чения, профилактики и диагностики инфекционных 
заболеваний, в том числе холеры, в настоящее время 
приобрел особую актуальность в связи с увеличени-
ем числа выделений антибиотикоустойчивых и фаго-
устойчивых (к уже существующим диагностическим 
препаратам) культур. Дифференциация вирулентных 
или умеренных бактериофагов играет большую роль 
при создании диагностических и профилактических 
препаратов на их основе, в связи с чем необходимо 
знание биологических и генетических свойств при-
меняемых бактериофагов [5, 6].

В связи с этим цель нашего исследования 
состояла в выделении нового бактериофага из куль-
туры холерных вибрионов, изолированных от боль-
ного в Москве в 2023 г., и характеристике его био-
логических и генетических свойств.

Материалы и методы

В работе использовали токсигенный штамм 
Vibrio cholerae O1 Ogawa 21197, выделенный от боль-
ного с подозрением на острую кишечную инфекцию 
невыясненной этиологии в Москве. Свойства штам-
ма изучали в соответствии с МУК 4.2.3745-22. 

В качестве индикаторного штамма при выде-
лении бактериофага использовали V. cholerae O1 
Ogawa 2066/75М (ctx+tcp+, выделен в Индии, 1966 г.). 
В суточную бульонную культуру V. cholerae 21197 
добавляли хлороформ, перемешивали, после чего 
пробу центрифугировали при 2000 об/мин в течение 
30 мин. Полученный супернатант наносили на инди-
каторный штамм V. cholerae 2066, засеянный двух-
слойным методом. Посевы выращивали при 37 °С 
в течение 18–20 ч. Отмечали форму и величину не-
гативных колоний, характер краев, степень прозрач-
ности, наличие вторичного роста и зоны неполного 
лизиса по периферии. Моноизоляты получали по-
следовательным трехкратным выделением из от-
дельных негативных колоний. 

Для проведения электронной микроскопии го-
товый препарат после центрифугирования и добав-
ления полиэтиленгликоля вновь центрифугировали, 
удаляли супернатант и растворяли осадок деиони-
зованной водой. Контрастирование образцов на спе-
циальной основе проводили 2 % водным раствором 
уранилацетата. Просмотр подготовленного препара-
та проводили в трансмиссионном электронном ми-
кроскопе JEM-1011 (JEOL) с использованием про-
граммного обеспечения iTEM-TEMimagingPlatform 
(ResAlta) [6].

Титр обнаруженного фага, оценку специфично-
сти и спектра литической активности осуществляли 
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с помощью метода Грациа (метод агаровых слоев) 
в соответствии с ОФС 1.7.1.0002.15 «Бактериофаги 
лечебно-профилактические» с использованием 
181 штамма холерных вибрионов из разных источни-
ков выделения с различной генотипической характе-
ристикой: 140 штаммов V. choleraе О1 биовара El Tor, 
20 штаммов биовара classical, 20 штаммов V. cholerae 
О139, а также штаммы V. methchnikovii, V. parahae-
molyticus, V. аlginolyticus, Sh. disenteriae, S. Typhi, 
S. рaratyphi, E. coli, Y. enterocolitica, Y. pseudotubercu-
losis, Y. pestis, хранящиеся в коллекции лаборатории 
бактериофагов ФКУЗ Ростовского-на-Дону противо-
чумного института Роспотребнадзора.

Изучаемый бактериофаг наносили дорожками 
на двухслойный агар Мартена с испытуемыми штам-
мами [7]. Чашки инкубировали в течение 18–20 ч при 
37 °С. Оценку литической активности выделенного 
бактериофага учитывали по крестовой системе, где 
(+) – низкая литическая активность, (++) – образо-
вание зоны лизиса с большим количеством колоний 
вторичного роста бактерий, (+++) – зона лизиса с 
единичными колониями вторичного роста культуры, 
(++++) – прозрачная зона лизиса без колоний вто-
ричного роста [8].

Для оценки биологических свойств изуча-
ли влияние температур на холерный бактериофаг. 
Бульонную культуру бактериофага (109 БОЕ/мл) 
прогревали при +60 и +70 °С в течение 30 и 60 мин. 
Также исследовали влияние заморозки при –20 °С в 
течение 3 мес. с повторным замораживанием [9, 10].

Выделение ДНК холерных вибрионов и фага 
осуществляли в соответствии со стандартными ме-
тодами [11]. При помощи флуориметра QuantiFluor 
контролировали количество ДНК в пробе, а каче-
ство – проведением электрофореза в 0,8 % агароз-
ном геле. Дополнительно методом ПЦР оценивали 
наличие бактериальной ДНК в пробах. Геномную 
последовательность определяли с использовани-
ем полногеномного секвенатора Miseq (Illumina). 
Использование программы FastQC позволило про-
вести оценку первичных данных, полученных при 
секвенировании [12]. Также использовали програм-
му Spades 13.0 для сборки в контиги [13] и алгоритм 

Trimmomatic 0.39 для корректировки ридов [14]. 
Анализ данных полногеномного секвенирования хо-
лерного вибриона проводили с помощью программы 
SeqAnalyzer (http://antiplague.ru/seqanalyzer).

С помощью алгоритма BLASTN 2.2.29 (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov) проводили сравнение полу-
ченного генома с геномными последовательностя-
ми известных холерных фагов. Присутствие генов, 
свойственных умеренным или вирулентным бакте-
риофагам, оценивали при помощи созданной базы 
данных и программного обеспечения PhageAnalyzer 
2.0 (http://antiplague.ru/phageanalyzer/) [6]. Используя 
программу BLASTX 2.12.0+ (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi), проводили прогнозирование воз-
можных функций белков [15].

Результаты и обсуждение

Первый этап исследования состоял в изучении 
свойств токсигенного штамма V. cholerae 21197. 
Культура характеризовалась специфическим ростом 
на щелочном агаре, характерной морфологией кле-
ток, положительным оксидазным тестом, агглюти-
нировалась холерными диагностическими сыворот-
ками О1 до 1/1600 и Ogawa до 1/800, лизировалась 
диагностическим холерным бактериофагом эльтор 
до 10–3, содержала гены ompW, wbeT, hlyA, ctxA и 
ctxВ7, cep, ace, zot, tcpA, mshA, ICE-элемент индий-
ского типа.

При изучении культуры на наличие лизогении 
и возможности использования в качестве штамма-
хозяина для выделения бактериофага с применением 
разных индикаторных культур и методов выделения 
получен бактериофаг, сохранивший активность при 
многократных пассажах (рабочее название 5342). 
При культивировании на питательных средах он 
формирует крупные и мелкие прозрачные негатив-
ные колонии (2–5 мм) с неровным краем без вторич-
ного роста и ореола (рис. 1, А). 

При изучении морфологии бактериофага мето-
дом электронной микроскопии выявлено, что он име-
ет многогранную головку и короткий хвост (рис. 1, В), 
что позволило отнести его к подовирусам.

Рис. 1. Морфология бактериофага 5342: 
А – морфология негативных колоний; В – морфо-
логия в электронном микроскопе (Jeol JEM 1011, 
увеличение 200000)

Fig. 1. Morphology of bacteriophage 5342: 
A – morphology of negative colonies; B – morpho
logy in electron microscopy (Jeol JEM 1011, magni
fication 200000)
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Концентрация бактериофага 5342 (по Грациа) 
составила 3,2·109 БОЕ/мл в фаголизате, получен-
ном при размножении на индикаторной культуре 
V. cholerae 13169 в бульоне Мартена.

Исследованный фаг устойчив к воздействию 
хлороформа. Изучение влияния высоких температур 
на полученный бактериофаг проводили при темпера-
туре +60 и +70 °С в течение 30 и 60 мин. Как показа-
ли исследования, бактериофаг плохо переносит по-
вышенные температуры: при прогревании в течение 
30 мин при +60 °С титр снизился до 2·106 БОЕ/мл,  
а с увеличением экспозиции до 60 мин концентра-
ция составила 4·105 БОЕ/мл. После прогревания при 
+70 °С в течение 30 мин бактериофаг обнаружить не 
удалось.

При выяснении отношения бактериофага к низ-
кой температуре (–20 °С) отмечено, что он не только 
не снижает титр после замораживания и последую-
щего размораживания в течение месяца (рис. 2, А, В), 
но и неплохо переносит повторное замораживание 
(рис. 2, С).

При дальнейшем хранении бактериофага 5342 в 
условиях низкой температуры спустя 2 и 3 мес. от-
мечалось незначительное снижение титра: с 5·109 до 
3,5·109 БОЕ/мл (2 мес.) и до 7·108 БОЕ/мл (3 мес.).

Для оценки литической активности фага в ра-
боту взяты штаммы холерных вибрионов различных 
серологических групп и биоваров, выделенные как 
от людей, так и из водных объектов окружающей сре-
ды (ООС). Исследуемый бактериофаг не лизировал 
культуры вибрионов, относящиеся к О139-серогруп
пе. В отношении классических холерных вибрионов 
О1-серогруппы наблюдалась низкая литическая ак-
тивность, составившая 30 %. Несколько выше ока-
залась литическая активность V. сholeraе О1 биовара 
El Tor. Она составила 43 %. Однако при проведении 
исследований нами учтено, что бактериофаг выде-
лен из штамма холерных вибрионов, полученного от 
больного человека, в связи с чем представляло инте-
рес проверить литическую активность в отношении 

культур из разных источников. Для этого проана-
лизирована активность бактериофага в отношении 
66 штаммов, выделенных из объектов окружающей 
среды (вода речная, морская, сточная, ил и т.д.), 
и 71 штамма от людей и обнаружено, что наиболее 
подвержены воздействию фага именно последние – 
чувствительными оказались 50 штаммов V. сholeraе 
El Tor, т.е. литическая активность составила 70 %, 
в то время как у «водных» штаммов – только 17 % 
(11 штаммов чувствительны к бактериофагу 5342). 

Специфичность бактериофага в отношении 
хозяина подтверждена на большом наборе пред-
ставителей семейства Vibrionaceae и порядка 
Enterobacteriales.

Результаты секвенирования холерного бактерио
фага 5342 показали, что размер генома составляет 
48 074 п.н. с содержанием G+C=42,7 % и выделен-
ный фаг принадлежит к классу Caudoviricetes се-
мейства Zobellviridae. Полученный геном проверен 
на гомологию нуклеотидной последовательности с 
последовательностями ДНК других бактериофагов 
с помощью алгоритма BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) (рис. 3).

При проведении анализа обнаружено 9 гено-
мов Vibrio phage семейства Zobellviridae класса 
Caudoviricetes, имеющих высокий процент пере-
крытия (от 91 до 100 %) и идентичность (от 97,73 до 
99,99 %) (таблица).

Пик заболеваемости холерой в странах Южной 
Азии обычно коррелирует с присутствием холерных 
бактериофагов в водной среде. Появление вирулент-
ных фагов в водных объектах окружающей среды со-
впадало с выделением фага в образцах стула больных 
холерой [16, 17]. Из таблицы видно 100 % покрытие 
и 99,99 % идентичность с ранее депонированными в 
GenBank фагами Saratov-12 (GenBank: MT066160.1) 
и Saratov-15 (GenBank: MT767883.1). Данные ви-
рулентные фаги были выделены из воды в Индии. 
В настоящее время хранятся в производственной 
коллекции лаборатории диагностических препаратов  

Рис. 2. Влияние низкой температуры на бактериофаг 5342: 
А – через сутки при –20 °С; В – через 3 недели при –20 °С; С – через 3 недели при –20 °С и повторном замораживании

Fig. 2. The effect of low temperature on bacteriophage 5342: 
A – after a day at –20 °С; B – after 3 weeks at –20 °С; С – after 3 weeks at –20 °С and repeated freezing
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Рис. 3. Дендрограмма бактериофага 5342  
в алгоритме BLAST

Fig. 3. Dendrogram of bacteriophage 5342  
in the BLAST algorithm

Данные о гомологичных представителях Vibrio phage, предоставленные в системах BLASTN и PubMed
Data on homologous representatives of Vibrio phage contained in the BLASTN and PubMed systems

№ п/п
No.

Название фага 
(№ GenBank)

Name of the phage

Значимые детерминанты
Significant determinants

Тип фага
Phage type

Место, источник  
выделения

Site, source of isolation

Хозяин
Host

% покрытия  
и гомологии  
с фагом 5342
% coverage  

and homology  
with phage 5342

1
Saratov-12

(MT066160.1)
porphyrin biosynthesis – 

YP_004251213.1
Вирулентный

Virulent

Индия,  
окружающая среда
India, environment

V. cholerae О1 El Tor 100 и/and 99,99

2
Saratov-15

(MT767883.1)
porphyrin biosynthesis – 

YP_004251213.1
Вирулентный

Virulent

Индия,  
окружающая среда

India, 
 environment

V. cholerae О1 El Tor 100 и/and 99,99

3
JPW

(OR039881.1)
porphyrin biosynthesis – 

WJJ54310.1
Вирулентный

Virulent

Индия,  
окружающая среда

India,  
environment

V. cholerae 96 и/and 98,22

4
ICP2_2011_A
(KM224878.1)

Нет / No
Вирулентный

Virulent

Бангладеш,  
стул больного холерой

Bangladesh,  
сholera patient's feces

V. cholerae О1 и/and О139 96 и/and 97,83

5
JSF23

(KY883657.1)

aerobic cobaltochelatase CobT 
subunit – ASV43738.1;  

aerobic cobaltochelatase CobS 
subunit – ASV43739.1

Вирулентный
Virulent

Бангладеш,  
окружающая среда

Bangladesh,  
environment

V. cholerae О1 El Tor 96 и/and 97,76

6
ICP2

(NC_015158.1)

CobS, porphyrin biosynthesis – 
YP_004251213.1; 

aerobic cobaltochelatase CobT 
subunit – YP_004251212.1

Вирулентный
Virulent

Бангладеш,  
стул больного холерой

Bangladesh,  
сholera patient's feces

V. cholerae О1 и/and О139 92 и/and 97,83

7
ICP2_2013_A_Haiti

(NC_024791.1)

aerobic cobaltochelatase CobT 
subunit – YP_009056252.1;  

porphyrin biosynthesis – 
YP_009056253.1

Вирулентный
Virulent

Гаити,  
стул больного холерой

Haiti,  
сholera patient's feces

V. cholerae О1 и/and О139 92 и/and 84,90

8
JSF27

(KY883658.1)

aerobic cobaltochelatase CobT 
subunit – ASV43834.1; 

aerobic cobaltochelatase CobS 
subunit – ASV43835.1

Вирулентный
Virulent

Бангладеш,  
окружающая среда

Bangladesh,  
environment

V. cholerae О1 El Tor 91 и/and 97,94

9
ICP2_2006-A
(HQ641346.1)

putative cobalamin biosynthesis 
protein CobT – ADX87791.1;  

putative cobalamin biosynthesis 
protein CobS – ADX87792.1

Вирулентный
Virulent

Бангладеш,  
стул больного холерой

Bangladesh,  
сholera patient's feces

V. cholerae О1 и О139 91 и/and 97,73
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ФКУН Российский противочумный институт 
«Микроб» Роспотребнадзора и входят в состав ком-
мерческого диагностического препарата бактерио-
фага холерного эльтор. Высокая степень гомологии 
Vibrio phage, представленных в таблице, и фага 5342 
объяснима тем, что они имеют общее происхожде-
ние, поскольку циркулировали в одном географиче-
ском регионе, хоть и в разные промежутки времени.

Особенностью генома фага 5342 является зало-
женная в нем информация, в том числе кодирующая 
предполагаемый белок, который принимает участие 
в биосинтезе кобаламина (витамина B12), пред-
ставляющего собой структурно сложный кофактор, 
синтезируемый бактериями и необходимый для вы-
работки ферментов бактерий, простейших и живот-
ных [18], с номером доступа GenBank: ADX87791.1, 
а также субъединицу кобальт-хелатазы CobT 
(aerobic cobaltochelatase CobT subunit, GenBank: 
YP_004251212.1) с гомологией 99 %.

Предположительно, эти метаболические фер-
менты улучшают метаболизм инфицированной 
бактериальной клетки, тем самым способствуя уве-
личению пролиферации фага. Также в геноме фага 
5342 идентифицирован с гомологией 100 % вири-
онный белок pb (porphyrin biosynthesis, GenBank: 
YP_004251213.1), отвечающий за распознавание 
и связывание с клеточными рецепторами внешней 
мембраны энтеробактерий, представленными круп-
ными трансмембранными белками-транспортерами, 
участвующими в переносе ионов металлов (желе-
за, кобальта) в составе белковых и порфириновых 
комплексов [16, 19]. Детерминанты CobS/CobТ и 
pb взаимосвязаны и способствуют успешному при-
креплению фага к клетке-мишени. Они обнаружены 
практически у всех фагов, гомологичных 5342, не-
зависимо от времени и источника выделения (стул 
больного холерой или окружающая среда).

В результате биоинформационного анализа 
при помощи программы PhageAnalyzer и алгоритма 
BLASTX установлено, что выделенный бактериофаг 
является вирулентным, как и холерные бактериофа-
ги, гомологичные ему, поражающие преимуществен-
но клинические изоляты V. cholerae, выделенные от 
пациентов [16, 17], что является общим биологиче-
ским свойством.

Таким образом, в рамках поиска альтернативных 
антимикробных агентов для лечения и профилакти-
ки холеры выделен новый вирулентный бактерио-
фаг, проведены оценка его биологических свойств и 
генетическая характеристика.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

Финансирование. Авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
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