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Способность к фазовым переходам является по-
казателем адаптационного потенциала различных 
микроорганизмов, в том числе и холерных вибрио-
нов. Фазовым вариациям могут подвергаться раз-
личные поверхностные структуры бактериальной 
клетки, и одним из примеров является формирование 
ругозного фенотипа за счет продукции экзополисаха-
рида (ЭПС). Продуцируя его в большом количестве, 
холерные вибрионы образуют биопленки, в составе 
которых они устойчивы к ультрафиолету (УФ), тепло-
вому, осмотическому или окислительному стрессу 
[2, 7, 8], а также к захвату простейшими [10]. Кроме 
того, установлено, что существует корреляция между 
способностью вибрионов к фазовым вариациям и их 
патогенностью [2, 3]. В то же время в отечественной 
литературе данные относительно характера роста 
таких штаммов на питательных средах, их чувстви-
тельности к антибактериальным препаратам, оценки 
способности взаимодействовать со специфическими 
антителами и диагностическими бактериофагами 
малочисленны [2, 6]. Однако они необходимы для 
проведения эффективной лабораторной диагностики 
холеры. Кроме того, до сих пор не установлено, ка-
кие факторы окружающей среды влияют на степень 
выраженности ругозного фенотипа. Таким образом, 
изучение атипичных штаммов холерных вибрионов 
может внести существенный вклад в повышение эф-

фективности мониторинга внешней среды. А нали-
чие вариантов штаммов, отличающихся стабильной 
продукцией ЭПС, способствовало бы проведению 
данных исследований. 

Целью настоящей работы явилось получение 
и изучение стабилизированных фазовых вариантов 
V. cholerae El Tor.

Материалы и методы

В работе использованы токсигенные штаммы 
V. cholerae El Tor Р-18895, Р-4696, V. cholerae classical 
Р-1391 (ctx+, tcp+, Hly–) и атоксигенные штаммы V. chole­
rae El Tor Р-18943, Р-18960 (ctx–, tcp–, Hly+) из музея 
Ростовского-на-Дону научно-исследовательского про-
тивочумного института, ранее охарактеризованные 
как продуценты ЭПС [6]. Для получения ругозных 
колоний использовали среду М9 (рН 9,0) следующего 
состава: Na2HPO4 – 6 г/л, KH2PO4 – 3 г/л, NaCl – 0,5 г/л, 
NH4Cl – 1 г/л, CaCl2·2H2O – 0,01 г/л, MgSO4·7H2O – 
0,49, LiCl – 0,01 г/л, казаминовые кислоты – 5 г/л, 
глюкоза – 0,1 г/л, манноза – 1 г/л, вода дистиллиро-
ванная. В 5 мл среды М9 готовили суспензию кле-
ток холерных вибрионов до конечной концентрация 
106 КОЕ/мл и инкубировали две недели при комнат-
ной температуре (25 °С), после этого высевали на агар 
Мартена (рН 7,7). В качестве селективного агента при 
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получении ругозных колоний использовали гидрохи-
нон (пара-дигидроксибензол, бензол-1,4-диол) (Serva). 
Полученные гладкие прозрачные колонии нами были 
обозначены как SТ-колонии (от англ. – smooth, translu-
cent), гладкие мутные – О-колонии (от англ. opaque), 
а мутные складчатые – ругозные. Диссоциативный 
спектр бактериальной популяции определяли при рас-
севе 0,1 мл культур на агаризованные среды. Индекс 
диссоциации популяции определяли как долю (%) 
колоний определенного морфотипа к общему числу 
колоний. Стабильность выделенных клонов опреде-
ляли по сохранению ими фенотипических признаков 
не менее чем 3 последовательных пассажей на агари-
зованной среде. 

Для подтверждения идентичности происхожде-
ния ругозных, ST- и О-вариантов V. cholerae исполь-
зовали ПЦР. ДНК хромосом выделяли путем кипя-
чения в дистиллированной воде микробных взвесей 
культур, выращенных на агаре Мартена (рН 7,7) при 
37 °С в течение 1 сут. Распределение вариабельных 
тандемных повторов в генетических локусах VcA 
(TGCTGT)n, VcB (ACAAGA)n, VcC (AACAGA)
n, VcD (GACCCTA)n, VCG (GATAATCCA)n, VcI 
(TTAACA)n, VcL (GAAATCA)n изучали в VNTR-
анализе с использованием локус-специфических 
праймеров [5]. Кроме того, у ругозных вариантов 
токсигенных штаммов определяли наличие генов ctx, 
toxR, tcp и zot. Окрашивание ЭПС проводили конго 
красным [11]. 

Постановку развернутой реакции агглютина-
ции (РАО) и слайд-агглютинации на стекле прово-
дили, используя сыворотки О1 (сер. 69, титр 1:3200, 
РосНИПЧИ «Микроб», Саратов) и RO (сер. 67, 1:800, 
РосНИПЧИ «Микроб», Саратов), а для оценки чув-
ствительности к фагам применяли диагностические 
бактериофаги: classical, El Tor, ctx+ и ctx– (РосНИПЧИ 
«Микроб», Саратов). Для изучения особенностей 
роста холерных вибрионов использовали стандарт-
ные плотные среды: LB (рН 7,3), Мартена (рН 7,7) и 
TCBS (рН 8,6). 

Фотографирование колоний вибрионов проводи-
ли с помощью стереомикроскопа МБС-10 (Россия).

Результаты и обсуждение

Ругозные варианты Vibrio cholerae, как правило, 
получают при длительном культивировании на среде 
LB, в пептонной воде с 0,05 % цитрата железа, на ми-
нимальной питательной среде М9 и др. [2, 6], поэтому 
клетки бактерий вносили в среду М9 (рН 9,0) и через 
2 недели высевали на агар LB и Мартена (рН 7,7), ри-
сунок. В качестве контроля эти же штаммы в течение 
2 недель культивировали на тех же средах при 37 °С 
без предварительного выдерживания в среде М9. В 
результате эксперимента на агаре LB наблюдали фор-
мирование колоний только исходного ST-фенотипа, 
тогда как на агаре Мартена наблюдали расщепление 
популяции V. cholerae El Tor на два типа колоний: 
SТ-колонии и ругозные, при этом частота появле-

ния ругозных колоний у штаммов V. cholerae El Tor 
Р-18895 и Р-18943 составила примерно (70±6,6) %, 
штаммов V. cholerae El Tor Р-4696 и V. cholerae El 
Tor Р-18960 – (95±3,3) и (55±3,3) % соответственно. 
У штамма V. cholerae classical Р-1391 ругозный фе-
нотип не формировался. Ревертирование штаммов 
V. cholerae El Tor к исходному гладкому фенотипу ин-
дуцировали путем добавления в агар Мартена саха-
розы в концентрациях 0,5–1,0 % или путем их высева 
на стандартную плотную среду LB. В контрольных 
опытах на агаре LB (без выдерживания в среде М9) 
расщепления штаммов не наблюдали, в отличие от 
культивирования на агаре Мартена, где диссоциация 
штаммов составила около 20 %. 

Наилучшей способностью формировать склад-
чатые колонии характеризовался токсигенный 
штамм V. cholerae El Tor Р-18895, который был ис-
пользован в дальнейших экспериментах. Для се-
лекции его ругозных вариантов использовали агар 
Мартена с добавлением гидрохинона в различ-
ных концентрациях – от 10 до 100 мкг/мл (≈10–4– 
10–3 моль/л), который, как известно, в концентрациях 
менее 1·10–2 моль/л обладает слабыми прооксидант-
ными свойствами [1]. Очевидно, что на этой питатель-
ной среде вырастали только вибрионы, способные за-
щищаться от воздействия «мягкого» окислительного 
стресса. В результате через 2 месяца с начала культи-
вирования были получены колонии V. cholerae El Tor 
Р-18895 с выраженной складчатостью, которые при 
последующих пересевах на агаре Мартена уже без 
гидрохинона при 37 °С сохраняли свою морфоло-
гию. Понижение температуры до 19 и 23 °С (условия 
термостата) приводило к тому, что через 24 ч после 
посева колонии были мелкими и без складок. Однако 
уже через 48 ч они становились рельефными объем-
ными. Таким образом, на морфологию ругозных ко-
лоний V. cholerae El Tor Р-18895 критически влияла 
температура выращивания: при 37 °С формирова-
лись колонии с плотной складчатой поверхностью, 
тогда как колонии, выращенные при температурах 
19 и 23 °С, имели объемную рельефную структуру. 
Возможно, такая морфология ругозных колоний свя-
зана с присутствием в них ЭПС, структурированно-

Морфология колоний штаммов V. cholerae El Tor: 
Р-18895 (1), Р-4696 (2), Р-18960 (3), Р-18943 (4), высеянных из среды 
М9 на агар Мартена (37 °С). Расщепление популяции V. cholerae El Tor 
Р-18895 на два типа колоний: SТ-вариант и ругозные (5). Вид ругозных 
колоний, выращенных при 23 °С (6, 7), О-колонии V. cholerae El Tor 
Р-18895 (8) 
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го различными белками [2]. В связи с этим клетки 
ругозной колонии были окрашены конго красным. В 
результате окрашивания карболовым фуксином ви-
брионы имели насыщенный пурпурно-красный цвет, 
а матрикс, окрашенный конго красным, – оранжево-
ро зо вый, таким образом, в колонии присутствовал 
экзополисахарид. 

ST-вариант штамма V. cholerae El Tor Р-18895, 
отобранный при первичном высеве из среды М9, со-
хранял свою морфологию при росте как при 37 °С, 
так и при 19 и 23 °С. Однако при пересевах на агар 
Мартена с гидрохиноном колонии становились плот-
ными непрозрачными – О-колонии. Аналогично 
ругозным примерно через 5–7 дней роста вокруг 
О-колоний в 5–10 % случаев формировался прозрач-
ный слой бактериальных клеток, при пересеве кото-
рых получали колонии только ST-фе но типа. 

Полученные стабилизированные фазовые вари-
анты V. cholerae El Tor P-18895 были испытаны в не-
которых диагностических тестах, для сравнения ис-
пользовали и другие штаммы холерных вибрионов. 
Как показали результаты, исходный штамм V. cholerae 
El Tor Р-18895 оказался чувствительным к бактерио-
фагам El Tor, при этом ругозные колонии были более 
устойчивыми к ним. В зоне лизиса ругозного варианта 
штамма V. cholerae El Tor Р-18960 отмечено появление 
множества зон вторичного роста. Одновременно ру-
гозный вариант штамма V. cholerae El Tor Р-4696 был 
чувствителен к бактериофагам. Следовательно, нель-
зя однозначно сказать, что повышенная устойчивость 
ругозного варианта V. cholerae El Tor Р-18895 к фагам 
может быть связана с наличием на поверхности кле-
ток полисахаридного слоя. Часто фагорезистентность 
бактерий связывают с лизогенией, нарушением про-
никновения нуклеиновой кислоты фага в бактерию, 
возможно также присутствие в структуре ругозных 
колоний V. cholerae El Tor Р-18895 соединений, не-
посредственно препятствующих связыванию фагов. 
Нельзя исключить и вероятность того, что фазовый 
переход в ругозное состояние сопровождается уте-
рей специфических для фагов рецепторов, что, может 
быть, связано с изменением структуры бактериально-
го липополисахарида [9]. 

Учитывая, что ругозные варианты облада-
ют большей устойчивостью к действию сыворо-
ток, комплемента и других факторов, измененные 
и исходные ST-варианты V. cholerae El Tor Р-18943, 
Р-18960, Р-18895, Р-4696, Р-1391, выращенные на 
агаре Мартена при 23 °С, были охарактеризованы в 
реакции агглютинации с диагностическими сыво-
ротками О1 и RО. В результате все исходные вари-

анты V. cholerae агглютинировались сывороткой О1 
и не вступали в реакцию с сывороткой RO в РАО. В 
то же время все ругозные варианты V. cholerae El Tor 
характеризовались более низкой активностью в РАО, 
чем исходные, возможно за счет ЭПС, находящегося 
на поверхности клеток. 

Для оценки особенностей роста ругозные ва-
рианты V. cholerae El Tor высевали на селективно-
дифференциальную среду TCBS [4]. Согласно полу-
ченным результатам ярко-желтые колонии холерных 
вибрионов появлялись уже через 18 ч, что свидетель-
ствует о возможности их выявления на данной среде 
(таблица).

Для подтверждения идентичности происхожде-
ния ругозных, О- и ST-вариантов V. cholerae El Tor 
Р-18895 был проведен VNTR-анализ с помощью 
локус-специфических праймеров. В результате все 
три варианта данного штамма показали идентичный 
VNTR-профиль: VcA 19, VcB 16, VcI10, VcD4, VcG5, 
VcLa. Кроме того, было установлено наличие генов 
ctx, toxR, tcp и zot у ругозного и О-вариантов штамма 
V. cholerae El Tor Р-18895, что свидетельствует об их 
эпидемической опасности.

Таким образом, получены стабилизированные 
фазовые варианты штамма V. cholerae El Tor Р-18895: 
ругозный, О- и ST-варианты. Частота ревертирования 
первых двух к исходному ST-фе но ти пу составила не 
более 5–10 %. Полученные варианты могут быть 
использованы в дальнейших исследованиях, касаю-
щихся особенностей формирования биопленок на 
различных поверхностях, для оценки устойчивости 
бактерий к факторам окружающей среды, в том чис-
ле и к антибиотикам, а также в совершенствовании 
методов выделения фазовых вариантов холерных ви-
брионов из внешней среды. 

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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Характеристика стабилизированных вариантов V. cholerae El Tor Р-18895

Фенотип колоний V. cholerae El Tor Р-18895, выращенных на плотных средах РАО с сыворотками Чувствительность к бактериофагам

Мартена LB TCBS О1 RO El Tor Classical ctx+

Гладкие мутные (О-колонии) Гладкие прозрачные Желтые гладкие 1:1600 - ++/+++ - -

Складчатые мутные (ругозные) Гладкие прозрачные Желтые гладкие 1:400 - + - -

Гладкие прозрачные (ST-колонии) Гладкие прозрачные Желтые гладкие 1:1600 - ++/+++ - -
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