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За последние годы на территории Российской 
Федерации и в некоторых государствах СНГ из раз-
личных объектов внешней среды периодически вы-
деляются эпидемически неопасные штаммы холер-
ных вибрионов, у которых, по данным генетических 
исследований, отсутствует ген холерного токсина ctx 
АВ. В то же время неэпидемичность этих штаммов 
не подтверждается чувствительностью к диагности-
ческому бактериофагу ctx–.

Значение показателя специфической активности 
фага ctx– зависит от места выделения культур, что, 
по мнению многих исследователей, может быть свя-
зано с индивидуальными особенностями штаммов, 
циркулирующих на различных территориях, нали-
чием у них группо- и штаммоспецифических систем 
рестрикции-модификации, гомоиммунных умерен-
ных фагов и другими факторами [1].

Умеренные фаги, тесно связаны с диссоциаци-
ей бактерий. Накопление умеренного фага в куль-
туре приводит к изменению клеточного состава 
микробной популяции в сторону увеличения в ней 
доли шероховатых и других измененных форм, об-
ладающих фагорезистентностью в силу различных 
причин [4, 5, 6, 7].  

Цель работы – выявление у холерных вибрионов 
биовара эльтор носительства гомоиммунных умерен-
ных фагов с помощью специализированной индика-
торной системы. 

Материалы и методы

Изучено 70 штаммов V. cholerae еltor из 
Государственной коллекции патогенных бактерий 

РосНИПЧИ «Микроб», выделенных в различных ре-
гионах Российской Федерации из объектов внешней 
среды за период с 1992 по 2009 год. По паспортным 
данным, указанные штаммы не содержали ген CTX 
АВ и имели разный статус чувствительности к диа-
гностическому бактериофагу ctx–. В опыт по опреде-
лению умеренных фагов в культуре были отобраны 
25 фагоустойчивых штаммов V. cholerae eltor с ти-
пичными свойствами (таблица). 

Изучение культуральных, морфологических, 
биохимических, серологических свойств тестируе-
мых штаммов проводили по общепринятым методи-
кам, изложенным в [2]. Посевы культур осуществляли 
на жидких и плотных питательных средах: 1 % пеп-
тонная вода и бульон Мартена, с содержанием пепто-
на 2,2 %; 2 % агар Мартена, с содержанием аминного 
азота 80–90 г/л, рН всех сред составлял 7,6±0,1.

Для проведения исследований использова-
ли фаг ctx– из комплекта коммерческого препарата 
«Бактериофаги диагностические холерные эльтор ctx+ 

и ctx–, раствор для диагностических целей» сер. 16.
Пробу с фагом ctx– ставили методом агаровых 

слоев по Грациа. После застывания агара с культурой 
на его поверхность бактериологической петлей нано-
сили каплю фага ctx–, чашки инкубировали 18–20 ч 
при температуре 37 °С. За положительный результат 
принимали любую степень лизиса. Определение ли-
зогенности штаммов холерных вибрионов проводи-
ли в агаровой культуре. Для этого 24-часовую агаро-
вую культуру исследуемого штамма петлей наносили 
на газон индикаторного штамма в слое мягкого ага-
ра. На одной чашке Петри испытывали 10 штаммов. 
Через 18–20 ч инкубирования при температуре 37 °С 
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на месте нанесения исследуемых штаммов форми-
ровались крупные колонии холерных вибрионов. 
При наличии в них умеренного фага вокруг колонии 
появлялась полупрозрачная зона лизиса за счет по-
давления фагом роста соответствующего индикатор-
ного штамма. При отсутствии фага в тестируемых 
культурах, вокруг колоний наблюдался равномерный 
рост индикаторного штамма. 

Результаты и обсуждение

Согласно методическим указаниям «Порядок 
организации и проведения лабораторной диагно-
стики холеры для лабораторий территориального, 
регионального и федерального уровней» 4.2.2870-11 
схема идентификации типичных культур V. cholerae 
О1 биовара эльтор включает оценку эпидзначимости 
холерных вибрионов по чувствительности к бакте-
риофагам диагностическим холерным эльтор ctx+ и 
ctx– и гемолитической активности по Грейгу. 

Исследуемые культуры по различному статусу 
чувствительности к диагностическому бактериофагу 
ctx–, были разделены на три группы: чувствительные; 
слабочувствительные; фагорезистентные. 

Следует отметить, что культуры, отнесенные к 
группам 2 и 3, по схеме оценки эпидзначимости штам-
мов V. cholerae еltor, указанной в инструкции по при-
менению, бактериофагов, определялись как эпидеми-
чески неопасные и не требовали дополнительных ис-
следований по обнаружению гена холерного токсина.

В ходе работы было обнаружено, что основное 

количество изучаемых культур характеризовались 
типичными для холерных вибрионов культураль-
ными, морфологическими, биохимическими и се-
рологическими свойствами. Штаммы, отнесенные к 
группе фагочувствительных культур (группа 1), были 
стабильны по изученным свойствам и проявили вы-
сокую чувствительность к фагу ctx–. 

Из всего числа изученных культур, входивших в 
группу фагорезистентных (группа 3) и слабочувстви-
тельных (группа 2), 5 штаммов (7 %) проявили не-
характерные для V. cholerae О1 биовара эльтор био-
химические свойства – не ферментировали маннозу, 
декарбоскилировали аргинин, отмечался слабый 
рост в среде с полимиксином; 3 штамма (4,2 %) про-
явили нетипичную реакцию Фогэс-Проскауэра при 
типичных характерных биохимических свойствах. 
Известно, что атипичные формы холерных вибрио-
нов значительно чаще встречаются среди культур, 
несущих умеренные фаги. На основании этого дан-
ные штаммы были исключены из дальнейших иссле-
дований. Интерес представляли культуры с характер-
ными для холерных вибрионов свойствами. 

Различные условия хранения и культивирования 
могут приводить к изменению соотношения фагоре-
зистентных и фагочувствительных клеток в составе 
популяции и оказывать влияние на результат взаимо-
действия системы фаг-бактерия. В целях повышения 
или восстановления фаголизабельности исследуемых 
культур, после проведения многократных пассажей 
на обогащенных по солевому составу питательных 
средах, удалось восстановить фагочувствительность 

Краткая биохимическая характеристика фагорезистентных штаммов V. cholerae eltor, выделенных из объектов внешней среды

Штамм Место выделения Гемолиз по Грейгу Чувствительность к фагу ctx–* Наличие гомоиммунного  
умеренного фага

М-1280 Астрахань + - +
М-1337 Астрахань + - +
М-1427 Астрахань + - +
М-1414 Республика Калмыкия Неполный гемолиз - -
М-1433 Республика Калмыкия Неполный гемолиз - +
М-1443 Республика Калмыкия + ± +
122 Республика Калмыкия + - +
М-1417 Пенза + - +
М-1419 Пермь + - +
М-1315 Пермь Неполный гемолиз - +
М-1418 Пермь + - +
М-1425 Пермь + + +
М-1388 Саратов + ± +
М-1438 Самара + - +
М-1383 Республика Татарстан + ± +
М-1332 Челябинск Неполный гемолиз - +
М-1385 Астраханская обл. + ± +
М-1379 Республика Татарстан + - +
М-1314 Республика Калмыкия + - -
М-1432 Республика Калмыкия + ± +
М-1434 Республика Калмыкия + - -
М-1444 Республика Калмыкия + - +
95 Республика Калмыкия + - +
М-1334 Курган + - +
М-1426 Пермская обл. + - +

Примечание : * – проба с фагом ctx–; «–» – отрицательная, «±» – единичные негативные колонии или мутное литическое пятно, «+» – по-
ложительная.
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у 1 штамма из группы 3 и повысить фаголизабель-
ность у 8 штаммов из группы 2, что составило 0,7 и 
11,5 % соответственно.

Специфический исход системы взаимодействия 
фаг-бактерия, на котором базируется фагодиагности-
ка, контролируется наличием гомологии зон рецепции 
фага и клетки, наличием и соответствующей функцио-
нальной активностью у бактерии ферментативных си-
стем, синтезирующих элементы паразита под контро-
лем фаговой ДНК, существованием у клетки систем 
рестрикции-модификации различной специфичности. 

Известно, что неэпидемические холерные ви-
брионы эльтор являются носителями умеренных 
фагов не менее трех серотипов – II, XI, XII (по оте-
чественной классификации), которые по типу имму-
нитета представляют 11 иммунотипов. Тип фага яв-
ляется основной таксономической единицей внутри 
вида холерных фагов, который определяется строгой 
серологической специфичностью и характером ли-
тической активности в отношении биоваров и диссо-
циативных форм возбудителя холеры [2, 3]. Из этого 
следует, что различные внутривидовые группы хо-
лерных вибрионов являются носителями фагов опре-
деленных и строго специфичных для них иммунных 
типов, являющихся их генетической меткой. На этом 
основано применение метода профаготипирования, 
для дифференциации холерных вибрионов на биова-
ры, классических вибрионов – на фаготипы, вибрио-
нов эльтор – на эпидемические и неэпидемические. 
Для этих целей разработаны специализированные 
тест-системы, состоящие из индикаторных штаммов, 
обладающих специфической чувствительностью к 
умеренным фагам исследуемых культур [3]. 

Для определения умеренного фага в популяции 
фагорезистентных клеток использовали специализи-
рованную тест-систему [2, 3], предназначенную для 
выявления умеренных фагов неэпидемических холер-
ных вибрионов биовара эльтор, состоящую из двух и 
ндикаторных штаммов V. choleraе eltor 379 и V. chole-
rae eltor 485, депонированных в Государственной 
коллекции патогенных бактерий ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб» под номерами КМ-12 и КМ-21 соответ-
ственно. Обнаружение умеренного фага достигается 
за счет высокой чувствительности каждой входящей 
в состав индикаторной системы тест-культуры к 
строго определенным группам умеренных фагов (III, 
V, VI иммунотипов) и резистентностью к фагам всех 
остальных групп. 

При исследовании 25 культур фагорезистент-
ных вибрионов с типичными морфологическими и 
биохимическими свойствами с помощью индика-
торной тест-системы для определения лизогенности 
штаммов холерных вибрионов было обнаружено но-
сительство умеренного фага у 22 штаммов, что со-
ставило 88 % из числа изученных культур. Реакция 
характеризовалась появлением полупрозрачной 
зоны лизиса вокруг выросших колоний испытуемых 
микроорганизмов (рисунок).

Таким образом, в результате проведенных иссле-
дований у изученных культур неэпидемических хо-

лерных вибрионов биовара эльтор выявлено лизоген-
ное состояние, характеризующееся носительством 
гомоиммунного умеренного фага, что явилось при-
чиной возникновения фагоустойчивых вариантов хо-
лерных вибрионов к бактериофагу сtx–. Дальнейшее 
более глубокое изучение явления лизогении фагоре-
зистентных культур может позволить адаптировать 
бактериофаг ctx– к фагоустойчивым вариантам хо-
лерных вибрионов с целью повышения специфиче-
ской активности данного препарата.
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Полупрозрачная зона лизиса на газоне индикаторного штамма 
V. cholerae eltor 479 вокруг колоний изучаемых культур: 

а – V. cholerae eltor М-1434; б – V. cholerae eltor М-1444 


