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холера остается одной из важнейших проблем 
для стран азии, африки и Южной америки, на тер-
ритории которых сформированы эндемичные очаги. 
регистрируемые на территории россии локальные 
вспышки и спорадические случаи холеры обуслов-
лены завозом этой инфекции из эндемичных регио-
нов [1, 7]. на протяжении последней седьмой пан-
демии возбудитель холеры претерпевал различные 
изменения фено- и генотипа. современный период 
текущей пандемии (с 1991 г. по настоящее время) 
характеризуется широким распространением на 
эндемичных по холере территориях генетически 
измененных штаммов (геновариантов) V. cholerae 

биовара эль тор, содержащих в геноме ряд генов 
возбудителя холеры классического биовара. так, 
во входящих в состав генома профага CTXφ генах 
ctxAB, кодирующих холерный токсин или ст (от 
cholera toxin), присутствует ген ctxB классического 
биовара (ctxB1). кроме того имеется ряд мутаций и 
в других генах, участвующих в продукции факторов 
патогенности. вследствие приобретения части гене-
тического материала от холерных вибрионов класси-
ческого биовара эти геноварианты являются более 
вирулентными по сравнению с типичными штамма-
ми [2, 10, 14]. известно также, что условия окружаю-
щей среды влияют на структуру генома возбудителя 
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цель работы. изучить влияние делеции профага CTXφ, несущего гены ctxAB, на изменение фенотипических 
свойств, связанных с патогенностью или формированием биопленки, у нетоксигенных мутантов. материалы 
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токсигенные мутанты, утратившие профаг CTXφ. применены микробиологические и биохимические методы, 
а также заражение модельных животных (крольчат) клетками исследуемых штаммов. результаты и выводы. 
представлены результаты сравнительного анализа фенотипических свойств изогенных токсигенных и нетокси-
генных штаммов Vibrio cholerae биовара эль тор, утративших профаг CTXφ, кодирующий холерный токсин. 
установлено, что делеция профага CTXφ приводит к одновременному изменению у спонтанных нетоксигенных 
мутантов нескольких фенотипических свойств, связанных с вирулентностью (колонизирующей способности, 
продукции растворимой гемагглютинин/протеазы, термолабильного гемолизина/цитолизина) и формированием 
биопленки (подвижности, биосинтеза экзополисахарида). высказано предположение, что причиной указанных 
фенотипических изменений мутантов могли быть изменения активности связанных между собой регуляторных 
генов, контролирующих вирулентность и процесс образования биопленки у возбудителя холеры.
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холеры, приводя нередко к делеции профага CTXφ, 
кодирующего ключевой фактор вирулентности воз-
будителя [3]. однако сведения о роли делеции про-
фага CTXφ в изменении экспрессии генов, опреде-
ляющих биосинтез других факторов патогенности, 
до сих пор весьма немногочисленны. 

цель работы – изучить влияние делеции про-
фага CTXφ, несущего гены ctxAB, на изменение фе-
нотипических свойств, связанных с патогенностью 
или формированием биопленки у нетоксигенных му-
тантных штаммов.

материалы и методы

в работе использовали клинические штаммы 
V. cholerae м888 и P18899 биовара эль тор, а так-
же их производные, обозначенные как м888ΔCTXφ 
и р18899ΔCTXφ, у которых был делетирован геном 
профага CTXφ. в качестве контрольных взяты штам-
мы классического биовара V. cholerae, дакка 35Tox+ 
и дакка 35Tox–. изученные штаммы хранились в 
государственной коллекции патогенных бактерий 
роснипчи «микроб» в лиофилизированном со-
стоянии. бактерии культивировали в бульоне и агаре 
Luria-Bertani (LB) при 37 °C.

продукцию растворимой гемагглютинин/про-
теазы или HA/P (от hemagglutinin/protease) оценива-
ли на плотной питательной среде, содержащей 10 % 
обезжиренного молока [5]. размер зоны протеолиза 
вокруг макроколонии через 48 ч свидетельствовал о 
степени выраженности протеолитической активно-
сти штаммов. 

для оценки подвижности изолированные коло-
нии исследуемых штаммов V. cholerae с помощью 
реплики наносили на 0,4 % LB-агар (рн 7,2). через 
18–24 ч учитывали зону распространения колонии (в 
мм) у изучаемых штаммов.

для оценки продукции термолабильного гемо-
лизина/цитолизина или VCC (от Vibrio cholerae cy-
tolysin) изолированные колонии исследуемых штам-
мов с помощью реплики наносили на чашки с LB-
агаром (pH 7,2) с добавлением 1 % взвеси эритроци-
тов барана. в течение 18–24 ч при температуре 37 °с 
учитывали зону лизиса эритроцитов (в мм) вокруг 
макроколонии исследуемых штаммов [15].

для выявления экзополисахаридов или VPS (от 
Vibrio polysaccharide) гелевую пластину, после про-
ведения электрофореза по методу U.Laemmli [9], 
окрашивали раствором, содержащим 20 % азотно-
кислого серебра, и проявляли в растворе с 0,05 % 
формалином [6].

оценка способности формировать биопленку 
проводилась по методу J.Nesper. et al. [11] путем 
выращивания штаммов в LB-бульоне в лунках 96-
луночной полистероловой панели. через 24 ч осто-
рожно удаляли бульон, сформированную биопленку 
фиксировали 2,5 % раствором глютарового альдеги-
да и окрашивали 0,4 % раствором кристалл виолета. 
после 3-кратного промывания лунок дистиллирован-

ной водой добавляли в них 300 мкл раствора, содер-
жащего в равных объемах этанол и ацетон, для рас-
творения окрашенной биопленки. количественным 
выражением степени образования биопленок в лун-
ках служили значения оптической плотности (оп), 
измеряемые на спектрофотометре.

определение колонизирующей способности 
штаммов проводили по методу N.Pierce еt al. [12]. 
для заражения животных использовали агаровую 
культуру. крольчатам массой 130–160 г внутрики-
шечно вводили взвесь вибрионов в концентрации 
107 и 105 кое в 0,2 мл 0,14 м раствора NaCl. затем 
через 48 ч у погибших или усыпленных хлорофор-
мом животных брали отрезки толстого и тонкого ки-
шечника длиной 3 см, которые, после трехкратного 
промывания в растворе NaCl, растирали в фарфоро-
вой ступке со стерильным кварцевым песком и 3 мл 
NaCl. из соответствующих разведений полученного 
гомогената по 0,1 мл взвеси высевали на LB-агар и 
через 18 ч подсчитывали число выросших колоний из 
взятых образцов кишечника. колонизирующую спо-
собность изучаемых штаммов определяли по числу 
клеток, находившихся на поверхности 1 см2 стенки 
тонкого и толстого кишечника крольчат-сосунков. 
работа с животными проводилась в соответствии с 
законодательством рФ, этическими нормами и нор-
мативными документами учреждения. 

все эксперименты проводили трехкратно. 

результаты и обсуждения

ранее нами в модельных экспериментах было 
показано возникновение спонтанных нетоксигенных 
мутантных штаммов из токсигенных штаммов при 
обитании последних в водной среде. полногеномное 
секвенирование двух произвольно выбранных му-
тантов из 10 полученных, один из которых был про-
изводным типичного штамма (м888), а второй – 
генетически измененного (р18899), показало, что 
их нетоксигенность обусловлена утратой профага 
CTXφ, несущего гены ctxAB [3]. для выяснения 
влияния делеции профага на изменение экспрессии 
других генов, связанных с биосинтезом дополни-
тельных факторов патогенности или выживанием в 
окружающей среде, проведен сравнительный анализ 
фенотипов двух пар изогенных штаммов – м888 и 
м888ΔCTXφ, р18899 и р18899ΔCTXφ. обнаружено, 
что потеря профага CTXφ сопровождалась измене-
нием морфологии колоний у нетоксигенных мутан-
тов. так, если исходные штаммы м888 и р18899 на 
плотной среде формировали мутные или O-колонии 
(от ораque), то для Tox– мутантов характерны про-
зрачные или T-колонии (от translucent) (рис. 1, а). 
поскольку изменение морфологии колоний мутан-
тов могло быть связано с отсутствием или пониже-
нием продукции внеклеточного VPS, мы сравнили 
продукцию у исследуемых штаммов. оказалось, что 
уровень биосинтеза VPS у мутантов с измененной 
морфологией был действительно несколько ниже 
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по сравнению с таковым у исходных штаммов. на 
рис. 2, а представлены результаты определения VPS 
у изогенной пары р18899 и р18899ΔCTXφ. так как 
VPS относится к основным компонентам биопленки, 
далее мы оценили способность мутантов формиро-
вать ее на абиотической поверхности в сравнении с 
исходными штаммами [16]. оказалось, что мутанты 
формировали биопленки, однако активность это-
го процесса у них снижена более чем в два раза по 
сравнению с токсигенными штаммами (рис. 2, б).

поскольку сниженная способность к формиро-
ванию биопленки у нетоксигенных штаммов могла 
быть связана не только с изменением продукции VPS, 

но и их подвижности [3], мы сравнивали изогенные 
штаммы по этому свойству. в результате установле-
но, что делеция профага CTXφ действительно приво-
дит к изменению подвижности. нетоксигенные му-
танты были заметно менее подвижны по сравнению 
с исходными токсигенными штаммами (рис. 1, б). 
таким образом обнаружено, что делеция профага с 
генами ctxAB приводит не только к утрате токсиген-
ности, но и к изменению фенотипических свойств, 
связанных с образованием биопленки (VPS и под-
вижности), способствующей сохранению холерных 
вибрионов в окружающей среде. 

особый интерес представлял вопрос о влия-
нии делеции профага на продукцию других факто-
ров патогенности. в этой связи в первую очередь мы 
определили продукцию нетоксигенными штаммами 
токсин-коррегулируемых пилей адгезии или TCP (от 
toxin-coregulated pili) − одного из ключевых факто-
ров вирулентности, за счет которого происходит ко-
лонизация вибрионами тонкого кишечника человека. 
основанием для проведения таких экспериментов 
явилась выявленная ранее связь между экспрессией 
генов ctxAB и tcpA, кодирующего основную субъе-
диницу пилей адгезии. показано, что повреждение 
гена tcpA приводит к резкому снижению продукции 
ст [4]. проведенный нами эксперимент по оценке 
колонизирующей способности нетоксигенных му-
тантов на модельных животных подтвердил наличие 
такой связи. оказалось, что способность нетоксиген-
ных мутантов к колонизации кишечника крольчат 
была значительно ниже таковой исходных штаммов. 
этот вывод основан на результатах внутрикишечного 
заражения животных клетками изогенных штаммов 
р18899 и р18899ΔCTXφ. так, количество клеток ис-
ходного штамма р18899, прикрепившихся за счет TCP 
к 1 см2 эпителия стенки тонкого кишечника крольчат 
(6,1·105 м.к./см2), значительно превышало таковые 
показатели (1,3·104 м.к./см2) для мутантного штамма. 
выраженное понижение (более чем в 40 раз) колони-
зирующей способности нетоксигенных мутантов ука-
зывает на роль делеции профага CTXφ в экспрессии 
второго ключевого фактора вирулентности. 

кроме продукции TCP у нетоксигенных мутан-
тов определен уровень биосинтеза двух дополни-
тельных факторов патогенности: HA/P и VCC [4, 13]. 
в результате установлено, что у мутантных штаммов 
уровень продукции HA/P был значительно ниже, чем 
у исходных штаммов (рис. 1, в). другая картина на-
блюдалась при сравнительной оценке уровня про-
дукции VCC. обнаружено, что у нетоксигенных му-
тантов продукция VCC резко повысилась. уровень 
биосинтеза этого порообразующего токсина у му-
тантов стал существенно выше по сравнению с ис-
ходными штаммами (рис. 1, г). 

таким образом, при фенотипическом анализе 
изогенных штаммов впервые установлено, что деле-
ция профага CTXφ из хромосомы природных типич-
ных и генетически измененных штаммов возбудите-
ля холеры эль тор приводит не только к утрате их 

рис. 1 Фенотипические свойства изогенных токсигенных штам-
мов м888 и P18899 и их нетоксигенных делеционных мутантов 
м888ΔCTXφ и р18899ΔCTXφ: 
а – морфология колоний; б – подвижность; в – продукция растворимой 
гемагглютинин/протеазы; г – продукция термолабильного гемолизина/
цитолизина

рис. 2 продукция экзополисахарида (а) и активность формиро-
вания биопленки (б) у исходного токсигенного (P18899) и не-
токсигенного мутантного штамма (р18899ΔCTXφ) утратившего 
профаг CTXφ:
а) 1, 2 – V. cholerae дакка 35Tox+ и дакка 35Tox– классического биова-
ра, взятые соответственно в качестве отрицательного и положительного 
контролей; 3 − V. сholerae P18899 – токсигенный штамм биовара эль тор; 
4 – нетоксигенный мутантный штамм V. cholerae р18899ΔCTXφ биовара 
эль тор. б) 1 – исходный токсигенный штамм P18899; 2 – нетоксигенный 
мутантный штамм р18899ΔCTXφ, утративший профаг CTXφ
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токсигенных свойств. важным следствием этого со-
бытия является одновременное изменение несколь-
ких других фенотипических свойств, связанных как 
с вирулентностью (биосинтез TCP, HA/P, VCC), так 
и с образованием биопленки (VPS и подвижность). 
проведенный ранее анализ полных геномов сравни-
ваемых штаммов показал отсутствие различий меж-
ду ними относительно структуры их генов, опреде-
ляющих изученные свойства [3]. именно этот факт 
позволяет говорить о том, что обнаруженные у му-
тантов фенотипические особенности, возможно, свя-
заны с изменением активности регуляторных генов, 
прямо или опосредованно контролирующих как па-
тогенность, так и процесс формирования биопленки 
у холерных вибрионов. для полного понимания роли 
профага CTXφ в контроле активности регуляторных 
генов необходимы дополнительные исследования. 
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