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В настоящее время пристальное внимание ис-
следователей всего мира привлечено к изучению но-
вых генетически измененных вариантов V. cholerae 
биовара Эль Тор с повышенной вирулентностью, 
появившихся в 1992 г. Данные штаммы в отличие 
от типичных Эль Тор вибрионов, вызвавших седь-
мую пандемию холеры, содержат в геноме профага 
CTX классический аллель гена ctxB и синтезируют 
холерный токсин классического типа. Во многих эн-
демичных по холере районах данные геноварианты 
вытеснили типичного возбудителя холеры Эль Тор 
и заняли доминирующее положение [2, 13, 14]. На 
сегодняшний день детально изучено строение гено-
ма геновариантов, выделенных в различных странах 
мира, проведено полногеномное секвенирование не-
скольких штаммов. При фенотипическом анализе 
выявлено, что геноварианты обладают всеми био-
варспецифическими свойствами, характерными для 
Эль Тор вибрионов (растут на средах, содержащих 
50 мкг/мл полимиксина В, агглютинируют кури-
ные эритроциты, лизируются диагностическим фа-
гом эльтор, дают положительную реакцию Фогеса-
Проскауэра). При анализе продукции холерного ток-
сина и вирулентности показано, что геноварианты, в 
отличие от типичных Эль Тор вибрионов, являются 

более вирулентными, синтезируя повышенное коли-
чество холерного токсина, сопоставимое со штамма-
ми классического биовара [5, 11, 13]. В то же время 
сведения об экспрессии генов жизнеобеспечения у 
геновариантов, в том числе о способности фермен-
тировать углеводы, практически отсутствуют. 

Как известно, углеводы играют важную роль в 
жизнедеятельности холерного вибриона, выполняя 
структурную функцию, участвуя в обеспечении кле-
ток энергией, в процессах осморегуляции, устой-
чивости к стрессам и т.д. [3, 7, 12, 10]. Показано, 
что при отсутствии глюкозы в среде выращивания 
штаммы V. cholerae не продуцируют холерный ток-
син, у них снижается подвижность и способность 
колонизировать кишечник, а также нарушается функ-
ционирование системы «quorum sensing» [3, 7, 12]. 
Кроме того, углеводы используются в диагностике 
V. cholerae. Например, ферментация глюкозы до кис-
лоты без газа – тест, дифференцирующий холерные 
вибрионы от представителей Pseudo mona da ceae. 
Способность утилизировать сахара, составляющие 
триаду Хейберга – манноза, сахароза и арабиноза, 
положена в основу определения рода Vibrio. Кроме 
того, ферментация сахарозы является единственным 
дифференциальным фенотипическим тестом, отли-
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чающим V. cholerae от V. mimicus [1, 8]. Установлено, 
что холерные вибрионы как классического, так и Эль 
Тор биоваров обладают большим набором ферментов 
и способны ферментировать глюкозу, сахарозу, маль-
тозу, галактозу, левулезу, маннозу, манит, гликоген и 
крахмал. В то же время арабинозу, дульцит, инозит, 
рамнозу, сорбит, раффинозу не усваивают. Отношение 
к лактозе непостоянное (±) [1]. С учетом важной роли 
углеводов в метаболизме, вирулентности, а также диа-
гностике холерного вибриона цель работы состояла в 
проведении сравнительного анализа способности ти-
пичных штаммов и геновариантов V. cholerae биовара 
Эль Тор ферментировать различные сахара.

Материалы и методы

В работе использовано 6 типичных штаммов 
V. cholerae биовара Эль Тор и 10 геновариантов, за-
везенных на территорию России с 1970 по 2011 год, 
а также три штамма V. cholerae классического биова-
ра (таблица). Штаммы хранились в Государственной 
коллекции патогенных бактерий в лиофильно высу-
шенном состоянии. 

Исследования проведены с использованием 
6 углеводов – арабинозы, рамнозы, маннозы, ман-
нита, глюкозы и сахарозы. Способность штаммов 
усваивать углеводы изучали, культивируя штаммы 
на минимальном агаре (2 % Бакто агар, 0,1 – MgSO4, 
0,5 – NaCl, 0,1 – K2HPO4, 0,1 – (NH4)2SO4, pH 7,6) с 
добавлением 0,4 % различных сахаров в качестве 
единственного источника питания. При положитель-
ном результате наблюдали рост культуры, при отри-
цательном – колонии отсутствовали. 

Для определения продукции ацетилметилкарби-
нола в реакции Фогес-Проскауэра (Ф-П) использова-
ли методику, описанную G.Kovacikova et al. [9]. 

Для изучения белкового спектра штаммов хо-
лерного вибриона получали цельноклеточные лиза-
ты клеток в дистиллированной воде, добавляли рав-
ный объем «буфера образца» (0,125 моль трис-НCl, 
рН 6,8; 4 % додецилсульфата натрия; 20 % глицери-
на; 2 % 2-меркаптоэтанола; 0,03 ммоль бромфеноло-
вого синего) и кипятили на водяной бане в течение 
5 мин. Полученные образцы исследовали методом 
ПААГ-электрофореза в присутствии додецилсульфа-
та натрия. В работе использовали 12,5 % полиакрила-
мидный гель. После электрофореза гелевую пласти-
ну фиксировали в растворе изопропанола и окраши-
вали 0,1 % раствором кумасси R-250 в изопропаноле. 
Избыток красителя из геля вымывали диффузией в 
7 % растворе уксусной кислоты.

Биосинтез токсинкорегулируемых пилей адге-
зии (ТКПА) изучали методом самоагглютинации 
бактерий в AKI бульоне [6]. Ночную культуру изу-
чаемых штаммов в количестве 105 КОЕ засевали в 
10 мл AKI бульона (рН 7,4–7,6) и культивировали 4 ч 
стационарно при температуре 37 °С. Затем 8 мл бу-
льона выливали, а оставшиеся 2 мл культуры выра-
щивали в условиях повышенной аэрации на шейкере 
при температуре 37 °С в течение 16 ч. Если штамм 

продуцировал ТКПА, то за счет биосинтеза на по-
верхности клеток данных пилей наблюдалась само-
агглютинация бактерий и выпадение их в осадок на 
дно пробирки. Если штамм не синтезировал пили, 
осадок клеток отсутствовал. 

Результаты и обсуждение

На первом этапе работы нами был проведен 
сравнительный анализ способности взятых для ис-
следования штаммов V. cholerae биовара Эль Тор 
усваивать различные углеводы. В результате прове-
денных исследований выявлено, что геноварианты, 
так же, как и типичные Эль Тор и классические ви-
брионы, не способны ферментировать арабинозу и 
рамнозу, но используют для метаболизма маннозу, 
сахарозу и маннит. 

Далее была изучена способность геновариантов к 
ферментации глюкозы. Как известно, глюкоза является 
основным субстратом, который используется в каче-
стве источника питания и получения энергии у боль-
шинства микроорганизмов, в том числе и у холерного 
вибриона. По данным зарубежных исследователей, 
установлено, что Эль Тор вибрионы способны хорошо 
расти в присутствии больших концентраций глюкозы 
(до 3 %), в то же время рост классических вибрионов 
на средах, содержащих 1 % глюкозы, отсутствует [15]. 
В результате проведенных нами исследований выяв-
лено, что при концентрации глюкозы 0,4 % в среде 
выращивания все штаммы давали хороший рост. В то 
же время при увеличении концентрации глюкозы до 
0,5 % у геновариантов наблюдался слабый рост, а при 
концентрации 1 % вырастали только типичные штам-
мы Эль Тор вибрионов, а геноварианты, как и класси-
ческие вибрионы, не росли при данной концентрации 
углевода (таблица). На основе полученных результатов 
было высказано предположение, что у геновариантов 
снизилась способность к ферментации глюкозы. 

Однако остается неясным способны ли генова-
рианты как типичные Эль Тор вибрионы фермен-
тировать глюкозу до ацетилметилкарбинола (аце-
тоина) в реакции Фогес-Проскауэра. Как известно, 
метаболизм глюкозы в штаммах классического и Эль 
Тор биоваров происходит по различным путям [15]. 
Типичные Эль Тор вибрионы полностью ферменти-
руют глюкозу до ацетилметилкарбинола и далее до 
диацетила или 2,3-бутандиона, который имеет ней-
тральный рН [4]: глюкоза → пируват → ацетолак-
тат → ацетоин (ацетилметилкарбинол) → 2,3-бутан-
дион. Классические вибрионы разлагают глюкозу 
до органических кислот, которые сильно закисляют 
среду: глюкоза → пируват → органические кислоты 
(молочная, уксусная, муравьиная).

Поскольку холерный вибрион является кисло-
точувствительным организмом, то резкое снижение 
рН среды при росте в богатой углеводами среде (пи-
тательные среды с 1 % глюкозы и выше, кишечник 
человека, хитин-содержащие поверхности ракоо-
бразных в водной среде) оказывает ингибирующее 
влияние на рост и размножение классических вибри-
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онов [15]. В то же время Эль Тор вибрионы дости-
гают высокой плотности в данных условиях суще-
ствования, что дает им преимущества для выжива-
ния. Высказывается предположение, что продукция 
2,3-бутандиона Эль Тор вибриона была эволюцион-
но выгодной и явилась одной из причин вытеснения 
ими штаммов классического биовара и быстрого рас-
пространения холеры Эль Тор по всему миру [15]. 

При постановке реакции Фогес-Проскауэра было 
выявлено, что все изученные типичные штаммы 
V. cholerae биовара Эль Тор давали положительную 
реакцию Ф-П (малиновое окрашивание), что указыва-
ет на их способность полностью разлагать глюкозу до 
ацетилметилкарбинола. Взятые для сравнения штам-
мы классических вибрионов не образовывали аце-
тилметилкарбинол и давали отрицательную реакцию 
Ф-П. У геновариантов наблюдалось темно-розовое 
окрашивание среды, что учитывается как слабо по-
ложительная реакция. Полученные нами результаты 
согласуются с данными зарубежных исследователей, 
показавших, что штаммы измененных вариантов 
V. cholerae биовара Эль Тор, выделенные в Бангладеш 
(Матлаб, 2001–2005 гг.) и на Гаити (2010 г.), также да-
вали слабо положительную реакцию Ф-П [14]. 

Таким образом, полученные эксперименталь-
ные данные показывают, что изученные нами штам-

мы геновариантов, в отличие от типичных Эль Тор 
вибрионов, не способны полностью ферментировать 
глюкозу до ацетилметилкарбинола и занимают про-
межуточное положение между классическими и Эль 
Тор вибрионами. 

Согласно данным литературы продукция аце-
тилметилкарбинола непосредственно контролиру-
ется белком АрhA, который является одним из цен-
тральных регуляторных генов вирулентности [5]. 
Данный белок повышает транскрипцию генов, коди-
рующих биосинтез холерного токсина, подавляя при 
этом образование ацетилметилкарбинола (2,3-бу та-
ндиона). В штаммах холерного вибриона классиче-
ского биовара, отличающихся от Эль Тор вибрионов 
повышенным биосинтезом холерного токсина, АрhA 
более активно подавляет продукцию ацетилметил-
карбинола [4,15]. Возможно, в результате приобрете-
ния геновариантами нового генетического материала 
(ген ctxB классических вибрионов) у них произошло 
изменение регуляторных механизмов, в том числе 
увеличилась продукция белка АрhA (и соответствен-
но биосинтез холерного токсина), но снизилась спо-
собность к ферментации глюкозы и образованию 
ацетилметилкарбинола. Однако для подтверждения 
данного предположения необходимо проведение до-
полнительных исследований.

Ферментация глюкозы, продукция белков внешней мембраны и токсинкорегулируемых пилей адгезии штаммами V. cholerae

Штамм  
V. cholerae

Место и год  
выделения

Характеристика штамма 
по содержанию  

гена ctxB

Образование 
ацетоина  

в реакции Ф-П

Рост на минимальном агаре  
с глюкозой*

Продукция белков 
внешней мембраны Продукция 

ТКПА**
0,4 % 0,5 % 1 % OmpU OmpT

М818 Саратов, 1970 Типичный Эль Тор + + + + ++ – –
М713 Москва, 1970 Типичный Эль Тор + + + + ++ – –
М738 Пермь, 1970 Типичный Эль Тор + + + + + ++ –
М886 Астрахань, 1970 Типичный Эль Тор + + + + + ++ –
М1261 Пермь, 1990 Типичный Эль Тор + + + + ++ – –
М1013 Башкирия, 1972 Типичный Эль Тор + + + + + ++ –
М1264 Краснодар, 1993 Геновариант ± + с.р – ++ + –
М1272 Краснодар, 1993 Геновариант ± + с.р – – + –
М1270 Татарстан, 1993 Геновариант ± + с.р – ++ ++ +
М1297 Дагестан, 1993 Геновариант ± + с.р – ++ + –
М1266 Пермь, 1994 Геновариант ± + с.р – ++ + –
М1293 Дагестан, 1994 Геновариант ± + с.р – + ++ –
М1269 Магнитогорск, 1994 Геновариант ± + с.р – + + –
Р17644 Ачинск, 1997 Геновариант ± + с.р – ++ – –
Р17645 Иркутск, 1997 Геновариант ± + с.р – ++ – –
М1344 Казань, 2001 Геновариант ± + с.р – + + +
М1345 Казань, 2001 Геновариант ± + с.р – ++ + +
М1429 Башкирия, 2004 Геновариант ± + с.р – ++ + –
М1430 Тверь, 2005 Геновариант ± + с.р – ++ – –
Р18899 Мурманск, 2006 Геновариант ± + с.р – – ++ –
Л3226 Москва, 2010 Геновариант ± + с.р – ++ + –
Л4150 Москва, 2010 Геновариант ± + с.р – ++ + +
301 Таганрог, 2011 Геновариант ± + с.р – + + –
569B Индия, 1950 Классический – + с.р – н.о н.о н.о
Дакка 35 Пакистан, 1958 Классический – + с.р – н.о н.о н.о
В-1307 Пакистан, 1964 Классический – + с.р – н.о н.о н.о

*Рост штаммов на минимальном агаре с добавлением разных концентраций глюкозы, «+» – хороший рост, с.р. – слабый рост, «-» – рост от-
сутствует. 

**Продукция токсинкорегулируемых пилей адгезии (ТКПА) определена методом самоагглютинации бактерий в AKI бульоне, «+» – наличие 
самоагглютинации (штамм синтезирует ТКПА), «–» – отсутствие самоагглютинации; н.о. – не определяли.

Примечания : Ф-П – реакция Фогес-Проскауэра; «+» – положительная (малиновое окрашивание среды); «–» – отрицательная (желтое окра-
шивание среды); «±» – слабо положительная реакция (темно-розовое окрашивание среды). 
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На следующем этапе работы, учитывая, что ко-
ординированная экспрессия генов вирулентности 
возбудителя холеры происходит через регуляторный 
каскад, в котором кроме белка АрhA участвуют и 
другие регуляторные белки [5], нами был проведен 
анализ экспрессии двух других глобальных белков-
регуляторов – ToxR и ToxT, непосредственно контро-
лирующих продукцию основных факторов патоген-
ности – холерного токсина и токсинкорегулируемых 
пилей адгезии. При этом ToxR, независимо от других 
регуляторных белков, контролирует продукцию бел-
ков внешней мембраны OmpU и OmpT, активируя 
транскрипцию OmpU и репрессируя OmpТ [5]. 

При анализе белкового спектра изучаемых 
штаммов различия между типичными изолятами и 
генетически измененными вариантами по биосинте-
зу белков OmpU/OmpТ не выявлены. Все изученные 
типичные штаммы и 88 % геновариантов синтезиро-
вали белок OmpU, что указывает на активную экс-
прессию белка ToxR как в типичных изолятах, так и 
в штаммах геновариантов.

При анализе продукции ТКПА методом само-
агглютинации было установлено, что ряд штаммов 
геновариантов (М1270, М1344, М1345 и Л4150), в 
отличие от типичных изолятов, давали положитель-
ную реакцию самоагглютинации, что указывает на 
повышенный биосинтез ТКПА у данных штаммов 
и повышенную экспрессию ТохТ. В то же время у 
большинства штаммов геновариантов изменений в 
продукции ТКПА не выявлено. Таким образом, для 
выявления изменений в экспрессии ТКПА, а также 
регуляторного белка ТохТ в штаммах геновариантов 
необходимо проведение исследований по количе-
ственному определению продукции данных белков. 

Итак, при сравнительном анализе способности 
штаммов V. cholerae биовара Эль Тор ферментировать 
углеводы установлено, что у генетически измененных 
вариантов изменился метаболизм глюкозы, что, воз-
можно, явилось последствием изменения некоторых 
механизмов регуляции генов вирулентности. 

Работа выполнена по государственному контрак-
ту № 53-Д от 04.06.2012 г. в рамках федеральной целе-
вой программы «Национальная система химической и 
биологической безопасности Российской Федерации 
2009–2014 гг.» и РФФИ № 12-04-00285-а.
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