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НОВЫЕ РАСЫ ХОЛЕРНЫХ БАКТЕРИОФАГОВ, ПЕРСПЕКТИВНЫЕ  
ДЛЯ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ В ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ ХОЛЕРЫ

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора, 344002,  
Ростов-на-Дону, Россия

Холера продолжает оставаться проблемой здравоохранения мирового масштаба. Поэтому необходим постоянный мо-
ниторинг холеры как одного из основных компонентов эпидемиологического надзора на всех уровнях. Поиск новых рас 
холерных фагов, перспективных для использования в лабораторной диагностике, актуален и в первую очередь связан с 
необходимостью подтверждения специфических свойств возбудителя холеры эффективным, простым и надежным спо-
собом. Цель нашей работы – провести изыскание новых рас холерных фагов и наметить перспективы их практического 
использования. Мы использовали 360 штаммов Vibrio cholerae биовара El Tor, выделенных из различных источников и в 
разные годы, а также 43 штамма Vibrio cholerae Classical. В исследование были взяты как типичные культуры Vibrio 
cholerae El Tor, так и измененные варианты (RO, RS). Из изученных 25 холерных фагов наиболее перспективны для кон-
струирования фагового препарата 4 бактериофага, спектр литической активности которых составлял у фагов El 1, 
O1, El 2, Cl – 57,5, 64,6, 66,3, 83,3% соответственно. Из числа взятых штаммов 32 культуры (7,9%) сохранили устой-
чивость ко всем фагам. Предлагаемые бактериофаги имеют различный спектр литической активности в отношении 
холерных вибрионов. Для размножения и контроля новых рас диагностических бактериофагов были подобраны новые 
авирулентные тест-штаммы. Анализ полученных результатов показал, что изученные холерные фаги, обладающие вы-
сокой литической активностью, могут быть использованы для диагностики штаммов холерных вибрионов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  холерные бактериофаги; диагностические бактериофаги; фагорезистентность; фагодиагно-
стика.
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The new races of cholera bacteriophages perspective for applying in laboratory 
diagnostic of cholera
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The cholera continues to be a problem of health care of world scale. Therefore, cholera is to be monitored as one of main 
components of epidemiological control on all levels. The search for new races of cholera phages, perspective to be applied in 
laboratory diagnostic, is actual and initially is related to necessity of confirmation of specific features of cholera agent by efficient, 
simple and reliable mode. The purpose of study is to investigate new races of cholera phages and to outline perspectives of their 
practical application. The study used 360 strains Vibrio cholerae of biovar El Tor, separated from various sources and in various 
years and also 43 strains Vibrio cholerae Classical. Also study included as  typical ones both cultures  Vibrio cholerae El Tor and 
altered modifications (RO, RS). Out of 25 analyzed cholera phages the most perspective for constructing phage preparation were 
defined four bacteriophages (El 1, O1, El 2, Cl) with spectrum of lytic activity of 57.5%, 64.6%, 66.3% and 83.3% correspondingly. 
Our of all covered strains 32 cultures (7.9%) retained resistance to all phages. The proposed bacteriophages have different 
spectrum of lytic activity as related to cholera vibrio. The new avirulent test-strains were selected for reproduction and control of 
new races of diagnostic bacteriophages. The analysis of obtained results demonstrated that analyzed cholera phages with high 
lytic activity can be applied in diagnostic of strains of cholera vibrio.
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Холера продолжает оставаться проблемой здраво-
охранения мирового масштаба в связи с существова-
нием угрозы возникновения чрезвычайных ситуаций 
биолого-социального характера, имеющих между-
народное значение и проявляющихся в виде интен-
сивных и масштабных эпидемий и вспышек на раз-
личных континентах мира. Это определяет необходи-
мость постоянного мониторинга холеры как одного 
из основных компонентов эпидемиологического над-
зора на всех уровнях [1]. 

В практику прочно вошел метод определения фа-
гочувствительности изучаемых культур с помощью 
диагностических фагов для идентификации холерных 
вибрионов. Однако появилось большое (до 77,4%) 
число резистентных к диагностическим препаратам 
штаммов. Способность возбудителя холеры в на-
блюдаемый период формировать отличающиеся по 
признаку устойчивости формы позволяет понять всю 
сложность задачи их фагодиагностики.

Иметь эффективные бактериофаги для идентифи-
кации и дифференциации циркулирующих штаммов 
холерных вибрионов весьма важно для оценки измен-
чивости холерного вибриона и определения его роли, 
учитывая неразрывную связь эволюции паразита и 
его хозяина [2]. Установлено, что угнетение физиоло-
гических функций или нарушение клеточного мета-
болизма и условий внутриклеточного развития фага 
служат одной из причин возникновения их фагорези-
стентности [3, 4]. 

Причины фагорезистентности бактерий на осно-
вании многолетних наблюдений различных исследо-
вателей позволили констатировать, что утрата чув-

ствительности холерного вибриона к гомологичному 
бактериофагу обеспечивает бактериальной клетке 
экологическую устойчивость на пути эволюции [3]. 
Одной из причин возникновения фагорезистентных 
вариантов среди обнаруживаемых из объектов внеш-
ней среды штаммов Vibrio cholerae El Tor может быть 
нарушение нормального функционирования систем 
рестрикции-модификации различной специфичности 
взаимодействия фага и бактериальной клетки [3, 5, 6]. 
Кроме того, одной из причин снижения или потери 
чувствительности к холерным фагам может служить 
носительство гомоиммунных умеренных фагов, ко-
торые обусловливают феномен несовместимости, 
заключающийся, как правило, в том, что бактерии 
приобретают иммунитет к родственному типовому 
бактериофагу [5, 7].

Разработка и усовершенствование существующих 
препаратов фагодиагностики – актуальная задача, так 
как фагочувствительность холерных вибрионов оста-
ется ценным специфическим тестом их идентифи-
кации и дифференциации. В зарубежной литературе 
отсутствуют сведения о получении фагов, пригодных 
для диагностики устойчивых форм холерных вибрио-
нов.

Поиск новых рас холерных фагов актуален и в 
первую очередь связан с необходимостью подтверж-
дения специфических свойств возбудителя холеры 
эффективным, простым и надежным способом.

Поэтому в центре внимания специалистов Роспо-
требнадзора оказалась проблема совершенствования 
диагностического препарата холерного фага, эффек-
тивно лизирующего холерные штаммы при проведе-
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годы от людей и из внешней среды (2001–2014 гг.). 
Изучение свойств фагов проводили общеприняты-
ми методами [8]. 

Питательные среды для экспериментов включали 
бульон и 0,7 и 1,5% агар Мартена рН 7,6–7,8.

В результате были отобраны 4 холерных бакте-
риофага, лизирующие холерные вибрионы, устойчи-
вые к коммерческим диагностическим фагам. Анализ 
результатов литической активности показал, что все 
штаммы, взятые для лабораторных испытаний, лизи-
руются в той или иной степени и в разных вариантах 
экспериментальными холерными бактериофагами 
(O1, Cl, El 1, El 2). 

Предлагаемые бактериофаги имеют различный 
спектр литической активности в отношении холерных 
вибрионов Эль Тор и Classical. Диапазон литической 
активности у фагов составил: у фага El 1 – 57,5%, 
у фага O1 – 64,6%, у фага El 2 – 66,3%, у фага Cl – 
83,3%. Данные фаги в процессе исследования образо-
вали следующие варианты лизиса (см. таблицу).

Специфичность фагов в отношении хозяина 
подтверждена на большом наборе представите-
лей близкородственных микроорганизмов семейств 
Vibrionaceae, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, 
которые не лизировали испытуемые фаги.

По данным электронно-микроскопического ис-
следования, новые холерные бактериофаги относи-
лись по морфологии корпускул: фаги O1, El 1 и фаг 
Cl – к III морфогруппе [9] и типу C [10] семейства 
Prodoviridae; фаг El 2 – к V морфогруппе [9] и типу A 
[10] семейства Myoviridae (см. рисунок).

При изучении действия инактивирующих агентов 
(хлороформа и повышенной температуры) было уста-
новлено, что к действию хлороформа фаги V. cholerae 
устойчивы и инактивировались при температуре 65–
70 °С в течении 30 мин.

Попытки использовать данные холерные фаги в 
различных вариантах смесей не были успешными, 
поскольку происходило снижение диапазона лити-
ческой активности и титров фагочастиц до 10-5–10-7 

БОЕ/мл, в то время как у монофагов титры сохраня-
лись на уровне 10-8–10-10 БОЕ/мл.

Одним из важных моментов в технологии изго-

нии идентификации патогенного микроба. 
Цель нашей работы – провести поиск новых пер-

спективных рас холерных фагов для использования 
их в лабораторной диагностике холеры.

Полученные новые расы фагов будут отличаться 
от исходных образцов целым рядом биологических 
признаков, ведущим из которых станет преодоление 
резистентности клетки-хозяина. 

В работе использовано 267 штаммов Vibrio 
cholerae биовара El Tor (52 штамма ctx+tcp+, 9 штам-
мов ctx-tcp+, 206 штаммов ctx-tcp-), из них фагорези-
стентных к фагу «Эльтор» – 253 штамма, выделенных 
в 2001–2015 гг. из различных источников, а также 24 
штамма Vibrio cholerae Classical, полученных из Му-
зея живых культур с Центром патогенных вибрионов 
Ростовского-на-Дону противочумного института Ро-
спотребнадзора. В исследование были взяты как ти-
пичные культуры Vibrio cholerae El Tor, так и изме-
ненные варианты (RO, RS).

Для изучения и сохранения биологического раз-
нообразия бактериофагов, а также для выполнения 
научных исследований по проблеме «Холера и па-
тогенные вибрионы» в Ростовском-на-Дону проти-
вочумном институте собрана коллекция холерных 
фагов разного происхождения. Из данной коллек-
ции изучены 25 холерных фагов по чувствитель-
ности к отобранным штаммам. Критерием отбора 
фагов стал лизис фагоустойчивых штаммов холер-
ных вибрионов Эль Тор, выделенных в различные 

Морфология бактериофагов холерных вибрионов (вид в электронном микроскопе JEM-1011; Ув. 100 000).
a – Prodoviridae; б – Myoviridae.

Варианты лизиса штаммов V. cholerae O1 холерными бактерио-
фагами

Микроорганизмы Холерные бактериофаги

О1 Cl El 1 El 2

V. cholerae O1 биовара Classical + (-) + - -
V. cholerae O1 биовара El Tor + (-) - + +

+ (-) - + -
+ (-) - - +

V. cholerae O1 двух биоваров + - - -
П р и м е ч а н и е . + – наличие лизиса; - – отсутствие лизиса.
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товления диагностических препаратов становятся 
используемые при этом тест-штаммы. До настоящего 
времени для производства диагностических фагов ис-
пользовали токсигенный индикаторный штамм Vibrio 
cholerae El Tor 75. Для размножения и контроля новых 
рас диагностических бактериофагов необходимо было 
найти новые авирулентные тест-штаммы. В качестве 
одного из наиболее перспективных тест-штаммов 
для размножения новых рас диагностических холер-
ных бактериофагов мы использовали нетоксигенную 
культуру Vibrio cholerae El Tor 19546, которая была 
депонирована в ГКПБ «Микроб» № КМ-276. Так-
же подобраны еще два атоксигенных индикаторных 
штамма для размножения экспериментальных диа-
гностических бактериофагов, которые в настоящее 
время готовятся к депонированию.

Заключение. Анализ полученных результатов пока-
зал, что экспериментальные диагностические холерные 
фаги могут быть применены для идентификации штам-
мов холерных вибрионов серогруппы О1. Актуальность 
использования метода фаговой диагностики заключает-
ся в том, что он исключает применение дорогостоящей 
аппаратуры и большие материальные затраты. Его отли-
чают техническая простота и доступность, которые по-
зволяют в кратчайший (12–18 ч) срок получить ответ.
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